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PREFACIO

La alimentacion de los mamiferos en el trépico se fundamenta en el uso de pastos y forrajes,
los cuales constituyen la dieta basica y mas econdémica en la alimentacion de rumiantes (bovinos,
bufalinos, caprinos y ovinos). Sin embargo, la produccién de materia seca de los pastos y forrajes
a través del afio es irregular en cantidad y calidad debido a limitaciones climaticas y edaficas.

Los pastos son importantes en principio porque pueden crecer en condiciones marginales
donde otros cultivos no pueden, lo cual se atribuye a su mayor eficiencia en el uso del agua y aun
maximo aprovechamiento de los nutrientes del suelo, ademas los pastos proporcionan materia
organica al suelo, lo que ayuda en su conservacion. Es importante considerar que su sistema
radicular favorece la aireacion e infiltracion del agua en el suelo, mientras que el crecimiento en
terrenos con topografia accidentada evita el arrastre de capa vegetal, y con ello se reducen los
procesos de erosion que se puedan generar.

Los ambientes donde se desarrollan estas especies estan muy influidos por el hombre y se
consideran altamente estresantes, ya que combinan un gran numero de factores de estrés biotico
y estrés abiotico. En este sentido, el desarrollo de nuevas variedades adaptadas al estrés abioético
es un aspecto que ha pasado inadvertido. Por ello el desarrollo de programas de mejora
especificos para condiciones locales constituye una necesidad urgente para la produccion de
pastos y forrajes. Los métodos convencionales de mejoramiento vegetal se han utilizado con éxito
para obtener variedades mejoradas; sin embargo, el uso de modernas herramientas de la
genética y la biotecnologia ha marcado un nuevo hito en el mejoramiento genético de pastos, el
cual esta orientado, fundamentalmente, a la obtencion de variedades tolerantes a estreses
abioticos.

Si bien las técnicas convencionales han contribuido sustancialmente al mejoramiento de las
especies forrajeras, la aplicacion de diferentes biotecnologias en los ultimos afios ha redundado
en importantes progresos, especialmente en lo que se refiere a calidad de forraje. En este trabajo
se describen los aportes de las herramientas biotecnologicas hacia el objetivo de ampliar la
variabilidad genética para los cultivos forrajeros. Se mencionan ademas el rol de la biotecnologia
como complemento del mejoramiento convencional, la situacion actual y las perspectivas en este
campo.

Existe una gamma de estrategias que pueden utilizarse para iniciar y mejorar el cultivo de los
pastos y forrajes, las cuales seran detalladas a lo largo del contenido de este libro editado por la
EDITORIAL UTB. La difusién de este libro se realizara por la celebracién del 50 aniversario de la
creacion de la Universidad Técnica de Babahoyo, en la Provincia de Los Rios.

Los temas tratados en el presente libro comprenden el mejoramiento genético realizado en los
altimos afios dentro del proyecto de investigacion cientifica aprobado y financiado por la
Universidad Técnica de Babahoyo con el codigo PID-004-16 Mejoramiento genético de los pastos
Saboya (Panicum maximun) y Janeiro (Eriochloa polystachya) mediante mutagenesis inducida.
Estos temas que han sido desarrollados por investigadores de la UTB de amplia trayectoria en el
medio cientifico presentan aspectos relevantes a nuevas opciones forrajeras, descripcion de los



procesos de mejoramiento genético aplicados para la obtencion de plantas mutantes y otros
aspectos de gran importancia en el manejo de pastos y forrajes tropicales.

Es de sumo interés para la Universidad Técnica de Babahoyo ofrecer un material de consulta
de referencia nacional e internacional, dirigido a productores, ganaderos, estudiantes de las
ciencias agropecuarias, con la finalidad de contribuir al impulso y a la adopcion de las técnicas
necesarias para incrementar la productividad de las fincas en las zonas tropicales, para de esta
forma motivar a la mejora de la alimentacion de los rumiantes y de la calidad de las producciones
de leche y carne como una importante contribucion a la Soberania y Seguridad Agroalimentaria
de Ecuador.

Los Autores
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PASTO JANEIRO

Importancia de las gramineas

En las regiones tropicales la principal fuente de alimentacion para los rumiantes son las
gramineas, por lo que el rendimiento y la calidad forrajera son de gran interés para mitigar la baja
productividad en los sistemas de pastoreo.

De hecho, el 70 % de la superficie cultivable mundialmente estd sembrada con gramineasy el
50 % de las calorias que son consumidas por la humanidad son provenientes de las numerosas
especies, que se utilizan directamente en la alimentacion como es el arroz (Oryza sativa L.) uno
de los principales cereales basicos utilizados para la alimentacion humana (Cobos et al., 2021).
Existen més de 670 géneros y cerca de 10 000 especies descritas (Castafieda, et al 2015).

Sin embargo, en estas regiones la produccion del forraje y su uso se determina por las
necesidades de alimentar a los rumiantes, sin considerar el momento oportuno de cosecha para
su utilizacién. La mayoria de los estudios en forrajes utilizan la produccién de materia seca (MS)
y el valor nutritivo, sin considerar que los caracteres morfogenéticos y estructurales de las plantas
son importante en la dindmica de rebrote y persistencia de las especies forrajera (Cruz et al.,
2017).

Cruz et al., (2017b) manifiesta que en las regiones tropicales, los forraje son las principales
fuentes de alimentacion para los rumiantes ; sin embargo las condiciones ambientales y el manejo
de las praderas indicen directamente en el rendimiento y calidad de los mismos de modo que el
valor nutritivo y produccion de la materia seca es variable durante el afio, en este sentido la
estacionalidad juega un papel importante en la produccién de forraje, con una disminucién del
rendimiento durante la época seca atribuido a la falta de agua y excedente en la temporada de
lluvia.

Riera, (2019) indica que en muchas explotaciones ganaderas los forrajes son considerados la
fuente de alimento de menor costo para suplir las necesidades de los animales, su utilizacion en
sistemas de pastoreo directo o los ya conocidos métodos de 4 estabulado y semi estabulado,
sino que también sus cualidades se extienden al tener la capacidad de poder ser almacenados
por largos periodos de tiempo.

Existen pastos en casi todos los climas, puede decirse que no existe ni el “mejor pasto” ni el
‘pasto malo”, sélo el “pasto mejor adaptado” a las condiciones que brinde el terreno de la
explotacion. La principal ventaja de los pastos es su gran capacidad para producir biomasa de
calidad (follaje) a partir de la fotosintesis, pero esta calidad nutricional es afectada por la
lignificacion de la planta y la época del afio, a medida que el pasto madura (florece-espiga) o
cuando llega el verano (etapa mas seca), todos los nutrientes decaen drasticamente (Riera,
2019).

Para optimizar la produccion de Pasto, es necesario efectuar un manejo muy eficiente,
integrando diferentes tecnologias, tanto de manejos, como de utilizacion de insumos, la

12



fertilizacion resulta una practica de gran impacto productivo en los pastos, mejorando la
produccion de (MS), ademas del valor nutritivo de forraje (Moran, 2019).

Origen y descripcion general del pasto janeiro

El pasto janeiro es nativo de Sudamérica tropical, Centro América y el Caribe. En el Ecuador
se desarrolla bajo de la Cuenca del Rio Guayas, en las provincias de: El Oro, Guayas y Los Rios.
También se lo encuentra, pero en menor grado en las ganaderias intensivas de la provincia de
Santo Domingo de Los Tséachilas. Es considerado de buen valor nutritivo por su alto contenido de
proteina cruda de 15,20 % a los 28 dias y su descenso es minimo con la edad. La digestibilidad
de la materia seca va de 52 a 47 %, lo que lo hace apetecido por parte del ganado (INIAP, 1989).

Es una especie vigorosa y se propaga vegetativamente, de crecimiento rapido, a los dos meses
de sembrado ya ha cubierto el terreno formando un denso colchén produce tallos decumbentes,
presenta vainas y nudos pubescentes, las paniculas terminales tienen un namero variable de
ramas las cuales son extendidas y ascendentes (Contreras, 2019).

Taxonomia del pasto janeiro

Martinez, (2019) detalla la siguiente descripcion taxondmica del pasto Janeiro:

Reino: Plantae

Orden: Poales

Familia: Poaceae
Subfamilia: Panicoideae
Tribu: Paniceae
Género: Eriochloa
Especie: E. polystachya

Morfologia del pasto janeiro

Es una graminea perenne, muy robusta con tallos decumbentes (son algo quebradizos). Su
inflorescencia es una panicula abierta, las espiguillas son infértiles. Crece en plantas aisladas,
macolla bien y emite tallos gruesos y jugosos que alcanzan hasta 2 m de longitud. Produce buena
cantidad de hojas estas son alternadas no pubescentes y algunas inflorescencias producen poca
semilla. Las raices son abundantes y relativamente superficiales (Cepeda, 2016).

El pasto janeiro es de crecimiento rastrero y estolonifero, que puede alcanzar una altura de
hasta 1.20 m dependiendo de condiciones y exigencia del pasto, tiene una buena produccién de
hojas de forma lanceolada de aproximadamente 20-25 cm de largo y de 8-10 mm de ancho.
Produce semillas, pero de muy baja viabilidad y presenta tallos huecos (INIAP, 1989).

Este pasto es muy robusto con tallos erectos cuando son jovenes y decumbentes cuando
adulta (son algo quebradizos). Su inflorescencia es una panicula abierta, las espiguillas son
infértiles. En este género tenemos otros cultivares como son la Echinochloa coloniao L, es un
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pasto anual de una altura de 90 cm, con contenido de proteina de 13,8 % a las cuatro semanas,
la Echinochloa frumentacea Roxb, es otra graminea anual (Rendon, 2011).

Figura 1. Pasto Janeiro (E. polystachya).

\i&
W\
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Fuente: (Riera, 2019).

Requerimientos edafoclimaticos del cultivo

Crece en zonas humedas o en lugares bajos. Durante la época seca es susceptible al ataque
de é&fidos o insectos chupadores. Para su reproduccion se utiliza material vegetativo. En cuanto
a su manejo en la época seca, los periodos de descanso son de 42 a 45 dias después del ultimo
pastoreo. (Rolando et al., 1989).

Es poco exigente al tipo de suelo, rindiendo mas en los arcillosos que en los arenosos, su
mérito esta en la adaptacion a suelos bajos e inundables, se usa tanto para pastoreo como para
corte, proporciona forraje verde, tierno y abundante, no se presta para ser henificado por el
secamiento de los tallos es muy lento, tiene una calidad nutricional de: Proteina cruda 5 % - 14
% y digestibilidad 65 %, no se ha reportado ninguna toxicidad, con un potencial de produccién de
8 - 10 t/ha/afio de materia seca (Ledn, 2006).

Se adapta bien a zonas humedas con una buena lamina de agua. Soporta suelos
medianamente acidos, como los situados en la Cuenca del Guayas, en donde su crecimiento es
vigoroso. No es tolerante a sequia y tiene buena recuperacién después de la quema (INIAP,
1997).

Valor nutritivo y palatabilidad

Esta especie tiene buena aceptaciéon por parte del ganado. Su valor nutritivo es bueno
especialmente cuando el material es joven, disminuyendo su calidad a medida que la planta
madura.

14



Tabla 1. Porcentaje de Proteina Cruda (PC) y de Digestibilidad in vitro (DIV) de pasto Janeiro
(Eriochloa polystachya).
Epocas 21 28 35 42 56
PC DIV PC DIV PC PC PC DIv PC DIV
Seca 75 16,80 57,00 15,20 53,00 13,1 50 12,80 49,00 11,30 47,00
Lluviosa76 16,50 58,00 13,20 52,00 11,8 51 11,30 50,00 11,00 47,00
Fuente: INIAP, 1997

Manejo

En zonas bajas el manejo del pastizal depende de la intensidad de las épocas lluviosa y seca.
Cuando el pastizal se inunda no es aconsejable realizar pastoreos durante este tiempo, por el
dafio que puede causar el animal en la estructura del suelo y en el desprendimiento de la especie,
lo que repercutira en el rendimiento posterior del pastizal. Durante la época seca, los periodos de
descanso son mas largos y se debe tener muy en cuenta la carga animal para evitar el deterioro
del potrero, los mismos que pueden ser de 42 a 45 dias de descanso después del ultimo pastoreo
(INIAP, 1997).

Uso y caracteristicas como planta forrajera

Su uso esta orientado a la ganaderia extensiva y el pastoreo, su propagacion es esencialmente
vegetativa dado que es una especie que produce poca semilla fértil y de muy baja viabilidad
(Enriquez et al., 2015).

Estudios sobre el pasto Janeiro muestran que el rendimiento de biomasa llega a 11,3 t/ha/corte
de materia seca, mientras que el largo y el ancho de hoja alcanza 30 y 1,8 cm, respectivamente;
el prendimiento puede llegar hasta un 72,5 % y la proteina un 12 % (Benites et al., 2017).

Briones (2016) indica que en un trabajo realizado utilizando el pasto Janeiro para medir su
rendimiento de materia verde por hectarea a diferentes intervalos de fecha de corte, obtuvo los
siguientes resultados: cosechado a 45 dias con una altura de 0,60 m el rendimiento fue de 11,4
t/corte/ha de forraje verde, a 60 dias de cosecha con altura de 0,83 m el rendimiento fue de 19,5
t/corte/ha de forraje verde, a 75 dias con un altura de 1,09 m el rendimiento fue de 33,0 t/corte/ha
y a 90 dias de cosecha con una altura de 1,53 m el rendimiento fue de 57,2 t/corte/ ha, con lo que
se demostro su alta produccion de materia verde para el trépico.

Segun Calderero (2011), en su trabajo denominado Viabilidad de cuatro densidades de
siembras de los pastos, Janeiro (Eriochloa polystachya) y pasto dulce (Brachiaria Humidicola),
para la produccion bovina en zonas inundables de la parroquia La Victoria del canton Salitre,
logré excelentes rendimientos en pasto Janeiro con una altura de planta de 1,33 m y una
produccion de 44 778 kg/ha.

Efecto de la fertilizacion y la frecuencia de corte en el valor nutritivo del pasto janeiro.

Méndez Carvajal (2013) manifiesta que la fertilizacién presiembra depende del analisis de
suelos y los requerimientos propios del cultivo. Es necesario utilizar fertilizantes de lenta
15



liberacién que serviran para la nutricién de los esquejes tales como sulfato de calcio, superfosfato
triple o magnesio incorporado al suelo.

Aquino Zacarias & Gémez Villanes (2019) indican que para garantizar la calidad nutritiva de
los alimentos se deben implementar estrategias de biofortificaciébn agronémica de los cultivos
(Cederio et al., 2018). Se concibe las practicas agricolas organicas (suministro de bioestimulantes
organicos al suelo o area foliar), como herramientas que permiten reducir el estrés, minimizando
los efectos negativos de las variaciones edafoclimaticas (Cruz et al.,2015); ademas, proveen
mayor resistencia a plagas y enfermedades (Granados 2015) e incrementan la velocidad
metabdlica y fotosintética, siendo activas a nivel celular y molecular, actuando como un todo en
el organismo de la planta (Cruz et al., 2015), estimulando el crecimiento radicular generando
mayor resistencia al estrés hidrico (Freitag, 2014), promoviendo la utilizacién de menor cantidad
de insumos externos y minimizando el uso de fertilizantes quimicos, y otros insumos nocivos,
permitiendo obtener rendimientos agricolas saludables (Mendoza et al., 2014).

Perez et al., (2008) indican que el nitrégeno sirve de partida a la planta para la sintesis de
proteinas, enzimas y vitaminas de sus tejidos, por ello hay estados vegetativos en los que la
planta tiene una elevada necesidad de nitrégeno, durante el crecimiento activo para formar raices,
organos reproductores y de fecundacion, etc. y es el factor que determina los rendimientos,
constituyéndose en la base del abonado.

Los problemas de pérdida de fertilidad, hace referencia a la fertilidad quimica del suelo, y se
conoce como una "deficiencia de nutrientes". Esto significa que uno o mas nutrimentos estan en
el suelo en una cantidad que no permite que un cultivo satisfaga sus necesidades y entonces se
presentan problemas de crecimiento, desarrollo y produccién. Los sintomas pueden ser: la
reduccion del area foliar que provoca menor intercepcion de la radiacion, resultando en plantas
mas pequefas, deficientes y con menor rendimiento (Fontanetto & Bianchini 2010).

Infoagro (2008), publica que el nitrdgeno afiadido como abono, puede estar como urea, NHa+
y NOs. Este nitrégeno sigue los mismos modelos de reaccion que el nitrégeno liberado por los
procesos bioquimicos a partir de residuos de plantas.

Perez et al., (2008) manifiestan que el déficit de nitrdgeno se traduce en sintomas variados, el
rendimiento de un cultivo puede bajar incluso antes de la manifestacion sintomatica. El primer
sintoma que se presenta es la clorosis; es decir la pérdida de moléculas de clorofila, tomando la
planta un color amarillento. La produccién y sintesis organica se frena y baja de esta manera la
velocidad de crecimiento y desarrollo.

La fertilizacion minima (del elemento en kg/ha) N 50; P20s: 45.8, K20 18; Mg O: 24.75; SO4
44,86. También, responde a la fertilizacion (N, P, K) a los 6-8 meses después de establecido. Se
debe hacer rotacion de potreros, teniendo especial cuidado con el tiempo de pastoreo, ya que no
lignifica y los animales tienden a consumir abundantemente, se puede pastorear cada 45 dias
(Chavarria, 2013).
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Con la aplicacién maxima (en kg /ha) 120 kg N; 90 kg P20s; 120 kg K20 + 2 kg de bonanza, se
logran los mayores rendimientos en produccion de biomasa en pasto Janeiro donde se obtuvieron
plantas con un mayor desarrollo en cuanto a tamafio y vigor (Teran, 2015).

Los pastos requieren un aporte continto de (N, P, K) entre otros minerales tales como (Ca,
Mg, Mn, Mo, etc.), asi como recibir un estimulo de todo tipo microflora (hongos, bacterias,
levaduras, micorrizas, actinomicetos, etc.), donde es importante dotar al vegetal de al menos un
episodio de fertilizacion en toda su etapa de crecimiento (Diaz, 2017).

Las gramineas forrajeras son plantas que forman la mayor parte de las areas de produccion
de forraje para el ganado. Existen especies que son sembradas para pastoreo directo y otras que
se siembran para ser utilizadas mediante cortes, en forma manual o mecanizada, para suministro
en comederos, ya sea en forma fresca, uso en ensilaje o heno (Villalobos & Sanchez 2010).

La edad de corte causa varias modificaciones en la estructura de un pasto. No obstante, el
corte a edades tempranas provoca efectos perjudiciales a la planta, porque la remocién continua
de la biomasa foliar decrece el contenido de almacenamiento en las partes bajas de los tallos y
raices, con una afectacion al rebrote y crecimiento vigoroso después del corte (Madera et al.,
2013).

Bohoérquez Galarza (2018), realizé estudios de “Evaluaciéon del rendimiento y proteina cruda
del pasto Janeiro bajo cinco frecuencias de corte,” registrando resultados de produccion de
materia seca de 3480 Kg/ha con frecuencia de corte de tres semanas, con seis semanas 3 693,5
Kg/ha, con 9 semanas 4 169,0 Kg/ha, con doce semanas 4 576,6 Kg/ha y con quince semanas
5974,3 Kg/ha; asi mismo reporta una produccion de materia verde de 7 076,7 Kg/ha con
frecuencia de corte de tres semanas, con frecuencia de seis semanas 7 446,0 Kg/ha, con nueve
semanas 8 205,0 Kg/ha, con doce semanas 9 376,3 Kg/ha y con quince semanas 9 885,2 Kg/ha.

En la actualidad, el uso intensivo de pastos para corte debe considerarse como una
herramienta de bajo costo, para incrementar la produccion de los animales. Esto implica minimizar
el desperdicio de forraje eliminando el pisoteo, evitando el gasto de energia durante el pastoreo
y en alguna forma se disminuye la seleccion del animal que normalmente deja un residuo
considerable en los potreros (Marquez et al., 2007).

Briones (2016) manifiesta que en pasto elefante y cafia de azlcar, el corte se recomienda lo
mas cerca del suelo, a unos 5 cm, en pasto Maralfalfa 10 cm, para pasto guinea unos 20 cm y
Janeiro de 15-20 cm, dependiendo del lugar donde se encuentren las reservas para el rebrote de
cada especie. Es importante la calibracion de la altura de corte de la maquinaria, al igual que el
filo de las cuchillas, por lo que se debe entrenar al personal en esta practica. Con esto se evitaran
dafos a los macollos de donde provienen los rebrotes, siendo los mas importantes para una
pronta recuperacion del pastizal.

Productividad, digestibilidad y proteina del pasto Janeiro.

Cepeda (2016) en su estudio realizado sobre la evaluacion de cuatro densidades de siembra
de los pastos Tanner (Brachiaria arrecta) y Janeiro (Eriochloa polystachya) para la produccion
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bovina en la zona baja inundable de Babahoyo, reporta valores de materia verde para el pasto
Janeiro de 9 206,7 Kg/ha, superior estadisticamente al pasto Tanner con 7 445,6 Kg/ha, mientras
que el peso de materia seca reportado para Janeiro fue de 4 811,3 Kg/ha, registro superior al
pasto tanner con 3 680,5 Kg/ha.

Arce et al., (2003) estudiaron la digestibilidad de gramineas cultivadas: Dactilys (Dactilys
glomerata), rye grass (Lolium italiano y Lolium inglés), braquiaria (Brachiaria decumbens),
camerun (Echinocloa polystachya) y king grass (Pennicetum purpureum x Pennicetum tipoides),
Leguminosas cultivadas: Alfalfa (Medicago sativa), trébol rojo (Trifolium repens), trébol blanco
(Trifolium perenne), kudzu (Pueraria phaseloides), centrocema (Centrocema pubescens) y calopo
o rastrera (Calopogonio mucunoides), Pastos naturales: Ichu (Stipa ichu), festuca (Festuca
dolicophylia), mulem-bergia (Mulembergia fastigiata), toro urco (Axonopus compresus Yy
Paspalum conjugatum), reportando valores de porcentajes de digestibilidad para gramineas
cultivadas iguales a: Dactilys 75,91, Rye grass inglés 84,03, Rye grass italiano 83,25, Braquiaria
64,52, Camerun 49,56, King grass 51,17; Para leguminosas cultivadas iguales a: Alfalfa 80,83,
Trébol rojo 85,02, Trébol blanco 92,90, Kudzu 58,81, Centrocema 57,41, Calopo 58,52; Para
pastos naturales: Ichu 40,17; Festuca 48,71; Mulembergia 49,80; Toro urco 2 55,68 y Toro urco
3 56,25 %.

El momento de madurez de las pasturas es de gran importancia sobre el contenido de proteina
y minerales presentes en las plantas, a medida que la planta crece se presenta una disminucion
gradual del contenido de minerales. Los elementos que limitan mayormente la productividad de
los pastos son: el fosforo y el nitrégeno (Salamanca, 2010).

La produccion anual del pasto janeiro varia entre 8 - 12 t de materia seca/hectarea y soporta
cargas altas bajo manejo rotacional. Los contenidos de proteina en praderas bien manejadas
estan entre 10 — 13 por ciento, y la digestibilidad entre 50 — 55 por ciento (INIAP 1989).

Cepeda (2016) reporta que el porcentaje de proteina cruda (PC) en el pasto Janeiro cosechado
a las tres semanas alcanzé un 4,2 % de PC, a las seis semanas 6,6 % de PC, a las nueve
semanas 9,2 % de PC, a las doce semanas 13,0 % de PC y a las quince semanas 7,1 % de PC,
lo que mostrd que la proteina se incrementd hasta las doce semanas y a partir de esa fecha el
valor comienza a descender.

Descriptores para pasto janeiro.

Un descriptor es el nombre que se le asigna a una caracteristica o a una parte de la planta,
fruto o semilla, el cual se quiere medir (Navarro et al., 2008).

Torres (2007), indica que un descriptor es una variable o atributo que se observa en un
conjunto de elementos, ejemplo: altura de planta, color de la flor, entre otros. Ademas, hace notar
que la preparaciéon de una lista de descriptores a menudo es un proceso repetitivo. Los
descriptores pueden ser:
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e De pasaporte: Son los que proporcionan la informacion basica que se utiliza para el manejo
general de la accesion y describen los parametros que se deberian observar cuando se

recolecta originalmente la accesion.

e De manejo: Proporcionan las bases para el manejo de las accesiones en el banco de

germoplasma y ayudan durante su multiplicacion y regeneracion.

e Del sitio y el medio ambiente: En estos se describen los pardmetros especificos del sitio y
del medio ambiente, que son importantes cuando se realizan pruebas de caracterizacion
y evaluacion. Se incluyen en esta categoria los descriptores del sitio de recoleccién del

germoplasma.

Entre los principales descriptores que se han utilizado para realizar una caracterizacion
morfolégica en poblaciones de pastos esta: la altura de follaje, altura de planta, densidad de tallos,
grosor del tallo, ancho de hoja, largo de hoja, longitud de inflorescencia, ramillas por
inflorescencia, espiguillas por ramillas, longitud de ramillas, raquis de inflorescencia, longitud de
pedicelo, entre otros. Todos estos descriptores se han utilizado para evaluar diversidad
morfologica y detectar ecotipos que tengan caracteristicas deseadas o sobresalientes (Morales

et al., 2016).

Los descriptores morfoldgicos incluidos en esta publicacion tienen el objetivo de proporcionar
una descripcion de pasto janeiro lo suficientemente detallada para una adecuada descripcion
morfolégica de un cultivar (Tabla 2). Esta lista contiene todos los descriptores claves usados para
agrupar las entradas con alto coeficiente de similitud. Ademas, se incluyen figuras que muestran
la variacion en hojas, tallos, semillas y raiz para facilitar la seleccion de cultivares.

Tabla 2. Descriptores pasto Janeiro (Eriochloa polystachya).

Forma de ligula

Presencia de
estolones
Intensidad de color
verde en el follaje

Color verde de tallo

Pubescencia de tallo
Pubescencia de hoja
Pubescencia en
nudo

Color de flor

Color de gluma

Color de semillas

aguda
membranosa

Si
claro

claro
Si
Si
Si
morada
verde

Blanco
amarillento

R T

Membranosa

aguda y lacerada

no

medio

medio

no
no

no

marrén claro
marrén claro
marrén claro

N NN o o O N

ciliada o 3
pilosa
intenso 7
intenso-
3
morado

marrén oscuro 3
marrén oscuro 3

marrén oscuro 3

Fuente: (Riera,2019).
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Figura 2. Descriptores pasto janeiro (E. polystachya).

Zona de
ramificacion

Pelos
absorbentes

Fuente: (Riera, 2019).

Raiz
fasciculada
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MEJORAMIENTO GENETICO




MEJORAMIENTO GENETICO
Ha sido una constante preocupacion para los mejoradores genéticos de pastos, la obtencion
de variedades dotadas de mecanismos que le permitan ofrecer producciones ventajosas en
agroecosistemas cambiantes. Las investigaciones con respecto a nuevas variedades de pasto
son muy pocas, la mayoria se enmarcan en la introduccion de variedades mejoradas en otros
paises (FAO, 2015).

Aunque los métodos de mejoramiento genético de los cultivos parecen ser nuevos, los
registros historicos demuestran que en el pasado el mejoramiento de las plantas se practicé
cuando el hombre aprendio a seleccionar las mejores especies para las cosechas. Esta técnica
inici6 con la domesticacion bajo condiciones controladas y seleccionando aquellas que
proporcionaran una mejor fuente de alimentos. Este mejoramiento fue fortuito y lento, hasta el
reconocimiento de las leyes de Mendel a principios del siglo XX (Gutiérrez et al., 2003).

El mejoramiento genético tiene como objetivo desarrollar variedades de alto valor econémico,
ecologico o social que permitiran cultivar en zonas y ambientes marginales, los cuales se van
incrementando con el cambio climatico (Cobos et al., 2020), esto implica procesos reiterados de
actividades como seleccion, cruzamientos dirigidos y evaluaciones genéticas (Southerton et al.,
2013 Una de las principales estrategias del mejoramiento genético clasico consiste en la
seleccion fenotipica. Sin embargo, los métodos tradicionales son limitantes por los largos ciclos
reproductivos de la mayoria de las especies, lo que representa varios afios e incluso décadas
para la obtencion de resultados, en funcion de su biologia (Grattapaglia, 2017).

La variabilidad morfolégica en las especies se presenta por cambios genéticos provocados por
el medio ambiente donde la radiacién ha jugado un papel importante (Segura et al., 2007). La
biodiversidad vegetal parte de la cantidad y variedad de especies que conforman un ecosistema.
La variacion natural intraespecifica es definida como la variaciébn fenotipica, causada por
modificaciones en el ADN que surgen espontaneamente.

Uno de los propoésitos del mejoramiento genético vegetal es incorporar resistencia a
enfermedades y a plagas, o a condiciones adversas del ambiente, asi como mejorar sabor, color,
forma y tamafio de los 6rganos de importancia antropocéntrica. Sin embargo, en ocasiones es
dificil obtener plantas mejoradas por este medio y hay que recurrir a métodos alternativos para
producir variantes genéticas utiles (Jain, 2010).

Para cumplir con el principio de mutagénesis, la metamorfosis debe ser fijada y mantenerse
en la naturaleza hasta un nuevo cambio genético, no obstante la transformacion también puede
darse de manera artificial (Thole et al., 2012; Xia-Yun et al., 2011). En la ingenieria genética se
investiga la recombinacion artificial de genes o grupos de genes y es posible ejercer la
manipulacion dirigida sobre caracteristicas especificas. Cualquier método antes mencionado
puede ser utilizado para mejorar o cambiar la expresion alélica en un vegetal.
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Mutaciones y Modificacion Genética.

La evolucion ocurre principalmente por mutaciones espontaneas que generan nuevas
estructuras genéticas y permiten la supervivencia de la especie, ya que al tener mayor
oportunidad de reproducirse logran perpetuar sus genes. La evolucion se basa en cuatro
procesos para manifestar diferenciacion individual (Pierce, 2010).

Seleccion natural: donde ciertas caracteristicas permiten que un individuo tenga mayor éxito
de supervivencia y persistencia, lo cual se interpreta de manera positiva (De Zulueta y Ayala,
2009).

Deriva genética: aqui se presenta un cambio estocastico en la expresion alélica por
recombinacién en la reproduccion, pero a diferencia de la seleccion natural, los cambios pueden
ser positivos, sin efecto o negativos para la supervivencia (Keinan at al., 2007).

Flujo genético: también conocido como migracion, consiste en transferir dominancia alélica
de una poblacién a otra, mediante movilidad de ciertos genes interespecificos, ocurriendo asi la
hibridacién (L6épez et al., 2007).

Mutacién: esta es la principal fuente de variabilidad genética, puesto que es en este fendbmeno
es donde ocurren diferentes cambios en la estructura del genoma. Al igual que en deriva genética,
este fendmeno puede tener efecto provechoso imparcial o adverso. Una mutacion se puede dar
mediante recombinacién, duplicacién o deleccidén en una o varias secciones del ADN, presentarse
en secuencias largas, secuencias pequefias o incluso en un par de nucleétidos (Pierce, 2010).

El término induccion de mutaciones a cambios espontaneos que afectan a la herencia en los
organismos cuya descendencia presenta variaciones en tamafio, forma o composicion genotipica
que pueden ser expresados en su fenotipo. Los cambios efectuados dentro de los limites de un
gen, a nivel de ADN, se denominan mutaciones génicas o puntuales. Cuando se producen
cambios estructurales que ocasionan ganancia, pérdida, o relocalizacién de los segmentos de un
cromosoma, se clasifican como mutaciones cromosémicas. Si los cambios afectan la estructura
de organelos citoplasmaticos que contienen material genético tales como plastidios vy
condriosomas, se conocen como mutaciones extranucleares. Cuando los cambios afectan el
namero total de cromosomas caracteristico de la especie, se habla de mutaciones genomiales
(Benitez, 2005).

La principal ventaja de la mutagénesis, con respecto a otras técnicas productoras de
variabilidad genética, es que a partir de una misma poblacién irradiada se pueden obtener
genotipos con alteraciones en genes muy diversos debido a su accion aleatoria en el genoma de
cada unidad irradiada (tallo, semilla, callo, células en suspension, antera). En arroz, por ejemplo,
existen numerosas ventajas producto de la utilizacion de agentes mutagénicos fisicos y quimicos
para la produccion de poblaciones mutantes adecuadas tanto para la genética “delantera” y
reversa por la alta densidad de mutaciones producida. (Giaconi y Escaff, 2004).

Existen diferentes agentes mutagénicos, que pueden ser: quimicos; analogos de bases,
antibioticos, agentes alquilantes entre otros compuestos. Otros mutagenos son los agentes
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radiactivos, como la radiacion ultravioleta, no obstante, ésta ha sido muy restringida en plantas
por no ser ionizante y tener limitada habilidad de penetracién. Los rayos X descubiertos por
Roetngen en 1895, se han utilizado casi desde entonces en diferentes estudios biolégicos, sin
embargo, las respuestas bilégicas y fisiologicas en plantas han sido carentes. Las particulas alfa
y beta producen un efecto mayor de penetracion que los rayos X, pero aun asi, la capacidad de
penetracion es menor a la de los rayos gamma, los cuales han tenido mayor importancia en la
mutagénesis por radiacion (Podevin et al., 2013). Busey (1980) intenté causar mutaciones con
radiacion gamma utilizando esquejes de pasto de cesped y encontrd que en ciertas accesiones
con dosis de 45 Gy causo el 50 % de retraso en crecimiento y una supervivencia de 40 %. Otras
accesiones con 40 Gy presentaron el 100 % de mortalidad. A medida que la radiactividad
aumenta, los individuos mutantes regularmente presentan cambios negativos o degenerativos.
Sin embargo, con dosis moderadas de radiacion ionizante los impactos sobre la estructura del
ADN pueden ser benéficos (Songsri et al., 2011).

Uso de laradiaciéon para generar variabilidad en gramineas forrajeras.

El fendmeno de mutagénesis es un proceso natural para los procesos evolutivos. Los rayos
césmicos que logran penetrar la atmoésfera causan ligeros cambios en el ADN y la acumulacién
de estos pequefios cambios, son causa de mutaciones que dan origen a variaciones en las
especies vegetales y animales (Ochoa-Carrillo et al., 2016). La mutagénesis inducida es una
técnica que acelera los procesos de mutacion a partir del uso de agentes mutagénicos. Esta
practica se comenzd a utilizar a principios de 1900 y fue a partir de 1927 cuando ésta se
intensificd. Sin embargo, la prioridad del mejoramiento genético bajo esta técnica siempre han
sido los cultivos focales: arroz, cebada, maiz, trigo entre otros (Ramchander et al., 2015). La
Arabidopsis thaliana y el arroz (Oryza sativa) se han estudiado ampliamente bajo esta técnica, ya
gue presentan los genomas mas pequefos en plantas vasculares. Esto ha permitido que en estas
especies las mutaciones puedan ser dirigidas (Rajarajan et al., 2016). Esta técnica se ha
practicado también en especies utilizadas para césped. En 1997 mediante radiacién gamma con
Co®° se produjo la variedad TifEagle de pasto bermuda (Cynodon dactylon). Esta variedad se
caracteriz6 por poseer hojas con lamina muy fina, densidad de tallos extremadamente alta y gran
resistencia al pisoteo; actualmente es muy utilizada en campos de golf (Hanna y Elsner, 1999).
En otras investigaciones se ha logrado producir variedades de césped con talla ultra baja y de
mayor resistencia a estrés hidrico (Lu et al., 2009). Otra especie cespitosa en la que se ha
empleado mutagénesis es el pasto San Agustin (Stenotaphrum secundatum). En esta especie se
obtuvieron diferencias morfolégicas al irradiar estolones a dosis entre 10y 100 Gy (Li et al., 2010).
Otras gramineas modificadas por mutagénesis son el finger millet (Eleusine coracana) y el mijo
perla (Pennisetum glaucum- typhoides). En el Sur de Asia y Africa éstas especies se usan para
doble propodsito; produccidn de grano para humano y produccion de forraje para ganado
(Ambavane et al., 2015). Asi mismo, con radiacion gamma se ha generado variabilidad en pasto
sudan (Sorghum sudanense) (Golublnova y Gecheff, 2011), pasto elefante (Pennisetum
purpureum); (Pongtongkam et al., 2005) y zacate guinea (Panicum maximum); (Pongtongkam et
al., 2006).
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Con el esclarecimiento de las bases moleculares de la herencia, a partir de los estudios
realizados por James Watson y Francis Crick en la década de los afios cincuenta, se establecio
el conocimiento de la estructura molecular del acido desoxirribonucleico (ADN). Del conocimiento
de la estructura y del sistema de duplicacion del ADN, se establecio la oportunidad de inducir
cambios en el mensaje genético; es decir, la oportunidad de construir genes diferentes a los ya
presentes en las plantas. Este cambio se conoce como una mutacion. Las mutaciones se
producen por variaciones en las bases nitrogenadas del ADN. Existen sustancias quimicas y
fisicas que son capaces de inducir cambios en la secuencia de las bases nitrogenadas; son los
llamados agentes mutagénicos. Dentro de los agentes mutagénicos fisicos las irradiaciones
emanadas por elementos quimicos radiactivos como el Uranio, el Cesio y el Cobalto, tienen un
efecto ionizante sobre las bases nitrogenadas que los hace capaces de inducir mutaciones
(Serrat et al., 2014).

Las mutaciones son el origen primario de la variabilidad genética y el control de la frecuencia
y espectro de las mismas, constituye una herramienta valiosa en el mejoramiento de las plantas.
Las poblaciones de plantas aumentan su variabilidad genética debido a las fuerzas
microevolutivas. Se considera fuerza microevolutiva a cualquier proceso capaz de cambiar la
frecuencia de alelos en las poblaciones. Estas fuerzas son: la mutacion, la migracion, la
recombinacién, la seleccion y la deriva genética. La mutacion es la Unica fuente primaria de
variacion, ya que es el inico mecanismo que genera nuevos tipos (Fita et al., 2015).

Induccién de mutaciones en plantas.

Quintas Maduefio (2019), indica que fue el primero que establecio de manera moderna la teoria
de la mutacién, que consiste en que nuevas formas se desarrollan repentinamente por grandes
cambios o por la acumulacién gradual de pequefas variaciones. Siendo este investigador, quien
enfatiza que las mutaciones son la base fundamental de la evolucion de las especies.

El mejoramiento genético de plantas o fitotecnia exige variacién genética de las caracteristicas
Gtiles para mejorar los cultivos y cuando no se logra a través de las hibridaciones, se puede
emplear agentes mutagénicos, como la radiacién y algunos productos quimicos, para inducir
mutaciones y generar variaciones genéticas de los cuales pueden seleccionarse los mutantes
deseados. El tratamiento con agente mutagénicos altera los genes o causa cambios estructurales
en los cromosomas (Novak & Brunner, 1992).

Tabla 3. Agentes mutagénicos fisicos y quimicos empleados en la induccién de mutaciones.

AGENTES FISICOS AGENTES QUIMICOS

Rayos gamma Etil metano sulfonato
Rayos X Dietil sulfonato
Rayos ultravioleta Azida sddica
Particulas alfa Etil inina

Particulas beta Colchicina

Fuente: (Fita et al., 2008).
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Las condiciones que debe reunir un agente mutagénico son: debe ser lo suficientemente
efectivo sobre el material hereditario para causar cambios en su estructura y, al mismo tiempo,
inocuo para el hombre. La capacidad mutagénica se mide por la dosis letal media (DLso) que es
la dosis que mata al 50% de los individuos tratados. (Cubero, 2003).

La sensibilidad de las plantas diploides y poliploides tratadas con agentes mutageénicos,
disminuye la tasa de mutacion con el aumento de nivel de ploidia de las plantas. Este resultado
apoya la hipétesis de que la duplicacion de genes en poliploides reduce la frecuencia de mutacion.
Los cambios en la secuencia de bases en el acido desoxirribonucleico (ADN) se producen de
forma espontanea y pueden ser intensificadas por mutagenos fisicos y quimicos tales como, por
ejemplo, la radiacion gamma (%°Co) y etilmetanosulfonato (EMS). Por lo tanto, esta técnica
permite el desarrollo de nuevas combinaciones genéticas a través de cambios y / o
modificaciones alélicas en el cromosoma (Coimbra et al., 2005).

Las radiaciones ionizantes son un instrumento valioso para alterar el genoma, su utilizacién en
el fitomejoramiento permite obtener nuevas formas frecuentemente, reduciendo el tiempo para
obtenerlas con respecto a los métodos convencionales. Por esto, la radioinduccion de mutaciones
es una técnica auxiliar de reconocida utilidad en el mejoramiento genético de plantas. Los
resultados exitosos obtenidos por diversos investigadores demuestran que puede ser muy Util
para obtener variedades mejoradas de trigo (Gomez-Pando, 2013), banano (Reyes, 2007), con
alta productividad y resistencia a factores bidticos y abiéticos; con la ventaja de que esta técnica
permite acortar los periodos de seleccidn y aportar nuevos genes que no estén restringidos a la
constitucién genética de los progenitores (Salcedo Aceves, 2012).

Las radiaciones ionizantes constituyen en la actualidad, una via importante que puede usar el
mejorador para crear variabilidad genética. Debido a las altas energias que poseen, los rayos
gamma constituyen un tipo de radiacion ionizante capaz de penetrar en la materia mas
profundamente que la radiacion alfa y la beta. Pueden causar graves dafios o modificaciones al
nucleo de las células. Asi, se han realizado numerosos trabajos utilizando rayos gamma, con el
fin de obtener cultivos de alto rendimiento, variedades resistentes a enfermedades, tolerantes a
la falta de agua y a la alta salinidad de los suelos (Harding et al., 2012). Asi mismo, se han
reportado trabajos relacionados con la obtencion de genotipos resistentes a herbicidas de amplio
espectro (Mussi et al., 2016).

El uso de la radiacién ionizante como los rayos x, rayos gamma Yy neutrones, asi como los
mutagenos quimicos para inducir variacion esta bien establecido, debido a la gran cantidad de
trabajos en el area de la mutagénesis convencional y en varios cultivos como en tomate (Estrada-
Basaldua et al., 2011).

Gomez-Pando (2013) indica que existen muchos informes de mejora en caracteristicas
morfoldgica y fisiologica de cereales, granos de leguminosas, semillas oleaginosas, cultivos de
fibras, vegetales y plantas ornamentales después de la induccion de mutacion, siendo los rayos
gamma el agente preferido; el tipo de planta y el rendimiento, son los rasgos mas comunmente
reportados.
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La induccion de mutaciones puede disminuir el tiempo requerido para la obtencién de una
nueva variedad. Esta técnica ha contribuido significativamente a la mejora genética de las plantas
a escala mundial, ya que se han obtenido 2.363 nuevas variedades a partir de su empleo
(Gonzalez et al., 2009).

Valarezo (2015), indica que existe un gran numero de agentes que inducen mutaciones, las
cuales se atribuyen a causas ambientales conocidas, estas pueden contrastarse con las
mutaciones espontaneas, que nacen de manera natural durante el proceso de replicacion del
ADN.

Entre los agentes mutagénicos mas empleados se destaca la radiacion gamma, proveniente
mayormente de una fuente de ®°Co, que es un isétopo radiactivo con alta capacidad ionizante
que ha sido utilizado en mejoramiento genético de diferentes cultivos para inducir mutaciones
(Corrales, 2017).

Los rayos gamma, emitidos por cobalto radiactivo o radiois6topos, causan dafios en células
vegetales y suelen utilizarse para irradiar plantas completas o parte de estas, incluyendo el polen
(Rossi et al., 2009). Los rayos gamma son mutagenos fisicos que han demostrado ser Utiles para
la modificacién de nuevas variantes de rasgos que pueden dar lugar a la mejora de los cultivos y
se puede utilizar como una herramienta complementaria en fitomejoramiento (Babaei et al.,
2010).

Las mutaciones inducidas han permitido generar plantas mejoradas en diversas especies.
Fuchs et al., (2002) obtuvieron mutantes estables de cafia de azUcar resistentes al carbon
(Ustilago scitaminea Syd) mediante induccién de mutaciones con rayos gamma sobre esquejes,
estas plantas mostraron buenas caracteristicas de rendimiento y adaptacion a diferentes
ambientes. Al inducir mutagénesis con rayos gamma y EMS obtuvieron una cantidad significativa
de variabilidad genética para varios rasgos cuantitativos en comparacién con el control en la
generacion V2.

Mutagénicos fisicos.

Valarezo (2015), manifiesta que en los ultimos afios se ha incrementado el uso de las
radiaciones sobre los mutdgenos quimicos. Los principales tipos de radiacion son los Rayos X;
Radiacion Gamma: 3’Cesio y %9Cobalto, son las principales fuentes utilizadas en trabajos de
radiobiologia. El 13’Cesio es usado en muchas instalaciones teniendo en cuenta que tiene una
vida media mas larga que el %°Cobalto. La radiacion ultravioleta tiene limitada habilidad de
penetracion en los tejidos, por lo que su uso en experimentos biologicos esta restringido al
tratamiento de esporas o granos de polen. La radiacion beta (las particulas beta-electrones) como
los isétopos radiactivos fosforo (*2P) y azufre (3°S), producen un efecto similar a los rayos X o
Gamma, pero con mas baja habilidad de penetracion. Los Neutrones tienen un amplio rango de
energia y son obtenidos de la fision en un reactor nuclear con 22°U. Los neutrones han mostrado
ser muy efectivos en la induccién de mutaciones en plantas. Las particulas de aceleradores tales
como protones, deuterones o particulas alfa, se han utilizado basicamente para estudios
fundamentales en la determinacion de los efectos radiobiolégicos.
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Figura 3. Maquina de rayos gamma en los Laboratorios de Investigacion y Aplicaciones
Nucleares del Ecuador.

Fuente: Autor

La cantidad de energia impartida por las radiaciones ionizantes por unidad de masa, se conoce
como dosis absorbida. Su unidad en el Sistema Internacional de medidas es Julio/kilogramo (J
kg™?) y su nombre especial es Gray (Gy). Un gray significa la absorcién de un Julio de energia en
forma de radiacion ionizante por un kilogramo de materia (Lagoda, 2012).

La radiacion puede inducir inestabilidad gendmica en células, la cual es transmitida a su
progenie a través de generaciones de replicacion celular con efectos genéticos en generaciones
posteriores tales como mutaciones y aberraciones cromosomicas. En este sentido se debe tener
en cuenta que la exposicion a altas dosis de radiacién puede inducir varios eventos mutacionales
por célula, con el riesgo creciente de que una mutacion favorable sea acompafiada por cambios
genéticos no deseables (Otahola et al., 2001). Por otro lado, Caro-Melgarejo et al., (2012)
exploraron técnicas alternativas como la aplicacion de radiacién ionizante, con el objeto de inducir
alteraciones cromosémicas en yemas axilares de P. peruviana aplicando dosis de 50, 100, 200 y
300 Gy, con la finalidad de ampliar la variabilidad genética y obtener plantulas con caracteristicas
fenotipicas favorables. EI mayor porcentaje de células con alteraciones cromosOmicas se
cuantificé en apices radicales de plantulas regeneradas de yemas irradiadas con 200 Gy.

Otra via para la obtencién de nuevas variedades de P. purpureum fue la irradiacion de la
semilla agdmica con rayos gamma, provenientes de una fuente de °Co. La primera etapa
consistié en la obtencién de las curvas de radiosensibilidad, que permitieron establecer la dosis
de irradiacion para obtener mutantes (Herrera, 2015).

Al respecto, el cultivo de tejidos constituye una valiosa herramienta para el estudio o la
investigacion de especies de reproduccion vegetativa, ya que facilita la regeneracion masiva de
plantas fieles al tipo y con ello la produccion, conservacion in vitro y el mejoramiento de recursos
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fitogenéticos, asi como también la aplicacion de mutagénesis in vitro para la produccion de
nuevas variantes o mutantes con caracteristicas de interés agricola (Pardo et al., 2015).

Mutagénicos quimicos.

Existe una serie de sustancias quimicas capaces de producir mutaciones, entre las cuales se
pueden citar: analogos de bases de DNA, antibidticos, agentes alquilantes, azidas,
hidroxilaminas, &cido nitroso, acridinas. De los grupos de mutagénicos anteriormente
mencionados, el mas importante es el de los agentes alquilantes, donde se encuentra el etil
metano sulfonato (EMS). Los mutagénicos quimicos pueden ser clasificados en cuatro grupos
(Tulmman, 1986).

Analogos de bases

Estos compuestos estan estrechamente relacionados con las bases adenina, guanina, citosina
o timina y pueden ser incorporados al DNA sin impedir su replicacién. Sin embargo, puesto que
el analogo difiere de la base normal en ciertos sustituyentes, su estructura electronica se modifica
y puede esperarse que los errores ocasionales de apareamiento ocurran en el momento de
incorporacion en DNA o en el momento de repeticion de DNA después de que el analogo ha sido
incorporado. Los analogos mas utilizados son el 5-bromo-uracil (BU) y 5-bromo-deoxyuridine
(BudR), los cuales son analogos de timina y 2-amino-purina (AP), el cual es un analogo de timina
(JOINT FAO, 1977).

Los analogos de bases son de poca importancia para la aplicacion practica ya que para las
cepas industriales, que son poco conocidas genéticamente, puede ser bastante costoso
establecer las condiciones 6ptimas para la mutagénesis Por ejemplo, la incorporacion de 5-
bromouracilo en el DNA tiene lugar solo si el organismo esta creciendo en condiciones de
deficiencia de timina. Por tanto se utilizan auxotrofos de timina, lo que puede dar lugar a una
produccién reducida de la sustancia que se desea (International Atomic Energy Agency, 1977).

Acido nitroso (HNO>)

Su efecto es aminar la adenina a hipoxantina y la citosina a uracilo. Debido a las distintas
propiedades de apareamiento de los productos de deaminacidon (hipoxantina se aparea con
citosina; uracilo con adenina) se producen transiciones AT— GC y/o GC —AT. Es usado en
soluciones buifer pH 5 (Pardo et al., 2015)

Hidroxilamina (NH20H)

Reacciona con la citosina donde el grupo amino es reemplazado por un grupo hidroxilamino.
Este derivado de la citosina se aparea con adenina produciéndose transiciones GC-3AT. Produce
aberraciones cromosomicas en plantas.(Caro et al., 2006).
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Agentes intercalantes

Las acridinas y el bromuro de etidio son moléculas planas que se insertan entre dos pares de
bases del DNA, separandolas entre si. Durante la replicacion, esta conformacion anormal puede
conducir a microinserciones o microdeleciones en el DNA, originando mutaciones por corrimiento
de lectura. (Caro et al., 2006).

Aungue las acridinas son utiles en investigacion, no son muy adecuadas para el aislamiento
rutinario de mutantes durante el desarrollo de cepas, ya que tienen poco 0 ningun efecto
mutagénico en bacterias (JOINT FAO, 1977).

Agentes alquilantes

Los agentes alquilantes son los mutagénicos mas potentes para aplicaciones practicas. Los
compuestos mas utilizados son el etil metano sulfonato (EMS), metil metano sulfonato (MMS),
dietil sulfato (DES), diepoxi butano (DEB), N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), N-metil-N-
nitroso urea y gas mostaza (Tulmman, 1986).

Estos agentes se caracterizan por ser uno de los grupos mas importantes de mutagénicos
quimicos para la induccién de mutaciones en plantas cultivadas. Contienen uno o mas grupos
alquilantes que pueden ser transferidos a otras moléculas en posiciones donde la densidad de
los electrones es suficientemente alta. Todas estas sustancias reaccionan con el DNA por
alquilacion de los grupos fosfato y también de las purinas y pirimidina. La mutagénesis con
agentes alquilantes se produce a través de varias vias ya que originan la formacién de un
espectro completo de bases alquiladas en el DNA lo cual produce transiciones y delecciones
(Jankowicz-Cieslak y Till, 2015).

Estos agentes tienen la caracteristica de ser muy téxicos cuando reaccionan con el agua, razén
por la cual no deben ser almacenados después de ser utilizados. (Chomon, 1972). Un ejemplo
claro es el EMS, que cuando reacciona con el agua sufre un proceso de hidrélisis que hace que
se divida en dos compuestos muy toxicos: el &cido metano sulfato y el alcohol etilico. En general,
es importante tener en cuenta la forma de manipulacion de este tipo de mutagénicos quimicos
puesto que pueden ser potencialmente cancerigenos, en especial las etilaminas, ya que son muy
volatiles (b.p. = 56 °C/760 mm), lo cual hace necesaria la utilizacion de campanas de vidrio como
medio de proteccion durante la manipulacién (Henry et al., 2014).

El etil metano sulfonato (EMS) es considerado el mutagénico quimico alquilante mas poderoso

y mas recomendado en el tratamiento de semillas, de facil aplicacion y control de los efectos
posteriores. La base genética de las mutaciones provocadas por el EMS tiene que ver con que
introduce un metilo en la guanina que ya no se aparea con la citosina provocando la transicion
GC— AT. Teniendo en cuenta que el EMS es un agente alquilante, este solo reacciona con
sustancias polares, una de ellas es el agua. Sin embargo, al utilizar agua se producen acidos que
reducen la eficiencia del agente mutagénico, ademas puede producir sustancias toxicas para las
células, razon por la cual se hace necesaria la utilizacion de huffer con pH optimo. En el caso del
EMS el pH debe estar entre 6 y 10 para no producir aberraciones cromosomicas (Chomon, 1972).
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En cuanto al grado de infusién del EMS, se ha reportado que este se relaciona con la
hidratacion previa del embrion, ya que este procedimiento asegura la permeabilidad de la
membrana celular y por lo tanto la entrada del mutagénico hacia el interior de la célula (JOINT
FAO, 1977).

El uso de agentes mutagénicos quimicos presenta una serie de ventajas y desventajas;
algunos de los aspectos favorables son el predominio de mutaciones de punto, poco dafio a nivel
cromosomico y la produccion de mutaciones en altas frecuencias en ciertos sistemas ya
conocidos. A cambio, se presentan aspectos desfavorables como la dificultad de penetracion en
sistemas multicelulares y en el manejo de los agentes quimicos debido a que requieren un
cuidado especial por poseer propiedades carcinogénicas (Caro et al., 2006).

Tipos de materiales y métodos.

La mayoria de los experimentos de produccion de mutaciones son llevados a cabo con
especies de propagacion por semillas. Estas son embebidas en una solucion mutagénica, siendo
este el método preferido en la induccion de mutaciones con mutagénicos quimicos. Sin embargo,
también se pueden tratar tubérculos, bulbos o cormos, brotes, estolones y otros érganos similares
por los cuales la planta pueda ser facilmente propagada (figura 4). Aqui el procedimiento del
tratamiento es mas complicado y aun no se han logrado resultados completamente satisfactorios
(JOINT FAO, 1977).

Los cultivos propagados asexualmente son dicotiledéneos, los cuales tienen tres o0 mas capas
de células en el meristerno apical, y desde que la mutacion sea de una célula, una mutacién
somatica, generalmente lleva a una quimera mericlinal (JOINT FAO, 1977). El tratamiento debe
ser aplicado cuando el primordio consiste en pocas células.

Debe limitarse a los brotes o partes de plantas de las cuales las mutaciones pueden ser
aisladas después. La produccion de mericlinales, o quimeras seccionales en mutagénesis puede
ser evitada por el tratamiento de polen y zigotos. El tratamiento del polen esta limitado por la
viabilidad en algunas especies. Sin embargo, presenta algunas ventajas corno evitar la
produccion de quimeras y el estudio en algunos experimentos de mutaciones somaticas en el
endospermo. Para los zigotos existen referencias sobre el tratamiento con irradiaciones, pero no
informacion sobre el tratamiento con mutagénicos quimicos (Caro et al., 2006).

Dosis de rayos gamma y DLso utilizadas para la obtencion de mutantes.

Angeles-Espino et al., (2013) manifiestan que, durante el proceso de induccion de mutacion,
los individuos presentan cambios negativos en una frecuencia creciente conforme aumenta la
dosis de radiacion, por lo que es importante conocer la dosis letal media (DLso), que se determina
cuando un caracter manifiesta una disminucion del 50 por ciento en su expresién con respecto al
tratamiento testigo, pues la radicacion absorbida provoca cambios en el ADN y origina
mutaciones somaticas, mismas que causan alteraciones en la fisiologia de la plantula.
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En el caso de semillas, la DLso corresponde a la cantidad de radiacion absorbida con la cual
sobrevive el 50 por ciento de la poblacién que ha sido expuesta, proporcién que se considera
como el rango donde se favorece la aparicibn de mutaciones utiles en los programas de
mejoramiento genético (Angeles-Espino et al., 2013).

Entre las especies de pastos mutantes obtenidas por irradiacion con rayos gamma, se
encuentran el Cynodon dactylon de nombre comun grama. La variedad mutante Tifway I, fue
identificada con el numero 234 de acuerdo al registro en IAEA, originaria de los Estados Unidos,
y aprobada oficialmente en 1981. Fue desarrollada por irradiacion de rizomas latentes con rayos
gamma (90 Gy), y los atributos mejorados principales de la variedad mutante son la resistencia a
los nematodos, resistencia a las bajas temperaturas, mejor crecimiento en la primavera, mas
densa y mas césped libre de malezas, cuyo modo de propagacion es a través de rizomas, y se
usa como forraje (IAEA/MVD 1981).

Otra variedad de Cynodon dactylon registrada en la IAEA en 1995 con el numero 295 es la Tift
94, obtenida por irradiacion con rayos gamma (DLso 80 Gy). Los principales atributos mejorados
de la variedad mutante son la calidad del césped, la resistencia a insectos y resistencia a baja
temperatura, propagacion es a través de rizomas, y se usa como forraje (IAEA/MVD 1995).

Al igual que Cynodon sp del mismo nombre comin grama es otra variedad mutante registrada
en la IAEA en 1983 con el nimero 237 originaria de los Estados Unidos, la variedad mutante
Tifgreen 11, fue desarrollada por irradiacion de rizomas latentes con rayos gamma (70 Gy). Los
principales atributos mejorados de la variedad son el crecimiento vigoroso, césped mas denso,
nudo de la raiz mas vigoroso, modo de propagacion rizomas, y se utiliza como forraje (IAEA/MVD
1983).

El pasto rosado (Melinis repens Willd.), es una graminea nativa de Sudafrica, la radiacion
gamma en la semilla modificé algunas plantas de este pasto con una DLso de 304 Gy. Todos los
M1 presentaron variabilidad morfolégica y nutricional con respecto a los Mo en alguna de las
etapas fenoldgicas. En especifico, el pasto mutante R250-10 fue el que presentd modificaciones
deseables en atributos morfolégicos y nutricionales de interés agronémico con respecto al Mo
(Corrales 2019).

Irradiacion aguda versus croénica.

La frecuencia de mutaciones inducidas por la radiacion ionizante en un genoma parece ser
directamente proporcional a la dosis. Se pueden esperar diferentes resultados dependiendo de
si las mutaciones inducidas son causadas como un evento de un solo golpe, como una deficiencia
o delecién cromosoémica simple, o si aparecen como mutaciones puntuales resultantes de varios
eventos de un solo golpe distribuidos por todo el genoma. Por lo tanto, existe la necesidad de
sopesar la necesidad de dosis altas durante un periodo corto versus dosis bajas durante un
tiempo mas largo. Kovalchuk et al. (2000) observaron una fuerte y significativa correlacion entre
la frecuencia de recombinacién homologa (HR) en las plantas, la radioactividad de las muestras
de suelo y las dosis de radiacién absorbidas por las plantas.
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Las exposiciones que contintan durante largos periodos de tiempo (generalmente semanas,
meses 0 afos) se denominan “cronicas”, las exposiciones administradas en minutos o unas pocas
horas se denominan “agudas”. Casi cualquier fuente de radiacion puede usarse para
exposiciones agudas. Una comparacion de irradiacion aguda versus cronica generalmente
implica una comparacion de tasas de dosis altas versus bajas y/o radiactividad alta versus baja
para emisores gamma.

Se han realizado estudios comparativos sobre los efectos de las dosis agudas y crénicas de
rayos X y rayos gamma en términos de crecimiento, supervivencia, fertilidad, y rendimiento e
induccion de mutaciones después de la exposicion de semillas y plantas. La irradiaciéon aguda de
las semillas podria ser mas efectiva para inhibir el crecimiento y disminuir la supervivencia y la
fertilidad debido a los fendmenos de recuperacién a bajas intensidades de irradiacion con
irradiacion cronica.

Tratamientos de irradiacidn recurrente.

El procedimiento de irradiacion recurrente (material vegetal irradiado que ya ha sido irradiado
en una o Mas generaciones anteriores) se ha propuesto como un método para acumular y
expandir la variabilidad genética que se utilizara en el fitomejoramiento. Se han elegido
estrategias apropiadas en la induccion de mutaciones como la aplicacién de dosis fraccionadas
y la irradiacion recurrente combinada con técnicas de cultivo in vitro para evaluar su aplicabilidad
econdmica en plantas ornamentales.

Se sabe que los agentes fisicos y quimicos causan diferentes tipos de mutaciones. Por eso,
los tratamientos recurrentes que utilizan varios mutagenos quimicos como el metanosulfonato de
etilo (EMS) o la hidroxilamina (HA) por separado en una combinacion o alternativamente
asociados con mutagenos fisicos como los rayos X y también la combinacion de luz UV y rayos
X también se han investigado en varias plantas (Chopra, 2005).

Factores que afectan la efectividad y eficiencia de los mutagénicos.

La respuesta de las plantas ante el tratamiento con mutagénicos fisicos o quimicos se ve
afectada por varios factores biolégicos, medio ambientales y quimicos. Estos factores modifican
la efectividad y eficiencia de los mutagénicos en las células de las plantas (Gaul et al., (1972).

Edad de las semillas

En el momento de evaluar el efecto de la radiacion, este aspecto es muy importante. ya que
las semillas envejecidas presentan baja germinacion y crecimiento de las plantulas y aumentan
la frecuencia de mutaciones espontaneas y de aberraciones cromosomicas. En cuanto a las
semillas de arroz, en buenas condiciones de almacenamiento pueden permanecer viables hasta
un afio (Caro et al., 2006).

33



Contenido de agua

Es un factor que se debe tener en cuenta especialmente cuando se trabaja con semillas. Su
importancia radica en el hecho de que el agua es un factor regulador que determina la influencia
relativa de otros factores en respuestas bioldgicas y tratamiento con radiaciones. El agua sirve
como medio de difusidn de los productos de irradiacion, como radicales libres, regulando las
actividades metabdlicas de las células. Al comparar semillas secas y semillas hidratadas, se
revela que las Ultimas presentan mayor sensitividad. Segun estudios realizados en la irradiaciéon
de semillas de arroz se ha demostrado que la radiosensitividad de estas semillas aumenta cuando
su contenido de agua es mayor al 15% (Tulmman, 1986).

La influencia de la hidratacidn esta relacionada probablemente con la iniciacion y el desarrollo
de procesos metabdlicos, porque el agua rompe la dormancia de las semillas y aumenta la
actividad metabolica que se modifica con la irradiacion, causando mayor efecto biolégico en las
semillas hidratadas. El contenido de humedad de las semillas utilizadas en la induccion de
mutaciones en arroz es del 12 al 14% (Van Harten, 1998).

Estado nutricional

La ausencia de algunos elementos esenciales en las semillas o plantas pueden alterar la
radiosensitividad. Como se ha observado en diversos estudios realizados con semillas de arroz
cultivadas en un medio deficiente de fésforo, hay un aumento de la radiosensitividad y la
frecuencia de mutantes clorofiicos en plantas M2 (Tulmman, 1986).

Oxigeno

Numerosos trabajos han demostrado la gran influencia del oxigeno en la radiosensitividad de
las plantas. Esto se debe principalmente a que al ser sometidas las semillas u otras partes de la
planta a irradiacion, se liberan radicales libres en presencia de oxigeno reaccionan formando
diferentes productos quimicos que causan dafios (Nairy et al. (2014).

Temperatura

Es un factor que influye en la radiosensitividad si no es controlado antes, durante y después
del tratamiento. Segun algunas investigaciones, en el caso de los cereales la temperatura durante
el tratamiento debe ser menor o igual a 20 °C, aumentando la radiosensitividad cada vez que se
aumenta 1 °C (Caro et al., 2006).

El tratamiento con calor antes y después de la irradiacion reduce el dafio en las semillas, dado
gue aumenta la movilidad de los radicales libres produciendo combinaciones de tipo radical-
radical y excluyendo interacciones radical-oxigeno altamente dafinas. Sin embargo, el
tratamiento con bajas temperaturas disminuye la movilidad de los radicales libres y, por tanto, su
interaccion con el oxigeno (Tulmman, 1986).
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Almacenamiento

Cuando se almacenan semillas irradiadas por periodos prolongados de tiempo, los efectos
biologicos de las irradiaciones en plantas germinadas aumentan. Sin embargo, estos efectos
estan en estrecha relacion con condiciones tanto internas como externas del material, como el
contenido de agua de las semillas, concentracion de oxigeno y temperatura (Caro et al., 2006).

Dosis

De acuerdo con el tiempo de irradiacion la dosis puede ser clasificada en aguda si el tiempo
de irradiacion es corto y cronica si el tiempo de irradiacion es largo. Con la dosis crénica se han
observado menos dafios fisioldégicos que con la dosis aguda.

Sin embargo, en un trabajo realizado con semillas secas de arroz que fueron irradiadas con
dosis de 5-30 KRad de rayos gamma con una tasa de dosis de 10 Rad/h, 10 KRad/h y 30 KRadlh,
las semillas con mayor tasa de dosis mostraron mayor radiosensibilidad (Kawai, 1962).

Factores que influyen en la quimiosensitividad.

En el tratamiento con mutagénicos quimicos es importante tener en cuenta factores similares
a los de la irradiacion, como el estado nutricional, la edad de las semillas, la temperatura y la
dosis; sin embargo, la influencia de algunos de ellos es diferente. A su vez se encuentran factores
adicionales corno la pre-imbebicion, el pH de la soluciébn mutagénica, los iones metélicos y los
efectos posteriores (JOINT FAO, 1977).

Temperatura

La temperatura de la soluciébn mutagénica tiene una gran influencia en la mutagénesis quimica,
puesto que el promedio de difusidén del quimico es muy poco al ser afectado por la temperatura.

Teniendo en cuenta que el promedio de hidrélisis decrece a bajas temperaturas, un
mutagénico puede estar estable por mas tiempo. Sin embargo, se recomiendan tratamientos
cortos (0,5-2 h) a temperatura de 20-25 °C para semillas que han sido embebidas por diferentes
tiempos y temperaturas. Estas condiciones facilitan la absorcion del mutagénico incrementando
la actividad metabdlica de las semillas y mejora el promedio de reaccion entre el quimico y el
material genético (Caro et al., 2006).

Dosis

La dosis, en términos de aplicacion de un mutagénico a una planta, no esta definida. Esta
depende de la cantidad del mutagénico, de la concentracion y del tratamiento o del tiempo de
vida del compuesto. La dosis requerida para un experimento en particular depende de los efectos
deseados y puede ser restringida por los efectos indeseados del tratamiento (Caro et al., 2006).

Las dosis recomendadas por el manual Mutation Breeding para el tratamiento mutagénico en
cereales son: en el caso del EMS dosis de 0,05 a 0,3M o de 0,3 a 1,5%; para el dES dosis de
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0,015M a 0,02M o de 0,1 a 0,6%; para el ENH ye! MNH dosis de 1,2 a 14 mM o de 0,01 a 0,03%
y para el NaN? dosis de 0,00 1 a 0,004 M (Caro et al., 2006).

Pre-imbibicién

Al ser embebidas, las semillas presentan cambios importantes. Estos cambios también
dependen de las condiciones de imbibicion (duracion, temperaturay solucién) y del tipo de semilla
(Lagoda, 2012).

Uno de los principales fendmenos observados es la transferencia de sustancias solubles en
agua a las semillas. Estas sustancias incluyen metabolitos libres e inhibidores de germinacion.
Otra fase en el proceso de imbihicibn es la hidratacion de las membranas celulares y
macromoléculas. Esta fase parece depender de la temperatura y la iniciacién se relaciona
estrechamente con las capacidades metabdlicas de los sistemas bioquimicos celulares.
Probablemente més tejidos de esta pueden ser hidratados a una temperatura que inhiba la
actividad metabdlica y especialmente la division celular relativa a la hidratacion del sistema
(Valarezo, 2015).

Segun lo reportado por varios trabajos, uno de los primeros puntos de sensibilidad esta
relacionado con la sintesis de DNA y el segundo con ciertos productos metabdlicos que tienen
efecto sensibilizante lo cual indica que las células estan entrando a la sintesis de DNA.

pH de la solucion mutagénica

Algunos mutagénicos producen &acidos fuertes como productos de hidroélisis en la solucion
mutagénica. Dentro de las células estos acidos producen dafios fisiolégicos que pueden ser
reducidos con el uso de buffers. Esta reportado que el promedio de mutaciones genéticas y de
aberraciones cromosdmicas aumenta con el incremento del pH de la solucion del EMS, por lo
tanto, este debe encontrarse entre 6 y 10 (Rossi et al., 2009).

Efectos posteriores

La manipulacién de las semillas después del tratamiento hasta la iniciacion del crecimiento
puede alterar drasticamente la eficiencia mutagénica. Los factores mas importantes son la
duracion y la temperatura del almacenamiento de las semillas tratadas. Las semillas
posteriormente lavadas y secas pueden ser almacenadas entre O y 4 °C por largos periodos de
tiempo sin alteraciones en los efectos mutagénicos (Caro et al., 2006).

Efecto de los tratamientos con mutagénicos.

En un tratamiento con mutagénicos, tanto fisicos como quimicos, se pueden obtener tres
clases de mutaciones: mutaciones génicas, cromosoémicas y extra nucleares. Otro de los efectos
que se puede obtener por medio de estos tratamientos, de gran interés en genética y en el
mejoramiento de plantas, son los llamados efectos fisioldgicos (Babaei et al., 2010).
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Cualquiera de las tres mutaciones puede ser transferida de la generacion M1 a las siguientes
generaciones, mientras que los efectos o dafios fisioldgicos son generalmente limitados a la M.
Las mutaciones génicas no pueden ser observadas en la M1 y las cromosOmicas pueden ser
observadas a través de analisis citoldgicos. Los efectos fisiolégicos son cambios que pueden ser
determinados citolégicamente o medidos en un determinado 6rgano o en la reacciéon de todo un
organismo. Estos efectos dependen de las dosis, donde los efectos fisioldgicos constituyen un
limite practico para el aumento de las mismas (Babaei et al., 2010).

Los cambios producidos en la M1 pueden ser medidos cuantitativamente de varias maneras:
altura de plantulas, disminucion de la longitud de la raiz, germinacidon en condiciones de
laboratorio 0 emergencia en condiciones de campo, sobrevivencia, nUmero de espigas por planta,
namero de flores por espiga, niumero de semillas por espiga y frutos o semillas por planta (3).
Otro tipo de efecto importante es la presencia de puntos blancos en las hojas y quimeras
deficientes de clorofila, en forma de manchas o lineas, en plantulas Mz (Caro et al., 2006).

Altura de la plantula

La altura de la plantula representa un método rapido y simple para determinar el efecto de un
tratamiento mutagénico en semillas de muchas especies de plantas. (5). Las semillas son
tratadas con dosis crecientes de mutagénico y colocadas para germinacion en cajas de madera
0 en cajas de petri con papel filtro. La medida de la altura se lleva a cabo cuando la primera hoja
cesa su crecimiento (entre 10 y 14 dias). En algunas. dias antes, se deben tomar medidas para
determinar cuando para de crecer la hoja (Rossi et al., 2009).

Sobrevivencia

Por lo general, las plantas sobrevivientes son contadas cuando se cosecha la generacion M.
En muchas especies de plantas, las sobrevivientes pueden ser definidas como las plantas que
producen por lo menos una espiga o inflorescencia (Caro et al., 2006).

En el caso de no disponer del tiempo para esperar hasta la cosecha de la M1, una alternativa
es hacer un experimento preliminar (cuatro semanas) para realizar el conteo de los sobrevivientes
y la seleccion de dosis. En algunas especies se ha demostrado que existe cierta correlacion entre
la altura de la planta y la sobrevivencia de una poblacion (Valarezo, 2015).

Emergencia

La emergencia es uno de los parametros mas evidentes cuando se trata de evaluar la eficiencia
de mutagénicos en condiciones de campo, a diferencia de la germinacion, parametro evaluado
en condiciones de laboratorio. Se contabiliza como el numero de semillas con la capacidad de
salir del suelo en un tiempo determinado y generalmente presenta reduccion en respuesta a los
tratamientos mutagénicos (Babaei et al., 2010).
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Manchas o lineas en las hojas

Este fenbmeno consiste en la aparicion de manchas o franjas cloroticas, y se ha podido
comprobar que su frecuencia depende de la dosis. Es de gran importancia para los
investigadores, ya que demuestra una estrecha relacion con los efectos mutagénicos (Pardo et
al., 2015).

Aungue este fendmeno es importante en estudios sobre induccién mutagénica, el origen de
manchas no es exactamente conocido, sin embargo se ha demostrado que existe relacion entre
las manchas cloroéticas o lineas en las hojas de plantulas en la M1 y las plantas de clorofila en la
M2 (Caro et al., 2006).

Efectos citolégicos

Algunos efectos generados de los tratamientos con mutagénicos pueden ser observados
citolégicamente. Modificaciones bien definidas se denominan mutaciones cromosémicas Yy
pueden ser identificadas en meiosis y mitosis (Rossi et al., 2009).

Mutantes clorofilicos

El término mutante clorofilico no es muy aceptado dado que los bloqueos en la sintesis de
clorofila son minimos, por lo cual se prefieren denominar como mutantes en la coloracion de la
hoja (Babaei et al., 2010).

El empleo de los mutantes clorofilicos o mutantes en la coloracion de la hoja, ha sido
significativo debido a la facilidad de reconocimiento y clasificacién. Con relacion a la clasificacion,
los principales tipos de mutantes de clorofila son: albina (planta blanca), viridis (planta verde
claro), xanta (planta amarilla), estriata (planta con lineas longitudinales de blanco y verde normal)
y maculata (planta con manchas blancas y verde normal) (Caro et al., 2006).

Un incremento de la dosis de irradiacién o concentracion de mutagénico quimico produce un
aumento en la mutacion de la clorofila. Cuanto mayor sea la frecuencia de mutaciones de clorofila,
mayar sera la oportunidad de deteccién y seleccién de otras mutaciones de interés econdémico.
De lo anterior surgen dos conceptos importantes: efectividad y eficiencia mutagénica) (Caro et
al., 2006).

La efectividad mutagénica se refiere a la produccién de mutaciones por dosis de mutageno; la
eficiencia mutagénica, a la produccion de mutaciones deseables o utiles, con relacion a las
indeseables, definida como la relacion entre mutaciones clorofilicas y letalidad, dafio, esterilidad
0 mutaciones cromosomicas.

Existen varios métodos para evaluar la frecuencia de mutaciones en plantas, sin embargo,
diferentes estudios sugieren que el mas correcto estadisticamente es calcular el nimero de
mutantes por 100 6 1.000 plantas en la M2 de arroz durante la division celular (Pardo et al., 2015).
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Mejoramiento de caracteres de importancia por mutaciones

Las estrategias utilizadas para seleccionar y mejorar las caracteristicas deseables y
especificas en un programa de fitomejoramiento varian con las especies de plantas, el ambiente
donde se van a cultivar, los métodos de cultivo disponibles y la utilidad y demanda del producto
final.

Los objetivos de un programa de mejoramiento por mutacion son basicamente los mismos que
los de cualquier otro método de mejoramiento. Las ventajas son que el mejoramiento por
mutacion apunta a mejorar un genotipo élite generalmente para un solo caracter (mejor
rendimiento, calidad, resistencia al estrés, agronomia, etc). La induccion y deteccién de
mutaciones deseadas son un medio acelerado de alcanzar la variedad superior (Bado et al.,
2015). En teoria, todos los caracteres genéticos pueden ser el objetivo del mejoramiento por
mutaciones y en este apartado, intentaremos mostrar la amplia gama de variedades mutantes
gue se han producido en muchos cultivos y caracteres, en todo el mundo.

Mejora del rendimiento

Alto rendimiento potencial y estable en un amplio rango de condiciones ambientales es
probablemente el objetivo mas importante de la mayoria de los programas de fitomejoramiento.
El rendimiento es un caracter complejo fuertemente influenciado por otros objetivos de
mejoramiento, como la arquitectura de la planta, la madurez, la eficiencia de la utilizacion de
nitrogeno, la resistencia al estrés bidtico y abidtico, etc. Es dificil utilizar el mejoramiento por
mutacion para mejorar el potencial de rendimiento de los cultivos que estan bien establecidos y
gue han sido objeto de mejoramiento intenso y refinado durante largos periodos de tiempo.

A pesar de la dificultad de detectar mutantes de rendimiento, no hay dudas acerca de su
existencia y se han liberado una serie de variedades mutantes con incrementos en este caracter.
Las mutaciones positivas de rendimiento se forman a baja frecuencia, quizas entre 1/1000 y 1/500
de plantas en una poblacion M2 (Saeed y Hassan, 2009). Por lo tanto, cuando se planifica la
induccion de mutaciones para mejorar el rendimiento, se necesitan grandes poblaciones para
aumentar la probabilidad de encontrar mutantes.

Dado que el rendimiento estd muy influenciado por las fluctuaciones ambientales, uno no
puede esperar reconocer mutantes de rendimiento mediante la observacion de plantas
individuales. Los métodos de seleccidbn merecen mas atencion en comparacion con los caracteres
cualitativos. EI método de seleccion para un caracter como el rendimiento se complica aun mas
por el hecho de que los mutantes espontaneos o inducidos pueden reaccionar de manera
diferente del genotipo materno a los cambios ambientales. Sin embargo, los cambios en las
interacciones genotipo x ambiente pueden utilizarse en el cultivo practico de los cultivos. Si, por
ejemplo, los cambios ambientales estan representados por la ubicacion o el nivel de aplicacién
de nitrégeno, el problema es como elegir aquellos mutantes que compiten mejor por la ubicacion
dada o por un nivel particular de fertilizante. Otro punto importante es el de la competencia entre
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plantas. La mayoria de los genotipos se cultivan como materiales homogéneos y no compiten
con otros genotipos. Por lo tanto, el examen debe hacerse con esto en mente. Por ejemplo, si se
cultiva una variedad de plantas altas de tipo silvestre junto con plantas semi-enanas inducidas,
estas Ultimas estaran sombreadas, pero esta interaccion nunca ocurrira en condiciones agricolas
normales donde a menudo un cultivar semi-enano tiene una ventaja de rendimiento.

Hay dos métodos de seleccion diferentes para mutantes con rendimiento mejorado. En el
primer método, se seleccionan y aislan mutantes para caracteres cualitativos. Su capacidad de
rendimiento se prueba en generaciones posteriores. La idea detrds de este método es que
algunos genes para caracteres cualitativos pueden exhibir un efecto pleiotrépico positivo sobre el
rendimiento, o que los cambios en dichos genes pueden estar relacionados con otras mutaciones
que afectan el rendimiento. El método ha dado resultados positivos en muchos casos. Como
ejemplo, deben mencionarse los mutantes erectoides en la cebada. El caracter de erectoides esta
asociado con un alto rendimiento en algunos casos, especialmente con alta fertilizacién con
nitrégeno, sin embargo, el método tiene claras limitaciones. Este caracter erectoide se rige por
muchos loci en los que pueden ocurrir mutaciones, y no todos estan asociados con una alta
productividad. Segun el razonamiento general, se debe esperar que el rendimiento esté
gobernado por muchos loci, cada uno de los cuales tiene un efecto relativamente pequefio. Sin
embargo, no todos pueden asociarse con cambios cualitativos visibles en el fenotipo.

El segundo método de seleccion es directo y, por lo tanto, considera las limitaciones
mencionadas anteriormente. Es analogo a los métodos de seleccion aplicados en poblaciones
derivadas del cruzamiento; el procedimiento de seleccion comienza con la prueba de la progenie
de plantas individuales. Dado que se necesitan grupos de plantas para detectar mutantes de
rendimiento, las pruebas de progenie solo pueden comenzar en las familias M3 lo antes posible.

En el trabajo de mejoramiento practico en cultivos autopolinizados, a veces puede ser
aconsejable retrasar las pruebas de progenie hasta las generaciones posteriores, Ms 0 Me. En
esa etapa, se alcanza un grado bastante alto de homocigosidad (uniformidad), y las familias
seleccionadas no necesitan ser re-seleccionadas antes de ser entregadas para pruebas a gran
escala en experimentos de campo.

Dado que la influencia del medio ambiente en el rendimiento es tan alta, se deben hacer
esfuerzos para minimizar este efecto tanto como sea posible, particularmente en experimentos
con progenies de una sola planta. Mediante un gran espaciamiento de la poblacién de plantas a
analizar, se pueden obtener suficientes semillas para replicaciones en el experimento con
progenies de una sola planta. Los experimentos de este tipo tendran, en general, un gran namero
de familias. Para controlar el error experimental se requieren disefios especiales, como el disefio
de parcela dividida ampliamente utilizado introducido por Gaul (1964). En este caso, cada parcela
incluye una fila de control y filas de prueba de plantas individuales de material no tratado y tratado
del mismo genotipo. Todas las medidas se toman en parcelas divididas. Los datos de dicho
experimento pueden usarse para construir curvas de distribucién para caracteres continuamente
variables (Kusaksiz y Dere, 2010).
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En cuanto al rendimiento, el objetivo de mejoramiento es casi siempre aumentar la media
(seleccion direccional). Por lo tanto, la mitad izquierda de la curva de distribucién tiene poco o
ningun interés. Si la capacidad de rendimiento se considera sola, solo son interesantes aquellas
familias mutantes que producen mas que el genotipo materno. Sin embargo, el valor practico de
una variedad depende del valor de varios caracteres, todo lo cual debe considerarse en un
experimento de seleccion. Este y otros problemas relacionados con la intensidad de la seleccion
son exactamente los mismos en los ensayos de mutacion que en el de cruzamiento.

Cuando la seleccion continta en las siguientes generaciones, hay mas semillas disponibles de
cada familia. Por lo tanto, el tamafo de la parcela puede aumentarse y comenzar la repeticion,
incluidos los experimentos de mdltiples localidades, y la deteccion entre familias puede ser mas
precisa. Incluso si se puede hacer un experimento con familias M4 con bastante precision, no se
debe poner demasiado énfasis en los resultados de los experimentos individuales. La razén de
esto es, nuevamente, la interaccion genotipo x ambiente. Las interacciones genotipo x afio
también son comunes entre las familias derivadas del material tratado con mutagenos. Este tipo
de interaccién no puede utilizarse en la practica y debe tratarse como un error experimental. Para
una seleccién posterior, €j.: en M4 y Ms, es mejor basar la seleccion en el rendimiento medio
durante dos 0 mas afos.

Las declaraciones presentadas hasta ahora se aplican principalmente a las especies de
cultivos anuales autopolinizados. En la actualidad, existen muchos menos resultados
experimentales y experiencias practicas con la induccién de cambios mutacionales en la
capacidad de rendimiento y otros caracteres cuantitativos para cultivos de polinizacién cruzada,
perennes y propagados vegetativamente. Para especies propagadas vegetativamente, los
experimentos de variabilidad del tipo descrito también deberian ser apropiados para el inicio de
la seleccion entre clones.

Adaptabilidad

La amplia adaptabilidad geografica se ha convertido en un caracter importante para las
variedades de cultivos en los ultimos afos, principalmente en relacién con el cambio climatico
previsto. Un estudio de la FAO (Burke et al., 2009) sobre el cambio en los climas africanos para
2050 y las implicaciones para la mejora de los cultivos, examiné ampliamente la variacion tanto
en el posible cambio de isoyetas como en la dificultad para identificar “cultivos analogos” que se
utilizaran para una mejor adaptabilidad en diferentes regiones.

La insensibilidad al fotoperiodo es un prerrequisito para una amplia adaptabilidad cuando los
cultivares se van a cultivar en diferentes localidades y latitudes, y se han informado mutantes
insensibles a las diferencias fotoperiddicas. Sin embargo, se logra una gran adaptabilidad, no
solo por la respuesta fotoperiddica, sino que se requiere que la variedad responda o permanezca
neutral a una serie de otras condiciones ambientales. Por lo tanto, esta relacionado con muchos
caracteres fisiologicos, incluidos los relacionados con la biologia reproductiva. Las variedades
mutantes de trigo durum mostraron una adaptabilidad mas amplia que su variedad madre,
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especialmente en regiones donde la fertilidad del suelo y los recursos hidricos no fueron factores
limitantes (Donini y Sonnino, 1998). Los mutantes en proyectos de mejoramiento practico deben
probarse en diferentes lugares y condiciones ambientales. Uno de los usos potenciales mas
prometedores de las mutaciones inducidas es romper las barreras en los limites exteriores de la
adaptabilidad de una especie. Ya existen varios ejemplos practicos de esto, p. ej.: Mari, una
variedad mutante de cebada (Xia et al., 2017). Por lo tanto, la cebada ahora se puede cultivar en
temporada corta en Escandinavia y en regiones ecuatoriales con dias cortos. También su cultivo
se extiende desde lugares bajo el nivel del mar hasta los Andes altos.

Tipo de planta, habito de crecimiento y arquitectura

El mejoramiento por mutacidn se usa con frecuencia para alterar la arquitectura de la planta.
Este caracter incluye varias variables fenotipicas como la altura de la planta (es decir, la longitud
del tallo de los cereales), tipo de planta, habito de ramificacion (por ejemplo, nimero de macollos),
tamafio, nimero, forma y orientacion de las hojas, caracteres del estolon, tamafio y nimero de
flores. Los principales ejemplos son mutantes que poseen una altura reducida de la planta, que
generalmente tienen efectos positivos en el aumento del rendimiento al reducir el acame y
aumentar la macolla. Uno de los usos mas exitosos de las mutaciones en la altura de las plantas
es el despliegue del semi-enanismo en los cultivos anuales de cereales, ej.: genes rht (altura
reducida) en trigo, sdw en cebada y sdl en arroz. El gen mutante sd1 del arroz produce tallos
cortos y rigidos, lo que también confiere mayores rendimientos de grano a través de una
reduccion en el acame y una mayor movilizacion de recursos hacia el grano.

Tolerancia a estreses abioticos

Los estreses abibticos consideran varias condiciones ambientales desfavorables, como la
salinidad del suelo, la sequia, el pH extremo, las inundaciones y el mal tiempo. Los enfoques
utilizados en el mejoramiento por mutaciones de plantas para tales caracteres son a menudo
bastante simples. Recientemente, se han reportado dos lineas de arroz tolerantes a la sal
inducidas con haces de iones de carbono y nedn (Abe et al., 2007).

Aungue se desconocen muchos de los mecanismos fisioldégicos de la tolerancia abidtica, la
amenaza del calentamiento global y el cambio climatico obliga a nuevos enfoques para adaptar
los cultivos a entornos fluctuantes. Se han generado enormes cantidades de genotipos
potencialmente Utiles a partir de la investigacion de mejoramiento por mutacion y programas de
mejoramiento y estan disponibles en colecciones de germoplasma, p. ej.: tolerancia al frio, calor,
duracion del dia y sequia, disponible en China, Japon, EE. UU., etc. (http://mvd.iaea.org).

Hasta ahora, los métodos de mejoramiento por mutacion se han utilizado solo en un grado muy
pequefio para desarrollar variedades con tolerancia a la baja temperatura, calor, sequia y
salinidad del suelo. Por lo tanto, se proporciona una breve revisién de los resultados de los
métodos de mejoramiento convencionales y cierta informacidn sobre las bases genéticas de la
tolerancia.
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Sequia

El cambio climatico es responsable no solo del aumento de la temperatura global sino también
de los aumentos o disminuciones de las precipitaciones en regiones especificas. La escasez de
agua tiene un impacto negativo en la produccion agricola y esto es particularmente grave en los
paises en desarrollo. Las plantas de los cultivos no pueden crecer sin agua, es esencial para
todas las etapas del desarrollo del cultivo, desde la germinacion hasta el crecimiento vegetativo
y los periodos reproductivos (desarrollo de frutos y semillas). Los cambios en las precipitaciones
(duracién y tiempo) pueden afectar todas las etapas de la produccién en todas las regiones
climaticas, aridas, templadas, tropicales, etc.

Salinidad

Hay dos formas de desarrollar nuevas variedades mutantes con tolerancia a la salinidad. Una
es mutar una variedad de alto rendimiento pero susceptible a la salinidad, la otra es mutar una
variedad de bajo rendimiento pero tolerante a la salinidad, como una variedad local tradicional
cultivada en el area afectada. En tal caso, debido a que es mucho mas facil mejorar el rendimiento
agrondémico que mejorar la tolerancia a la salinidad, esta ultima es la mejor opcion. Sin embargo,
es importante en tal situacion elegir cuidadosamente el mutageno y la tecnologia mas adecuados
para lograr este objetivo especifico. El paso final es implementar un método eficiente para la
deteccién y validacion de mutantes. Como en todos los programas de mejoramiento por
mutaciones, después de la seleccion, es importante verificar y confirmar si el caracter mutado
seleccionado es heredable.

Temperatura

Durante las Ultimas décadas se ha trabajado mucho en la tolerancia a las bajas temperaturas,
particularmente en cereales, papas, frutas y plantas forestales. La base genética de la tolerancia
a las heladas es muy complicada y evidentemente no es uniforme entre los diferentes tipos de
plantas cultivadas. En la cebada, la tolerancia al invierno esta controlada no solo por genes
dominantes sino también recesivos, y existe una correlacion entre el grado de dominacion y la
tolerancia promedio al invierno. Segun algunos autores, se debe suponer la accidén de un sistema
poligénico, probablemente complementado por series de mdultiples alelos. Ademas, en el trigo
harinero, grupos enteros de diferentes genes son efectivos y muestran una herencia transgresiva.
La tolerancia al invierno parece ser dominante en el trigo y obviamente hay una variacion en el
grado de dominio en relacion con los padres utilizados para las hibridaciones. Se ha identificado
la accidon de siete genes dominantes que influyen en el caracter 'tolerancia a la baja temperatura’
en el arroz (Oryza sativa) (Cruz et al., 2013).

Otras indicaciones de una amplia variacion genéticamente condicionada con respecto a este
caracter se observaron en repollo (Brassica olerocea), rdbano (Raphanus sativus), trigo
sarraceno (Fagopyrum spp.), Guisante (Pisum sativum), alfalfa (Medicago sativa) y en diferentes
especies de lupino (Lupinus spp.). Ademas, debe mencionarse que ciertas papas silvestres y
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algunas papas cultivadas primitivas se caracterizan por un grado considerablemente alto de
tolerancia al invierno. También se podria encontrar un sistema poligénico en estas especies y la
caracteristica 'tolerancia al invierno' se hereda en parte de manera dominante, en parte de
manera intermedia. Ademas, podria demostrarse que los genes que causan una cierta tolerancia
a la baja temperatura estan incluso presentes en los genomas de plantas cultivadas que crecen
en zonas relativamente célidas de la tierra. Esto puede ser valido con respecto al algodén
(Gossypium sp.), el tabaco (Nicotiana sp.), el maiz (Zea mays) y algunas especies de tomates
silvestres como el tomate (Lycopersicon hirsutum y L. peruvianum).

Los primeros resultados, con métodos de mejora genética por mutaciones para el estrés
abidtico, fueron la resistencia al frio en la cebada. Las variedades de cebada de invierno se
produjeron mediante la aplicacion de rayos X a las variedades de verano durante la primera época
de la investigacion de mutaciones (Van Harten, 1998). Se descubrié que la tolerancia al invierno
era un cardacter recesivo en este material vegetal. También hay mutantes de avena tolerantes al
invierno (Avena sativa) que muestran mas acido ascérbico en comparacion con sus lineas
parentales iniciales, que eran susceptibles a las bajas temperaturas. Se obtuvo una cepa mutante
de soya (Glycine max) inducida por rayos gamma que puede germinar a una temperatura de 4
°C, mientras que la temperatura de germinacion de las variedades de soja normales es de
aproximadamente 8 °C (Khan y Tyagi, 2013). No hay duda de que este mutante representara un
valioso material basico para desarrollar lineas y variedades que puedan cultivarse en regiones
mas frias.

Existe una situacion comparable en el campo de la tolerancia al calor. Se han seleccionado
genotipos tolerantes al calor en varios cultivos. De hecho, este tipo de tolerancia se estudia en
detalle a raiz del cambio climatico y sus probables efectos en la agricultura.

Tolerancial/resistencia a estreses biodticos
Resistencia a enfermedades

Los estreses bidticos son principalmente enfermedades causadas por hongos, bacterias y
virus, y los dafios inducidos por insectos, animales, nematodos, malezas y cualquier otra causa
biolégica. EI mejoramiento por mutaciones ha tenido éxito en mejorar la resistencia a las
enfermedades, el éxito en la lucha contra la resistencia a las plagas ain no ha llegado a ese nivel.
Las enfermedades implican una interaccion compleja entre la planta huésped y un patégeno. Por
lo tanto, la respuesta de resistencia/susceptibilidad puede involucrar varios componentes. Esto
implica que hay muchos objetivos para la mejora de la mutacion. Por ejemplo, las mutaciones
inducidas pueden cambiar la interaccion e inhibir ciertos pasos en el mecanismo de infeccion. Se
han desarrollado numerosos mutantes mediante la induccion de mutaciones, que muestran una
mayor resistencia a diversas enfermedades: virus, bacterias y en cierta medida, hongos (Lebeda
y Svabova, 2010).

A diferencia de las enfermedades, existe poca interaccion entre las plantas hospederas y sus
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plagas de insectos, ya que una plaga puede atacar a otras especies de plantas o incluso a
diferentes géneros de plantas. Esta interaccion depredador - huésped puede explicar por qué hay
menos ejemplos de variedades mutantes que porten resistencia inducida para plagas. La
tolerancia a los insectos es una reaccion cuantitativa y puede incluir caracteristicas como el vigor
de la planta, la capacidad de producir muchos brotes y muchas raices, asi como, la resistencia
del tejido del tallo y la evasion poco o ningun crecimiento vegetativo cuando las plagas de insectos
son frecuentes. Recientemente, ha habido algun progreso en la identificacién de los genes de
resistencia al saltamonte marron de la planta de arroz (Fujita et al., 2013), por lo tanto, es posible
inducir mutantes resistentes del arroz de manera eficiente al atacar el(los) gen(es) identificado(s)
relacionado con el mecanismo de resistencia. De hecho, este aspecto fue la base del
mejoramiento transgénico para el éxito de la resistencia a las plagas, €j.: cultivos OGM portadores
del gen de la toxina Bt.

El desafio constante en el mejoramiento de la resistencia a enfermedades y plagas es lidiar y
superar el desarrollo de nuevas cepas o0 biotipos agresivos de los patégenos. Los avances en
tecnologia molecular y los hallazgos recientes en la clonacién de genes de resistencia a las
enfermedades (R) deberian permitir la mejora de la resistencia a las enfermedades de los cultivos
mediante la aplicacién de un enfoque holistico que incluya herramientas tradicionales de
mejoramiento, genodmica, despliegue transgénico y/o mutagénesis. ElI descubrimiento de la
resistencia genética en las plantas se atribuye a Orton, quien a fines del siglo pasado seleccion6
el algodon por su resistencia al marchitamiento causado por Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum segun lo citado por Epstein et al., (2017). Para revisiones recientes sobre la genética
de la resistencia (huésped) y la patogenicidad (organismo de la enfermedad) (Servin et al., 2015).

Pero como la enfermedad es el producto de una interaccion entre el organismo huésped y el
organismo patdgeno, la variabilidad genética puede expresarse en el primero y en el segundo.
En el patégeno, la variabilidad se expresa mediante genes de virulencia o avirulencia cuya
diferenciacion en un conjunto de variedades diferenciales permite la identificacion del fenotipo
conocido como “razas fisiologicas” o “patégenas”. Este tipo de interaccion se identifica en el
huésped como resistencia especifica, que en muchos casos ha demostrado tener un valor
temporal en el mejoramiento porque el organismo patdgeno crea nuevas razas virulentas incluso
mientras el obtentor desarrolla nuevas variedades resistentes, lo que crea asi un equilibrio
dinamico. Por lo tanto, cuando se trata de la resistencia a las enfermedades de las plantas, uno
también debe considerar a ambas partes y tener un enfoque holistico que incluya la patologia de
las plantas y otros campos relacionados. Barah y Bones, (2015) en una extensa revision de
estudios sobre interacciones planta-insecto con diferentes herramientas biolégicas, afirmaron que
muy probablemente, en un futuro cercano, la combinacién de técnicas de fenotipado de alto
rendimiento y de alto contenido, herramientas bioinforméticas y datos publicados de estudios
ecologicos proporcionaran formas de lograr una comprensién integral a nivel de sistemas de
varios aspectos relacionados con las respuestas de defensa de las plantas. Ellos a su vez pueden
usarse para desarrollar mejores variedades de cultivos con todas las herramientas de
mejoramiento disponibles actualmente, incluida la induccion de mutaciones.
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Resistencia a plagas

Desde los albores de la agricultura, los mejoradores y los agricultores han logrado seleccionar
y cultivar materiales con varios tipos de resistencia para garantizar el crecimiento y la
productividad de las plantas. La contribucion de los agrénomos y cientificos de suelos ha
proporcionado una proteccién mejorada con el uso de herbicidas y/o insecticidas. Sin embargo,
el uso prolongado de estos productos ha afectado el medio ambiente y posteriormente la salud
humana. Por lo tanto, el desarrollo de plantas resistentes a los insectos y a los herbicidas se ha
vuelto importante para proteger el medio ambiente y la salud humana.

Oerke, (2006) en una extensa revision declar6 que, entre los cultivos, la pérdida potencial
global total debido a las plagas varié de aproximadamente 50 por ciento en trigo a mas de 80 por
ciento en algoddn, de 26 a 29 por ciento en soja, trigo y algoddn, y de 31, 37 y 40 por ciento en
maiz, arroz y papas, respectivamente. El autor también sefial6 que en general; las malezas
produjeron la mayor pérdida potencial (34 por ciento). Las plagas y patdégenos animales son
menos importantes (pérdidas del 18 y 16 por ciento). Por lo tanto, se orientan mayores esfuerzos
en la induccién de mutaciones para abordar las causas que generan mayores pérdidas. Varios
mutantes resistentes a los insectos han sido registrados en la base de datos MVD del OIEA:
arroz, maiz, frijol negro (Vigna mungo), lupino blanco, remolacha forrajera, colza, maiz hibrido y
calabaza amarga en China, la Federacion Rusia, Vietham e India, respectivamente (http:
//mvd.iaea.org/).
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INVESTIGACIONES EXPERIMENTALES

Una de las primeras acciones que se deben realizar cuando se utiliza algin agente mutagénico
es determinar la dosis media letal, en este caso los rayos gamma, para esto se realizo la siguiente
investigacion.

Determinacion de la dosis letal media de irradiacion con rayos gamma en Eriochloa
polystachya Kunth.

Localizacion.

Con el objetivo de estimar la dosis media letal se realizaron las actividades en dos localidades.
La colecta de los estolones y la siembra de estos post irradiacion se llevaron a cabo en la Granja
Experimental San Pablo de la Universidad Técnica de Babahoyo, ubicada en el Km. 7.5 de la via
Babahoyo-Montalvo. Las coordenadas geograficas en UTM fueron X: 1,7723946; Y: 79,7102593.
La zona presenta un clima tropical himedo, con una temperatura que oscila entre los 24 y 26 °C,
con humedad relativa de 88 %, precipitaciéon promedio anual de 1 262 mm, a una altitud de 8
msnm y 990 horas de heli6fania de promedio anual.

La irradiacion con rayos gamma de los estolones de pasto Janeiro con un nudo, se realiz6 en
el irradiador con isotopos ¢°Co de 11 500 Curies, Modelo 109-68, perteneciente a la Direccion
Nacional de Investigacion y Aplicaciones Nucleares del Ministerio de Electricidad y Energia
Renovable, localizado en Aloag, Pichincha-Ecuador.

Procedimiento experimental.

Para la presente investigacion se utilizaron 8 600 estolones de pasto Janeiro colectados en la
Granja Experimental San Pablo de la Universidad Técnica de Babahoyo. Estos fueron obtenidos
de plantas maduras en la etapa de floracidn, los estolones tenian en promedio a ocho centimetros
de largo e incluyeron un nudo.

Los estolones fueron cortados con tijeras de jardineria y lavados con agua destilada estéril
(tres enjuagues). Luego fueron sumergidas en una solucion compuesta de azoxistrobina +
difeconazole (fungicida) por 15 minutos; luego los estolones se empaqguetaron en nimero de 430,
en bolsas plasticas con orificios y se identificaron con cinta adhesiva luego de su respectivo sorteo
de aleatorizacion, se transportaron en una nevera con hielo hasta el sitio donde se realiz6 la
irradiacion (Sanchez et al. 2018). Los estolones que correspondian al grupo testigo (0 Gy),
tuvieron el mismo manejo que los irradiados.

Tratamientos.

Se aplicaron cuatro dosis de radiacion: 25, 50, 75, 100 Gy, incluyéndose también la dosis 0
(control). El tiempo de duracion desde la colecta de los estolones, transporte ida y vuelta al
instituto de irradiacion y siembra del material irradiado, fue un total de 28 horas.
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Manejo de los estolones irradiados.

Los estolones irradiados se sembraron en platabandas que fueron preparadas con los
siguientes materiales: 50 Kg de cascara de arroz, 50 Kg de viruta de madera, 50 Kg de arena y
150 Kg de tierra suelta y fresca. Todos estos elementos fueron mezclados hasta conseguir una
mezcla homogénea (Acosta-Duran et al. 2008). Se sembraron 430 estolones por cada unidad
experimental y por cada repeticion incluyendo el testigo, las platabandas fueron regadas hasta
obtener humedad 6ptima de campo antes de la siembra de los estolones irradiados.

Los estolones fueron sembrados en la platabanda de manera erecta, dejando la yema
enterrada a un centimetro de la superficie del suelo aproximadamente. La distancia entre
estolones fue de 5 cm y la distancia entre hileras fue de 8 cm aproximados. Los estolones fueron
regados con frecuencia de aproximadamente cada tres dias, manteniendo siempre himeda la
platabanda. El control de malezas se realiz6 manualmente cada vez que se requeria.

Variables evaluadas.

Las variables evaluadas fueron, porcentaje de prendimiento, porcentaje de mortalidad y
longitud de planta. Estas variables fueron registradas semanalmente por un tiempo de 30 dias.

El porcentaje de prendimiento se determiné aplicando la siguiente formula:

% prendimiento = No. de estolones sembrados — No. estolones muertos x 100

No. de estolones sembrados
El porcentaje de mortalidad fue determinado con la siguiente formula:

% mortalidad = No. de estolones sembrados — No. estolones vivos x 100

No. de estolones sembrados

La longitud de planta se registr6 en centimetros y se obtuvo midiendo con una regla
milimetrada desde el nivel del suelo hasta la insercion de la Gltima hoja apical del estolon.

Andlisis estadistico.

Se utilizé un Disefio de Blogues Completamente al Azar (DBCA) con arreglo factorial (AxB)
con cuatro dosis de irradiacién y el testigo sin irradiar (0, 25, 50, 75 y 100 Gy), cuatro momentos
de evaluacion (8, 16, 22, y 30 dias) y cuatro repeticiones.

El modelo aditivo lineal correspondié de la siguiente manera:

Yijk = p + ai + Bj + (a B) ij + Eijk

Donde:
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Yijk = Valor estimado de la variable.

M = Media general.

ai = Efecto del i-ésimo tratamiento.

Bj = Efecto del j-ésimo bloque.

(a B) ij = Efecto de la interaccién entre el i-ésimo tratamiento y el j-ésimo bloque.
€ijk = Efecto del error experimental en el i-ésimo tratamiento y el j-ésimo bloque.

Los datos correspondientes al prendimiento, mortalidad y longitud de planta, fueron sometidos
a un analisis de varianza utilizando el paquete estadistico InfoStat y para determinar la
significancia estadistica entre las medias de los tratamientos, se aplico la prueba de LSD Fisher
al 0,05 % de significancia. Se realizaron andlisis de correlacion entre la dosis de irradiacion y las
variables prendimiento, mortalidad y longitud de planta, para lo cual se utiliz6 el andlisis de
regresion con el modelo lineal probit, utilizando el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI.
Il.

Para el calculo de la dosis letal media (DLso), se utiliz6 un modelo lineal generalizado de
respuesta binomial con factor de respuesta logit, el cual es un modelo recomendado por la
Universidad de California (UCLA 2016).

Este modelo esta definido por Logit (Y) = constante + coef*X, donde X equivale a la dosis de
radiacion utilizada y logit equivale al Log (P/1-P), siendo P la proporcién de prendimiento. Los
modelos Probit son no lineales en los parametros, por lo cual los estimadores se obtienen
mediante el método de maxima verosimilitud.

Resultados y Discusion.

Efecto de laradiacion gamma sobre el prendimiento, mortalidad y longitud de planta.
El andlisis de los datos mostro diferencias significativas (p < 0.01) de las dosis de radiacion
sobre prendimiento, longitud de planta y mortalidad. Al analizar el efecto de la dosis de radiacion
absorbida (radio sensibilidad) en el prendimiento (Tabla 3), se encontré que esta variable difiere
significativamente (p < 0.05) entre los estolones irradiados a 50 Gy; 75 Gy y 100 Gy con el testigo
(0 Gy); no difiriendo significativamente (p < 0.01) entre los estolones irradiados con 25 Gy. Segun
estos resultados, se puede apreciar que el prendimiento de los estolones, disminuye con el
incremento de la dosis. Resultados similares fueron obtenidos por Valdez et al., (2004), quienes
indican que el crecimiento del callo en cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) es afectado
por el incremento de la dosis de radiacion, ya que el mayor crecimiento de callos se present6 con
una dosis de 10 Gy, aunque fue significativamente menor que el de los callos no irradiados, y el
crecimiento se redujo mas a medida que aumentd la dosis de radiacion hasta los 30 Gy. Al igual
que en el Janeiro del presente estudio, la tendencia del prendimiento se redujo a medida que
aumento la dosis de radiacion, con la dosis de 100 Gy el prendimiento fue de menos del 3 %.
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Tabla 4. Promedio de prendimiento, mortalidad y longitud de plantas irradiadas con diferentes
dosis de radiacibn gamma.

Dosis de irradiacion (Gy)

Variables 0 25 50 75 100
Prendimiento % 852 88a 65P 6° 3¢

Longitud de planta (cm) 16.002P  17.852  14.19° 7.84¢ 7.27°¢
Mortalidad % 15¢ 12¢ 35b 944 974

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Al analizar el efecto de la dosis de radiacion absorbida (radio sensibilidad) en la longitud de
planta, no se encontré que esta variable fue afectada significativamente (p < 0.05) con las dosis
de radiacion 25 y 50 Gy; sin embargo, la longitud de la planta si se vio afectada negativamente
(p < 0.05) al incrementarse la dosis de radiacién arriba de 50 Gy como se aprecia en la Tabla 3.
La longitud de planta varié significativamente en funcion del nivel de radiacion, esta variable fue
afectada negativamente con el incremento de la dosis de radiacion. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Angeles-Espino et al. (2013) quienes determinaron en un estudio con
irradiacion en vitroplantulas de Agave tequilana var. Azul que las dosis de radiacién absorbidas
tuvieron efecto directo en el desarrollo de las plantulas y en el desarrollo de callos, pues ambas
variables presentaron altos indices de reduccion con dosis superiores a 30 Gy.

Respecto a la variable mortalidad se encontraron diferencias altamente significativas entre
tratamientos (p < 0.01); siendo los tratamientos 0 y 25 Gy los que presentaron menor mortalidad
con un promedio de 15 y 12 %, respectivamente. La mayor mortalidad se observé en los
tratamientos con 75 y 100 Gy con un promedio de 94 y 97 %, respectivamente, lo que muestra
que la mortalidad aumenta con el incremento de la dosis de irradiacion. En la presente
investigacion se determind que la menor mortalidad, se dio en tratamientos con bajas dosis de
radicacion (0, 25 y 50 Gy), lo que ratifica que la mortalidad aumenta con el incremento de la dosis
de irradiacion. Estos resultados concuerdan con lo expresado por Songsri et al. (2011); Thole et
al. (2012); Olasupo et al. (2016) y Corrales (2017); quienes expresan gue, al exponer un
organismo a radiacion ionizante con dosis bajas, los impactos sobre la estructura celular o del
ADN son minimos; mientras que, con altas dosis, el genoma sufre multiples impactos y puede ser
causa de muerte. Por esta razon, el primer paso para inducir mutagénesis efectiva con
radiaciones ionizantes, es determinar la dosis 6ptima de radiacion a través de curvas de
radiosensibilidad. Fuchs et al. (2002) y Corrales (2017), sefialaron que en estas dosis existe
mayor frecuencia de mutaciones utiles para programas de mejoramiento genético.

Repuesta del prendimiento, mortalidad y longitud de planta a diferentes fechas de
evaluacion.

En el Tabla 5. se presentan los resultados del andlisis del efecto en el tiempo de evaluacién
de cuatro fechas después de la irradiacion con rayos gamma en estolones del pasto Janeiro. En
el prendimiento se puede apreciar que el mayor porcentaje (p < 0,05) ocurrio a los 16 y 22 dias,
mientras que a los 8 y 30 dias el porcentaje de prendimiento fue menor (p < 0,05). Estos
resultados sugieren que el prendimiento de Janeiro requiere por lo menos dos semanas lo que
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podria deberse a gue los estolones generan a partir de los nudos tanto raices como parte aérea,
lo que demanda movilizacion de reservas y crecimiento de nuevas ceélulas. El menor porcentaje
de sobrevivencia a los 30 dias es probable que se deba a la baja capacidad de adaptacion del
estolon a las condiciones experimentales. Otahola-Gomez et al. (2001) en los resultados
obtenidos para el caracter sobrevivencia en explantes de crisantemos de tres centimetros de
largo irradiados con diferentes dosis de rayos gamma evaluados a los 7, 14, 21 y 28 dias,
observaron que a los 7 dias después de la siembra, la dosis 1,5 Krad (15 Gy) y el testigo sin
irradiar presentaron el mayor porcentaje de sobrevivencia. Resultados que difieren con este
trabajo de investigacién al presentar los mayores porcentajes de prendimiento a los 16 y 22 dias.

Tabla 5. Promedio de prendimiento, longitud de planta y mortalidad a los 8, 16, 22 y 30 dias
después de la siembra.

Dias después de la siembra

Variables 8 16 22 30
Prendimiento (%) 45P 552 562 42
Longitud de planta (cm) 512 9,63 154 20,3¢
Mortalidad (%) 552 45b 44b 582

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

En lo que respecta a la longitud de planta, en el Tabla 5 se aprecia que existen diferencias
altamente significativas (p < 0,01) entre las fechas evaluadas (8, 16, 22 y 30 dias), como se
observa la longitud incrementa con el tiempo. En general, se observdé que a medida que
transcurren los dias aumenta la tasa de crecimiento, observandose sin embargo, que el
crecimiento de los estolones es muy lento en los primeros dias (entre 8 y 16 dias), pero después
de esa fecha se produce mayor crecimiento. Esto concuerda a lo expresado por Otahola-Gomez
et al. (2001) quienes indican que al irradiar explantes de crisantemo (Dendrathema grandiflorum
Ramat) con dosis de 5 a 20 Gy, evaluaron su crecimiento a los 7, 14, 21 y 28 dias posteriores a
la irradiacion, encontraron que a los 7 dias no hubo diferencias significativas en el crecimiento
entre las dosis de 5 a 15 Gy, con respecto al testigo; en las fechas posteriores el mayor
crecimiento se obtuvo con 5 Gy, mientras que con la dosis de 20 Gy el crecimiento se redujo en
todas las fechas evaluadas. Ademas, concuerdan con los de Angeles-Espino et al. (2013),
quienes mencionan que con dosis mayores a 20 Gy el crecimiento disminuye de 43 a 71 %,
mientras que con 10 Gy no difiere del tratamiento sin irradiar.

Con respecto a la variable mortalidad, se observa que los mayores porcentajes (p < 0,05)
ocurrieron a los 8 y 30 dias, mientras que porcentajes menores fueron observados a los 16 y 22
dias. Estos resultados son consistentes con el porcentaje de prendimiento observado. Cortés
Conget (2017) al irradiar explantes de Alstroemeria spp. con rayos gamma, reporta una
mortalidad del 66 y 100 % con una dosis de 105 y 120 Gy. Otro efecto que reporté el mismo autor
es un aumento del tejido necrotico en los tratamientos irradiados en comparaciéon con el testigo,
lo cual comienza a hacerse visible a partir del dia 7 desde que los rizomas fueron irradiados.
Estos resultados discrepan con los obtenidos en este estudio, ya que con la dosis de 100 Gy la
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mortalidad fue del 97 %, sobreviviendo plantas que se desarrollaron con varias caracteristicas
diferentes, esto resulta beneficioso para la obtencion de plantas mutantes.

Dosis letal media (DLso) de irradiacion en Eriochloa polystachya.

En el calculo de la DLso, se busco encontrar la dosis de radiacion que lograra una disminucion
de 50% en el prendimiento de los estolones de Eriochloa polystachya. Para la estimacion de la
DLso se utilizé el modelo probit, el cual utiliza una funciébn que asume Unicamente entre cero y
uno, esta funcion no es lineal y corresponde a la funcion de distribucion acumulada.

Las llustraciones 4, 5 y 6 muestran el comportamiento de las variables de prendimiento,
mortalidad y longitud de planta de pasto Janeiro. El analisis de regresion aplicado a cada una de
las variables determind que el coeficiente de determinacién R2 para la variable prendimiento fue
de 57,73 (Figura 4), superior a los presentados en las variables de mortalidad con un R2 de 55,74
(Figura 5), y longitud de planta con un R2 de 28,9 (Figura 6). Con la aplicacién de la formula de
regresion en la variable prendimiento, se calculé la dosis letal media (DLso) dando como resultado
un total de 52,6 Gy, considerada como la dosis Optima de irradiacion para trabajos de
mejoramiento genético en pasto Janeiro.

Figura 4. Estimacion de DLso utilizando un modelo lineal generalizado con estructura binomial
y factor de respuesta logit con intervalos de confianza del 95,0%, prendimiento vs dosis de
irradiacion en pasto Janeiro.
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Figura 5. Estimacion de DLso utilizando un modelo lineal generalizado con estructura binomial
y factor de respuesta logit con intervalos de confianza del 95,0%, en mortalidad vs dosis de
irradiacion en pasto Janeiro.
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Figura 6. Estimacion de DLso utilizando un modelo lineal generalizado con estructura binomial
y factor de respuesta logit con intervalos de confianza del 95,0 %, en longitud de planta vs dosis
de irradiacion.
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En la Figura 5, se observa que la mortalidad fue superior al 60 % en todas las dosis de
irradiacion, con un coeficiente de determinacion de R2 55,74, cuyo valor estuvo cercano al de
prendimiento.

En el analisis de la variable longitud de planta (Figura 6), se aprecia que a medida que aumenta
la dosis disminuye la longitud de planta, presentando un coeficiente de determinacion de R2 28,9.
Este valor fue el mas bajo comparado con los valores que se obtuvieron en las variables de
prendimiento y mortalidad.
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La dosis letal media es un método que se utiliza en semillas, mientras el método de la reduccién
del 50 % de crecimiento (GRso) se utiliza principalmente en plantulas Angeles-Espino et al. (2013).

Se utilizé este método de estimacion de DLso para obtener la dosis Optima de aplicacion de
rayos gamma con fines de mejoramiento genético por sobre la mortalidad, debido a que en los
estolones prendidos se estudiaron las mutaciones inducidas por la radiacion gamma (Gémez et
al. 2020a)

Hernandez-Mufoz et al. (2017) en un estudio sobre la determinacion de la DLso y GRso con
rayos gamma (5°Co) en protocormos de Laelia autumnalis desarrolladas en condiciones in vitro,
reportaron una DLso de 53 Gy, e indicaron que el modelo de regresion lineal mostré el un mejor
comportamiento para explicar el efecto de la radiacion sobre la supervivencia de los protocormos,
resultados que concuerdan con los obtenidos en este estudio.

Estos resultados también concuerdan con Valarezo (2015), quien determiné en un estudio de
irradiacion gamma para meristemos apicales de banano (Musa spp.) en el cultivar “Williams” un
DLso en el rango de 55 a 60 Gy.

Resultados similares reporta Reyes (2007) que al exponer variedades de banano (Musa spp.)
a radiacion gamma con ®°Co encontr6 la DLso con 77,9 Gy para Cavendish enano, 83,9 Gy para
Williams, 65 Gy para Orito y 77,7 Gy para FHIA-01. Por otro lado, el IAEA reporta una DLso de 90
Gy para el pasto Tifway Il y para Tifgreen Il con 70 Gy. Asi mismo, Angeles-Espino et al. (2013),
aplicaron dosis de 10 a 50 Gy a brotes apicales de agave micropropagados, y reportaron una
dosis letal media de 30 Gy para la produccién de nuevos brotes axilares y de 20 Gy para la
disminucién en el peso fresco de callo. Por su parte Fuchs et al. (2002) indican que dosis entre
40 y 50 Gy incrementan la probabilidad de inducir mutaciones favorables para fines de seleccién
y mejoramiento genético en pastos.

Corrales (2017), determiné la dosis 6ptima de radiacion gamma en semilla de pasto rosado,
obteniendo un valor de 304 Gy, dosis que induce mutaciones efectivas en pasto rosado, lo que
difiere con las DLso de la mayoria de los trabajos revisados de material vegetativo.

Gbomez-Pando y Eguiluz-De La Barra (2013) mencionan que en especies propagadas por
semillas, las dosis de rayos gamma que originan la DLso son diferentes; en semillas de quinua
(Chenopodium guinoa Willd.) se obtuvo los mejores resultados con una DLso de 150 Gy. Estos
resultados difieren del presente estudio ya que utilizando estolones de pasto Janeiro se obtuvo
una DLso de 52.6 Gy. De acuerdo a estos resultados, probablemente el tipo de material genético
gue se someta a irradiacion puede necesitar mayor o menor cantidad de Gy calculada como DLso.

Por otro lado, también Caro-Melgarejo et al. (2012) en un estudio sobre el efecto de rayos
gamma sobre yemas vegetativas de Physalis peruviana L. concluyen que las plantulas
regeneradas de yemas irradiadas y no irradiadas presentaron diferentes respuestas rizogénicas.
Durante el primer subcultivo, se observo respuesta rizogénica en dos tratamientos, microtallos
desarrollados a partir de yemas no irradiadas e irradiadas con 50 Gy, encontrando 65 %y 3,3 %
de explantes con desarrollo radical, respectivamente. En el noveno subcultivo se observaron
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respuestas rizogénicas en todos los tratamientos, siendo mayor en plantulas regeneradas de
yemas expuestas a 50 Gy y de yemas no irradiadas (100 y 96 %, respectivamente). En este
mismo subcultivo se observaron diferencias (p< 0.05) en el nimero de hojas presentes en
plantulas regeneradas de yemas irradiadas y no irradiadas, con un promedio de 3,7
hojas/explante en el tratamiento con 100 Gy.

Conclusiones.

La dosis letal media (DLso) fue determinada en 52,6 Gy para estolones del pasto Janeiro; sin
embargo, con las dosis de 75 y 100 Gy aplicadas en este estudio, se obtuvieron individuos con
caracteristicas sobresalientes, registrandose éstas como las dosis que produjeron mutaciones
favorables.

Los estolones de pasto Janeiro mostraron menor sobrevivencia con dosis de 75y 100 Gy; sin
embargo, al aplicarse estas dosis se obtuvieron individuos que presentaron resultados superiores
a los promedios de la especie, especialmente en las caracteristicas longitud de rama, didmetro
de tallo y longitud de hoja, variables que inciden directamente en la produccién de biomasa
forrajera, seleccionadas como candidatas a mutantes.
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Determinar la dosis letal media (DLso) en estolones de pasto Janeiro sometido al
mutagénico Etil — methasulfanato.

Con el objetivo de determinar la dosis letal media en el pasto janeiro impregnado con el
mutagénico Etil-methasulfanato se realizo la siguiente investigacion.

Localizacion.

Los ensayos fueron desarrollados a nivel de laboratorio e invernadero en los predios de la
Granja “San Pablo” de la Universidad Técnica de Babahoyo, ubicada en el Km. 774 de la via
Babahoyo — Montalvo, con altitud de 8 metros sobre el nivel del mar. Coordenadas X: -1,799621,
- Y: 79,473936. Molina (2020) indica que la zona presenta un clima tropical humedo, con
temperatura media de 25,6 °C, precipitacion anual de 2 329 mm, humedad relativa de 82 % y 987
horas de heli6fania de promedio anual.

Procedimiento experimental.

En este estudio se utilizo la especie de pasto Janeiro provenientes del material recolectado en
los terrenos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias FACIAG-UTB.

Se prepar6 un sustrato que contenia 60% de suelo agricola, 30% de materia organica y 10%
ceniza para ser utilizado en el llenado de las 10 bandejas de germinacion las cuales contenian
162 hoyos.

Los estolones del pasto Janeiro fueron colectados de un lote de multiplicacion que existe en la
FACIAG — UTB. Los estolones median 5 cm de altura aproximadamente; el mismo que
presentaron una sola yema, los cuales fueron limpiados y desinfectados con agua destilada estéril
(tres enjuagues). Luego se sumergieron en una solucibn compuesta de azoxistrobina +
difeconazole (fungicidas) por 15 minutos previo a la impregnacion y siembra (Gomez et al. 2020).

Para la impregnacion se aplicé la metodologia establecida por Pankhurst et al., (2004) citado
por Leon Garcia (2016) el cual explica que el EMS debe ser manejado muy cuidadosamente.
Para realizar la impregnacién en el laboratorio de Biologia Molecular se aplicé el protocolo
propuesto con algunas modificaciones:

Se usaron aproximadamente 2 000 estolones de janeiro y en cada concentracién (0,00 %, 0,25
%, 0,50 %, 0,75 %, 1,00 %) de EMS se introdujeron 200 estolones dentro de vasos transparentes
estériles con capacidad de 1 000 ml y estuvieron sumergidos a 24 horas y a 48 horas. En los
vasos con los estolones, se le adiciono agua des ionizada estéril (v/v) a una concentracion
definida, estos fueron colocados a temperatura ambiente. Finalmente se retir6 la solucion y se
enjuagaron los estolones tratados, 5 veces con agua destilada, cada enjuague se realiz6é por un
tiempo de 15 minutos.
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Tabla 6. Dosis impregnadas con EMS

Dosis EMS (Soluto) Solvente
H20

10 ml (1%) 1000 mi

7,5 ml (0.75%) 1000 mi

5 ml (0.5%) 1000 mi

2,5 ml (0.25%) 1000 ml

0 ml (0%) 1000 ml

Lavado e Inactivacion del EMS.
Se aplico el protocolo desarrollado por US National Library of Medicine (2016) citado por Ledn
Garcia (2016) para inactivar el EMS:

Se preparo6 Hidroxido de sodio a una concentracion final del 1 %, en esa solucion fue sumergido
cada tratamiento (estolones impregnados con EMS) en un tiempo de 30 min dejando reposar
para una total descomposicion del mutageno.

Luego se procedio a retirar el NaOH y se enjuagaron los estolones 3 veces con agua destilada
durante 15 min, estando preparados para la siembra.

Medidas de seguridad empleadas al trabajar con el EMS.
De acuerdo a lo desarrollado por Ledn Garcia (2016) en su investigacion se aplico las
siguientes medidas de seguridad para el uso del EMS en las medidas de seguridad.

El EMS al ser un agente alquilante toxico y carcinégeno se tuvo en cuenta una serie de
medidas para su manipulacién las cuales fue fundamental precautelar la salud humana.

1. Fue obligatorio el uso de guantes mientras se estuvo manipulando el mutageno quimico, se
utilizaron dobles guantes de vinilo. El trabajo se lo realiz6 en una campana extractora de gases
0 en una cabina protegida con cubiertas protectoras para los 0jos.

2. Se utilizé un traje para protegernos ante cualquier derrame del producto y una mascara con
filtro, para impedir el paso de los gases hacia nuestro sistema respiratorio.

3. Previo al uso del EMS se realizé6 un mantenimiento y revision de la campana extractora de
gases, para asegurar el funcionamiento correcto.

4. Los residuos fueron almacenados en un recipiente y sellados para posterior trabajo.

5. Los frascos que contienen el agente alquilante (EMS) o diluciones fueron abiertos siempre
dentro de la campana extractora de gases.

6. El volumen de EMS que se utilizé fue tomado cuidadosamente para no contaminar la micro
pipeta y el volumen requerido, se calcul6é previamente para evitar demoras.

7. La superficie donde se trabajo con el mutageno fue cubierto con papel filtro y fijado con cinta
adhesiva de modo que al finalizar se recogid y en él vaya cualquier derramamiento del reactivo.

58



8. Una vez preparada las diluciones estas fueron vertidas cuidadosamente en el frasco donde
se encuentra el material vegetal para evitar salpicaduras y afiadida la disolucién del mutageno el
frasco fue tapado con para film.

Siembra del material genético.
Los estolones tratados con EMS y los controles sin tratar, se sembraron en las bandejas
germinadoras las cuales fueron previamente preparada con sustrato el mismo que fue manejado
a nivel de invernadero para luego determinar dosis media letal (DL5o).

Variables evaluadas.

Porcentaje de germinacién y/o prendimiento.
Luego de haber sido tratado los estolones con el EMS y sus respectivas dosis se procedio a
evaluar el porcentaje de germinacion (prendimiento) a los 10, 20 y 30 dias. Su resultado se
expreso en porcentaje de estolones germinados.

El porcentaje de prendimiento se determiné aplicando la siguiente formula:

% prendimiento= N° estolones sembrados — N° estolones muertos x 100
N° estolones sembrados

Porcentaje de mortalidad.
El porcentaje de mortalidad se determiné a los 10, 20 y 30 dias, considerando como mortalidad
a los estolones que no prendieron.

% mortalidad= N° estolones sembrados — N° estolones vivos x 100
N° estolones sembrados

Altura de la planta.

Se evalud la altura del estolén a los 10, 20 y 30 dias del pasto Janeiro sometidas a los
diferentes tratamientos y repeticiones. Para ello se utiliz6 un flexdémetro numérico con unidades
en mm, cm y m. la altura se expresé en cm, se midi6 la altura desde el suelo hasta la insercion
de la ultima hoja apical del estolén.

Andlisis estadistico.

Tabla 7. Tratamientos en estudio aplicados en pasto janeiro

CONCENTRACIONES

TRATAMIENTOS DE EMS (%) HORAS
T1 0,00 % 24
T2 0,25 % 24
T3 0,50 % 24
T4 0,75 % 24
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CONCENTRACIONES

TRATAMIENTOS DE EMS (%) HORAS
T5 1,00 % 24
T6 0,00 % 48
T7 0,25 % 48
T8 0,50 % 48
T9 0,75 % 48
T10 1,00 % 48

En este estudio se realizaron diez tratamientos donde se utilizaron cuatro dosis de EMS
sometidas a dos tiempos de impregnacioén de los estolones. El detalle de los tratamientos se

menciona en el Tabla 7.

En este estudio se considero lo siguiente:

Una Variedad de pasto Janeiro, cuatro dosis de Agente mutagénico incluyendo un control: 0,00
0,25 %, 0,50 %, 0,75 %, 1,00 % con dos tiempos de inmersion del material vegetal en la solucion

mutagénico: 24 y 48 horas.

Los datos fueron a analizados en un Disefio Completo al Azar con diez tratamientos y tres
repeticiones, para determinar la significancia estadistica entre las medias de los tratamientos, se
realiz6 una regresion lineal Probit al cual se lo analizo mediante el software (Staff graphic)

aplicando el modelo aditivo lineal

Donde:

Y= Variables dependiente
a= pendiente

x= Variables independiente

b= Interseccion

Y=a + bx
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Resultados y Discusion.

Figura 7. Dlso en pasto janeiro a 24 horas de impregnacion.
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En la Figura 7 se puede observar la regresion lineal obtenida a partir del porcentaje de
mortalidad frente a las dosis del EMS. La DLso alcanzada mediante el analisis de Probit fue de
0,49 % del EMS, en el cual hubo un 50% de mortalidad del pasto janeiro siendo la dosis mas
propicia a las 24 horas de impregnacion con el agente mutagénico. La formula que se aplico fue
y= -0,797923 + 1,60861*DLso EMS Janeiro con un R2 de 58,61 porcentaje de desviacion
explicado por el modelo.

En la presente investigacion se determind que la menor mortalidad, se obtuvo en el tratamiento
T3 a 24 horas de impregnacion. Mediante la cual se establecié que la mortalidad aumenta con el
incremento de las dosis del EMS. Cuyos resultados se asemejan a la investigacion desarrollada
por Lépez E. (2011) que indujo variabilidad genética mediante EMS en cultivo in vitro de Cenchrus
ciliaris L. quien expresa que se reduce el porcentaje de germinacion a medida que aumenta la
dosis y el tiempo, los mismo que adquirieron una DLso de 0,5 % la dosis se ajusto al porcentaje
de germinacion y desarrollo 6ptimo de las plantas. Till et al. (2007) citado por Ebeling et al. (2019)
indican que las dosis de 0,5% a 1,0% durante 6 h pueden inducir mutaciones en el arroz. Gbmez
et al. (2020b) expresan que la menor mortalidad en pasto janeiro mediante mutagénesis fisica,
se dio en tratamientos con bajas dosis de radicacién. Con lo cual se infiri6 que la mortalidad
aumenta al incrementar las dosis de irradiacion.
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Figura 8. Dlso en pasto janeiro a 48 horas de impregnacion
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En la Figura 8 se muestra la regresion lineal ajustado a un modelo de regresiéon Probit para
describir la relacion entre porcentaje de mortalidad y dosis del agente mutagénico EMS. La
ecuacion del modelo ajustado es Y= -0,952779 + 2,94161*B. Dosis EMS (%) con un R2= 79,62.
El resultado obtenido indica que el DL50 fue de 0,32 % del EMS en la cual se obtuvo el 50% de
mortalidad del pasto janeiro, con un tiempo de impregnacion a 48 horas.

De acuerdo a los resultados la dosis de EMS que se debe impregnar en estolones de pasto
janeiro obtenidos directamente del campo para generar variabilidad, se ubica entre 0,32 % a 48
horas. Cuyos datos se asemeja con el estudio realizado por Costa Ortiz (2017) el cual impregno
EMS en material vegetativo in vitro de alcachofa (Romanesco) quien menciona que obtuvieron
un DLso de 0,37 % del EMS; y observaron que a partir de una concentracién mayor los explantes
se necrosan y mueren. Mientras que Khalil et al. (2018) indicaron el estudio realizado en dos
variedades de cafia de azucar (Saccharum officinarum) discrepan con los resultados obtenidos
en pasto janeiro con EMS, los cuales determinaron que el tratamiento mutagénico DLso de callos
ROC22 fue 0.1% EMS durante 17 h, mientras que, para callos FN39, fue 0.1% EMS durante 14
h. Por otra parte, Gébmez et al., (2020a) sefialan que mediante mutagénesis fisica, las dosis de
radiacion que debe aplicarse a estolones de pasto janeiro propagados directamente en el campo
para inducir variabilidad, se ubican entre 42 y 50 Gy.

Comparacion de DLso en pasto Janeiro impregnado a las 24y 48 horas.

A partir de la comparacion del Porcentaje acumulado con la DLso del EMS en pasto Janeiro,
se puede indicar que el valor-P de la tabla de Analisis de Desviaciones fue de 0,0000 siendo
menor que 0,05, existiendo una relacidén estadistica altamente significativa entre las variables
impregnado a las 24 y 48 horas, con un intervalo de confianza del 95,0%.
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A su vez el modelo estimado de regresion muestra que el R2 a 48 horas fue de 79,62 siendo
superior al R2 a 24 horas de 58,61. Por lo tanto se indica que R2 con la impregnacion a 48 horas
explica mejor el modelo utilizado.

Para determinar DLso en pasto Janeiro impregnado con EMS a diferentes dosis, se aplico el
modelo estadistico de regresion lineal la cual permitié mediante un analisis probit estimar la dosis
media letal a 24 y 48 horas. Por lo tanto, el modelo utilizado concuerda con la investigacion
realizada por Guariniello (2016) en técnicas no convencionales para la obtencion de variabilidad
genética en Panicum maximum Jacq; para introducir una aproximacion a la dosis Optima de
trabajo, a partir de los datos de mortalidad se ajusté una curva de regresion lineal que permitio
estimar la DLso. Asi, se determind que con una concentracion de 5,6% se obtiene un 50% de
germinacién con respecto al control (R2=0,68). De la misma manera Gomez et al. (2020a) en su
investigacion se determinaron el DLso con un promedio de 52,60 Gy. Para llegar a este resultado,
se realizo el andlisis probit en la variable establecimiento, que fue la que mejor se ajustd (mayor
R2).

Conclusiones.

Las dosis de etil-metanosulfonato (EMS) tuvieron efecto directo en el prendimiento de los
estolones del pasto janeiro, presentandose un alto indice de deflacion en dosis superiores a 0.50
%. Por lo tanto, el mejor tiempo de impregnacion fue a 48 horas.

Los tratamientos con dosis de 0,25 % de EMS a 48 horas, lograron mantener el mejor
comportamiento agronémico hasta los 95 dias, donde la altura de planta, tuvo su mejor desarrollo
con el uso cercano a la determinada como DLso (0,32 %).
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Evaluacion del comportamiento agrondmico del pasto Janeiro tratado con EMS bajo
condiciones de invernadero.

Para determinar el comportamiento agronémico a los 50, 65, 80 y 95 dias, se utilizaron los
estolones impregnados con el EMS y se desarroll6 el estudio a nivel de invernadero.

Localizacion.

Los estudios fueron desarrollados a nivel de invernadero en los predios de la Granja “San
Pablo” de la Universidad Técnica de Babahoyo, ubicada en el Km. 7% de la via Babahoyo —
Montalvo, con altitud de 8 metros sobre el nivel del mar. Coordenadas X: -1,799621, - Y:
79,473936. Molina (2020) indica que la zona presenta un clima tropical hiumedo, con temperatura
media de 25,6 °C, precipitacion anual de 2 329 mm, humedad relativa de 82 % y 987 horas de
heliofila de promedio anual.

Procedimiento experimental.

Los estolones una vez impregnados con el EMS, fueron sembrados en bandejas
germinadoras, una vez transcurridos 30 dias de la siembra en las bandejas, se preparé un
sustrato que contenia 60 % de suelo agricola, 30 % de materia organica y 10 % de cascarilla de
arroz quemado, el sustrato fue manejado a nivel de invernadero, los estolones fueron
trasplantados en fundas de vivero perforadas de 34 cm de largo por 23 cm de ancho y separadas
por tratamientos.

Variables evaluadas.

Altura de la planta y/o estolon (m)
Para el caso del pasto Janeiro se midi6 la altura en diez plantas a los 50, 65, 80 y 95 dias
desde la base hasta la parte apical y su resultado se expresd en metros. Como material de
medicion se utilizé un flexdbmetro.

Diametro del estolén.
Se registré el didmetro de los estolones tratados en diez plantas de cada tratamiento a los 50,
65, 80 y 95 dias, con la ayuda de una cinta y su resultado se establecieron en mm.

Numero de hojas por planta.
Para los estolones del pasto Janeiro, esta variable se evalu6 en diez plantas contando todas
las hojas que present6 el pasto en cada tratamiento a los 50, 65, 80 y 95 dias.

Largo de la hoja.
Se midié el largo de la hoja a los 50, 65, 80 y 95 dias en diez plantas de cada tratamiento en
estudio, para ello se tomo la tercera hoja y se utilizdé una regla cuya unida se expresé en cm.
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Ancho de la hoja.
Fue medido a los 50, 65, 80 y 95 dias en diez plantas de cada tratamiento, de la misma manera
se registro el ancho en la tercera hoja, su unidad se expres6 en cm y se utilizé una regla para
realizar la respectiva medicion.

Analisis estadistico.

Tabla 8. Tratamientos

CONCENTRACIONES

TRATAMIENTOS DE EMS (%) HORAS
T1 0,00% 24
T2 0,25% 24
T3 0,50% 24
T4 0,75% 24
T5 1,00% 24
T6 0,00% 48
T7 0,25% 48
T8 0,50% 48
T9 0,75% 48
T10 1,00% 48

Los datos fueron analizados en un Disefio Completo al Azar con diez tratamientos, para
determinar la significancia estadistica, entre las medias de los tratamientos. Se aplicé la prueba
de Tukey al 95% de probabilidad y se utilizé el software (Info Stat), empleando el modelo:

Yij=p + Ti + Eij

Donde:

Yij: Valor estimado de la variable.

H: Media general

Ti: Efecto del i-esimo trtamiento

Eij: Efecto del error experimental en el i-esimo tratamiento y el j-esima repeticion.

Tabla 9. Andlisis de varianza

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 9
Repeticiones 9
E. Exp. 81
Total 99

65



Resultados y discusion.

Altura de planta del pasto Janeiro.
En el Tabla 10. Se presenta los promedios de altura de planta del pasto Janeiro a los 50, 65,
80 y 95 dias. El andlisis de varianza reporto alta significancia estadistica para las dosis de EMS
junto a los diferentes tiempos de impregnacion (24 y 48 horas).

A los 50 dias la dosis al 0,25 % de EMS a 24 horas de impregnacion mostro alta significancia
entre tratamientos, siendo estadisticamente superior con una altura de 0,60m y (p valor =
<0,0001). Luego a los 65 dias la dosis 0,50 % de EMS a 24 horas y las dosis 0,25 % de EMS a
48 mostraron alta significancia, siendo estadisticamente iguales y superiores a los demas
tratamientos, alcanzando una altura de 0,72 m y un (p valor = <0,0001). Transcurrido los 80 dias
la dosis 0,50 % de EMS a 24 horas, alcanzo una altura de 1, 11 m expresando alta significancia
y siendo estadisticamente igual a la dosis 0,25 % de EMS y la dosis 0,50 % EMS a 48 horas y (p
valor = <0,0001). Finalmente, a los 95 dias la dosis 0,25 % de EMS a 48 horas presento alta
significancia, siendo estadisticamente superior a los demés tratamientos, obteniendo una altura
de 1,54 my (p valor = <0,0001).

Tabla 10. Altura de las plantas hasta los 95 dias (d.d.s) en Eriochloa polystachya mediante etil-
metasulfonato.

Trata Dosis Horas de Altura de Altura de Alturade Altura de
mientos del EMS Impregnacién laplanta50 laplanta65 laplanta80 laplanta 95
(%) dias (m) dias (m) dias (m) dias (m)
T1 0,00 % 24 horas 0,49bc 0,67 ab 0,93bcd 1,05cd
T2 0,25 % 24 horas 0,51bc 0,68ab 1,03ab 1,18 bc
T3 0,50 % 24 horas 0,60 a 0,72 a 1,11 a 1,33 b
T4 0,75 % 24 horas 0,50bc 0,66ab 0,96 bc 1,21bc
T5 1,00 % 24 horas 0,49bc 0,57bc 0,73 e 0,91d
T6 0,00 % 48 horas 0,49bc 0,66ab 0,96bc 1,06 cd
T7 0,25 % 48 horas 0,51b 0,72 a 1,04 a 1,54 a
T8 0,50 % 48 horas 0,48 bc 0,67 ab 1,07 a 1,23 bc
T9 0,75 % 48 horas 0,44 c 0,52cd 0,86cde 1,06 cd
T10 1,00 % 48 horas 0,25d 0,43d 0,80de 0,94d
Promedio general 0,48 0,63 0,95 1,15
Significancia estadistica *x *x *x *x
Coeficiente de variacion (%) 11,02 12,61 9,72 11,14

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey <0,05

En cuanto a la altura de la planta, se definié que varia en funcion a las dosis de EMS existiendo
diferencias significativas entre tratamientos, a mayor dosis menor crecimiento del pasto Janeiro.
Estos resultados concuerdan con lo expresado por Rojas et al., (2016) sobre la concentracion
optima de Metano Sulfonato de Etilo en Frijol (Phaseolus vulgaris L.) cv. ‘DOR 364’ cuyas dosis
de EMS influyeron sobre las variables relacionadas con el crecimiento y desarrollo de plantas de
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frijol, mientras que con dosis superiores de 50 y 60 mM (milimol) se manifesté un crecimiento
significativamente inferior. De la misma manera Irfan Siddique et al., (2020) indican que en un
estudio de desarrollo y caracterizacion de una poblacion mutante con EMS en aji (Capsicum
annuum L.) las plantulas Mz incluyeron mutantes con fenotipos aberrantes para la altura de la
planta y el color del follaje. En cuanto a la altura de la planta, 45 y 18 plantas se puntuaron como
mutantes altas. En especies de Petunia x hybrida Vilm Berenschot et al., (2008) mencionan que
el tratamiento EMS provoco una mayor disminucion en la altura de la planta a los 30 dias y que
las dosis mas altas de mutageno empleadas disminuyeron las tasas de supervivencia y altura.
Por otra parte, en cultivo de cilantro (Coriandrum sativum L) Kumar & Pandey (2020) mencionan
que la altura de la planta se redujo junto con el aumento de la concentracion de EMS, como en
los tratamientos con EMS durante 3 y 5 h de duracion provocaron una reduccién significativa en
la altura de la planta. Sin embargo, los tratamientos de menor concentracion de EMS (0,1 %y 0,3
%) tuvieron un efecto estimulante sobre la altura de la planta sobre el control.

Diametro del Tallo en pasto Janeiro
Los promedios de diametro del tallo del pasto Janeiro se presentan en el Tabla 11. a los 50,
65, 80 y 95 dias. El analisis de varianza reporté alta significancia estadistica para las dosis de
EMS junto a los diferentes tiempos de impregnacion (24 y 48 horas).

A los 50 dias la dosis al 0,50 % de EMS a 24 horas de impregnacién mostro alta significancia
con un (p valor <0,0001) y un diametro de 3,10 mm; a 0,25 % de EMS a 48 horas mostraron alta
significancia, siendo estadisticamente igual con un diametro de 3,00 mm. Luego a los 65 dias la
dosis 0,50 % de EMS a 24 horas mostro alta significancia con un diametro de 3,90 mm y la dosis
0,25 % de EMS a 48 mostraron alta significancia, siendo estadisticamente iguales alcanzando un
diametro de 4,00 mm con (p valor <0,0001). Transcurrido los 80 dias los tratamientos T2, T3, T4,
T6, T7 y T8, obtuvieron alta significancia, pero fueron estadisticamente iguales entre las dosis de
EMS y tiempo de impregnacién, con un (p valor <0,0001). Finalmente, a los 95 dias la dosis 0,25
% de EMS a 48 horas presento alta significancia, siendo estadisticamente superior a los demas
tratamientos, obteniendo un diametro de tallo de 4,70 mm y un (p valor <0,0001).

Tabla 11. Didmetro del tallo de las plantas hasta los 95 dias (d.d.s) en Eriochloa polystachya
mediante etil-metasulfonato.

Dosis Horas de Diametro  Diametro Diametro Diametro
Tratamientos del EMS Impregnacién del tallo 50 del tallo 65 del tallo 80 del tallo 95
(%) dias (mm) dias (mm) dias (mm) dias (mm)

T1 0,00 % 24 horas 2,10b 280bcd 3,40 ab 3,80cd

T2 0,25 % 24 horas 250ab 3,20b 3,70 a 400abcd

T3 0,50 % 24 horas 3,10 a 3,90 a 4,00 a 440abc

T4 0,75 % 24 horas 250ab 3,10bc 3,50 a 3,90bcd

T5 1,00 % 24 horas 1,90 b 2,40d 2,70 c 400de

T6 0,00 % 48 horas 1,90b 3,10bc 3,50 a 280abcd

T7 0,25 % 48 horas 3,00 a 4,00 a 4,00 a 4,70 a

T8 0,50 % 48 horas 2,40ab 3,20b 3,90 a 460ab
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Dosis Diametro Diametro Diametro Diametro
Horas de

Tratamientos del EMS Impregnacién del tallo 50 del tallo 65 del tallo 80 del tallo 95
(%) dias (mm) dias (mm) dias (mm) dias (mm)
T9 0,75 % 48 horas 1,90b 250cd 280bc 3,60d
T10 1,00 % 48 horas 2,00b 2,30d 2,70 c 3,80cd
Promedio general 2,33 3,05 3,42 3,96
Significancia estadistica *x *x *x *x
Coeficiente de variacion (%) 20,84 13,94 13,95 13,50

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey <0,05

El diametro del tallo evaluado en diferentes fechas (50 a 95 dias), presentd diferencias
significativas (p valor <0,0001) lo que muestra que la misma aumenta a medida que pasa el
tiempo, siendo influenciada por las diferentes dosis del EMS. El-Torky (1992) y Gvozdenovic et
al (2009) citado por Mostafa (2015) sefialan que en plantulas de Caoba (Khaya senegalensis)
impregnada con el dimetilsulfato (DMS) los tratamientos disminuyeron en la variable diametro del
tallo de 1,70 cm a 0,70 cm al incrementar las dosis; de igual manera el peso fresco y seco del
crecimiento vegetativo en ambas estaciones (afio) en comparacion con el control. Lo cual estos
resultados se asemejan con los registrados a los 95 dias obteniendo valores de 4,70 mm a 2,80
mm a medida que se utiliza mayor concentracion de magatenos quimicos. Mientras tanto Gomez
Villalva et al., (2020) en estudios sobre Intervalos de corte de pasto Janeiro (Eriochloa
polystachya Kunth) Mz irradiado con rayos gamma, mencionan que el mayor didmetro de tallo
numéricamente lo presentd el tratamiento 0 Gy, 25 Gy, 50 Gy, 75 Gy con un valor de 0,37
centimetros a los 40 dias después del corte, a dosis de 100 Gy se reduce a 0, 27 cm.

NUumero de hojas en pasto Janeiro.
En el Tabla 12. Se presentan los promedios de nimeros de hojas del pasto Janeiro a los 50,
65, 80 y 95 dias. El analisis de varianza report6 alta significancia estadistica para las dosis de
EMS junto a los diferentes tiempos de impregnacién (24 y 48 horas).

A los 50 dias la dosis al 0,25 % de EMS a 48 horas de impregnacion mostro alta significancia,
siendo estadisticamente superior a los demas con 7 hojas emitidas y un (p-valor 0,0011). Luego
a los 65 dias la dosis 0,25 % de EMS a 48 horas presentd alta significancia, siendo
estadisticamente superior a los demas tratamientos, alcanzando un numero de 7,90 hojas
emitidas y con un (p valor <0,0001). Transcurrido los 80 dias la dosis 0,50 % de EMS a 24 horas,
obtuvo 9 hojas expresando alta significancia y siendo estadisticamente superior a los demas
tratamientos con un (p valor <0,0001). Finalmente, a los 95 dias la dosis 0,25 % de EMS a 48
horas present6 alta significancia, siendo estadisticamente superior a los demas tratamientos,
obteniendo 11,60 hojas emitidas con un (p valor <0,0001).
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Tabla 12. Numero de hojas hasta los 95 dias (d.d.s) en Eriochloa polystachya mediante etil-

metasulfonato.

Dosis Horas de N° de N° de N° de N° de
Tratamientos del EMS Impregnacion hojas 50 hojas 65 hojas 80 hojas 95
(%) dias dias dias dias
T1 0,00 % 24 horas 550b 7,10abc 7,60cd 8,40bc
T2 0,25 % 24 horas 560b 6,70bc 790abcd 10,20ab
T3 0,50 % 24 horas 6,10ab 7,70ab 9,00 a 9,90ab
T4 0,75 % 24 horas 540b 6,40 c 7,70bcd 9,80abc
T5 1,00 % 24 horas 560b 6,30 c 6,80d 7,60 c
T6 0,00 % 48 horas 6,20ab 7,10abc 8,10abc 8,80bc
T7 0,25 % 48 horas 7,00 a 7,90 a 8,80 ab 11,60 a
T8 0,50 % 48 horas 6,10ab 6,90abc 7,80bcd 9,70abc
T9 0,75 % 48 horas 580ab 6,80abc 7,60cd 870bc
T10 1,00 % 48 horas 530b 6,30 Cc 7,30cd 8,70bc
Promedio general 5,86 6,92 7,86 9,34
Significancia estadistica *x *x *x *x
Coeficiente de variacion (%) 14,71 11, 47 10,35 16,83

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey <0,05

La emision foliar se va afectada por las dosis y horas de impregnacion del EMS aplicado en el
pasto janeiro, disminuyendo la cantidad de hojas. Lo cual se compara con el estudio realizado
por Akhtar (2014) quien evalué el efecto de mutagenos fisicos y quimicos sobre comportamiento
morfologicos del tomate (Solanum lycopersicum) cv. bajo condiciones de estrés por calor; el cual
menciona que con dosis de EMS en el caso de numero de hojas se observé una diferencia
significativa entre todos los tratamientos con control, donde el mayor nimero de hojas se
contabilizé en dosis de 8 Mm (milimol) EMS (70 hojas) y 16 mM (61 hojas). A medida que el nivel
de dosis de EMS aumentd, los parametros de crecimiento disminuyeron nimero de hojas
calculado 29y 20 en 24 mM y 32 mM respectivamente.

Largo de la Hoja en Pasto Janeiro
Se presentan los promedios del largo de la hoja del pasto Janeiro en el Tabla 13. a los 50, 65,
80 y 95 dias. El andlisis de varianza reporto alta significancia estadistica para las dosis de EMS
junto a los diferentes tiempos de impregnacion (24 y 48 horas).

A los 50 dias los tratamientos T3 alcanzo una longitud de 19,27 cm y T7 obtuvo una longitud
de 17, 43 cm mostraron significancia entre tratamientos y un comportamiento estadistico igual
con un (p-valor= 0,0012). Luego a los 65 dias la dosis 0,50 % de EMS a 24 horas present6 una
longitud de 27,31 cm siento estadisticamente igual a la dosis 0,25 % de EMS a 48 alcanzo con
una longitud de 27,36 cm de largo y un (p-valor= 0,0013). Transcurrido los 80 dias los
tratamientos T7 obtuvieron un largo de hoja de 32,46 cm y T8 una longitud de 33,03 cm siendo
estadisticamente iguales y (p-valor= 0,0001). Finalmente, a los 95 dias la dosis 0,25 % de EMS
a 48 horas presento alta significancia, y fue estadisticamente superior a los demas tratamientos,
obteniendo una longitud de 38,87 cm y (p-valor= 0,0001).
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Tabla 13. Largo de la hoja hasta los 95 dias (d.d.s) en Eriochloa polystachya mediante etil-
metasulfonato.

Largode Largo de Largo de Largo de

Tratamientos Dosis del Horas d(.e’ hojas 50 hojas 65 hojas 80 hojas 95
EMS (%) Impregnacion . . . .
dias (cm) dias (cm) dias (cm) dias (cm)
T1 0,00 % 24 horas 14,53 b 24,01ab 29,71ab 3451bc
T2 0,25 % 24 horas 14,41 b 24,06 ab 31,38 a 34,82abc
T3 0,50 % 24 horas 19,27 a 27,31 a 32,40 a 36,93 ab
T4 0,75 % 24 horas 14,35 b 23,31ab 29,36 ab 34,8labc
T5 1,00 % 24 horas 14,58 b 22,33 b 25,78 b 32,32 c
T6 0,00 % 48 horas 15,80 a 23,75ab 30,29 a 33,27bc
T7 0,25 % 48 horas 17,43 a 27,36 a 32,46 a 38,87 a
T8 0,50 % 48 horas 14,61 b 24,30ab 33,03 a 36,65ab
T9 0,75 % 48 horas 15,62 a 21,26 b 29,16 ab 34,72abc
T10 1,00 % 48 horas 14,44 b 22,84 a 29,02 ab 32,19c
Promedio general 15,50 24,05 30,26 34,91
Significancia estadistica *x *x *x *x
Coeficiente de variacion (%) 18,02 13,94 9,43 8,45

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey <0,05

En cuanto al largo de la hoja en pasto janeiro con EMS, se puedo observar que hubo alta
significancia (p-valor = 0000,1) obtenido un mejor desarrollo longitudinal el T7. Mientras que la
probabilidad de encontrar hojas mas desarrolladas a mayor dosis disminuye. Un estudio realizado
por Suthakar & Mullainathan (2015) en Sorghum bicolor L. mencionan que, en el caso de longitud
de hoja, obtuvieron un méaximo desarrollo con dosis de EMS a 40 mM de cuyas mediciones fueron
67,80 cm y 08,42 cm en comparacion con el control y otra concentracion de EMS y tratamiento
con rayos gamma

Ancho de la Hoja del Pasto Janeiro
En el Tabla 14. se presentan los promedios de ancho de la hoja del pasto Janeiro a los 50, 65,
80 y 95 dias. El analisis de varianza report6 baja y alta significancia estadistica para las dosis de
EMS junto a los diferentes tiempos de impregnacién (24 y 48 horas).

A los 50 dias las diferentes dosis de EMS bajo variadas horas de impregnacion mostraron baja
significancia entre tratamientos con un (p-valor= 0,0262), siendo todos estadisticamente iguales.
Matematicamente el tratamiento T3 supera alcanzando la hoja una anchura de 0,87 cm. Luego a
los 65 dias la dosis 0,25 % de EMS a 48 horas expreso alta significancia y un (p-valor= 0,0001)
siendo estadisticamente superior a los demas tratamientos, alcanzando una anchura de 1,34 cm.
Transcurrido los 80 dias la dosis 0,25 % de EMS a 48 horas, alcanzo una anchura de 1,63 cm
presentando alta significancia con un (p-valor= 0,0001) y siendo estadisticamente superior a los
demas tratamientos estudiados. Finalmente, a los 95 la dosis de 0,25 % de EMS a 48 horas,
alcanzé una anchura de 1,99 cm con un (p-valor= <0,0001).
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Tabla 14. Anchura de la hoja hasta los 95 dias (d.d.s) en Eriochloa polystachya mediante etil-

metasulfonato.

. Dosis del Horas de Angho de An.cho de An.cho de An.cho de
Tratamientos ., hojas 50 hojas 65 hojas 80 hojas 95
EMS (%) Impregnacion . . . .
dias (cm) dias (cm) dias(cm) dias (cm)
T1 0,00 % 24 horas 0,73 a 1,12bc 1,39bcd 1,87 ab
T2 0,25 % 24 horas 0,74 a 1,13 bc 1,47 abc 1,84 ab
T3 0,50 % 24 horas 0,87 a 1,31ab 154ab 1,93 a
T4 0,75 % 24 horas 0,75 a 1,24 ab 155ab 1,80ab
T5 1,00 % 24 horas 0,75 a 1,00 c 1,29 e 1,47 c
T6 0,00 % 48 horas 0,61 a 1,17abc 1,17cde 1,88ab
T7 0,25 % 48 horas 0,85 a 1,34 a 1,63 a 1,99 a
T8 0,50 % 48 horas 0,65 a 1,15abc 1,38bcd 1,71abc
T9 0,75 % 48 horas 0,66 a 1,00 c 1,23de 1,49 c
T10 1,00 % 48 horas 0,66 a 1,19abc 1,33cde 1,59bc
Promedio general 0,73 1,17 1,40 1,76
Significancia estadistica * *x *x *x
Coeficiente de variacion (%) 24,69 11,24 9,90 11,52

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey <0,05

Los resultados obtenidos demuestran que la variable ancho de la hoja en pasto janeiro varia
conforme a las dosis del agente mutagénico EMS utilizadas. En un estudio realizado por Alcivar
Torres, et al.,, (2020) sobre el comportamiento morfolégico del pasto Janeiro (Eriochloa
polystachya Kunth) M3-52 Gy sometido a dos niveles de fertilizacion y frecuencias de corte,
sefialan que los tratamientos 7 (52 Gy, 250 kg de fertilizante y 35 dias de corte) y 8 (52 Gy, 250
kg de fertilizante y 45 dias de corte), con un promedio de 2,02y 2,07 cm., respectivamente, fueron
superiores y diferentes Unicamente a los tratamientos 1 (0 Gy, 0 kg., 35 dias de corte) y 2 (0 Gy,
0 kg., 45 dias de corte), con un valor de 1,34 y 1,39 cm., respectivamente.

Conclusiones.

Los tratamientos con dosis de 0,25 % de EMS a 48 horas, lograron mantener el mejor
comportamiento agronémico hasta los 95 dias, donde la altura de planta, tuvo su mejor desarrollo
con el uso cercano a la determinada como DLso (0,32 %).
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Caracterizacion del comportamiento agrondémico de estolones M2 de pasto Janeiro
(Eriochloa polystachya) irradiado con rayos gamma.

Metodologia

La investigacion se realizé en los predios de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad técnica de Babahoyo, ubicada en el km. 7,5 de la via Babahoyo-Montalvo. Las
coordenadas geograficas en UTM fueron X: 1,7723946; Y: 79,7102593. La zona presenta clima
tropical, con una temperatura entre los 24 y 26 °C, humedad relativa de 88%, precipitacion
promedio anual de 1262 mm, altura de 8 msnm y 990 horas de heliéfila de promedio anual.

Material genético
El trabajo experimental se realiz6 utilizando el pasto Janeiro Mz irradiado con rayos gamma
del Proyecto de Mejoramiento Genético de Pastos de la Universidad Técnica de Babahoyo.

Métodos
Se utilizaron los métodos: Deductivo - Inductivo, Inductivo — Deductivo y Experimental.

Anélisis estadistico
Se realiz6 un andlisis estadistico, calculando la media aritmética (MA), el coeficiente de
variacion (CV), la desviacién estandar (DE) utilizados en el analisis de datos cuantitativos.

Tratamientos en estudio
Los tratamientos estan constituidos por el fraccionamiento de los fertilizantes y los dias al corte,
los mismos que se muestran a continuacion:

Tabla 15. Tratamientos y dosis de irradiacion en Janeiro (Erioclhoa polystachya) Mo.

Tratamiento Factor
T1 Estolones M2 - 0 Gy
T2 Estolones M2 - 25 Gy
T3 Estolones M2 - 50 Gy
T4 Estolones M2 - 75 Gy
T5 Estolones M2 - 100 Gy

Manejo del ensayo

Para el trabajo experimental se procedié hacer una limpieza del terreno, posterior a la limpieza
se procedio al arado superficial para disgregar la superficie y poder realizar la siembra con mayor
facilidad.
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Preparacion del material de siembra
Para el trabajo experimental se procedio a la seleccion del material vegetativo estolones M2
del pasto Janeiro, estos se los recolectaron de las plantas irradiadas con los diferentes niveles
de irradiacion, ubicadas en la facultad de ciencias agropecuarias.

Siembra
El material vegetativo irradiado fue sembrado y tapado en el lote escogido a un distanciamiento
de siembra de dos metros entre hileras y un metro entre plantas.

Riego
Esta labor se realizé de forma constante para mantener el suelo en capacidad de campo.

Control de malezas
El control de malezas fue realizado con cortadora de malezas (moto guadafa), manteniendo
limpio el lote en estudio.

Variables Evaluadas

Altura total de la planta
La altura total de la planta se midié desde el nivel del suelo hasta la punta de la inflorescencia,
esta variable se reportd en centimetro a los 90 dias.

Altura de follaje
La altura del follaje se midié desde el nivel del suelo hasta la altura de las hojas, esta variable
se reporté en centimetro a los 90 dias.

Diametro de tallo
Se tomé por tratamiento diez plantas al azar a los dias 30, 60, 90 midiendo a nivel del segundo
entrenudo del tallo, expresado en centimetro.

Longitud de hoja
Se tomo por tratamiento diez plantas al azar a los dias 30, 60, 90, midiendo la distancia que existe
desde la base del tallo hasta el 4pice de la hoja.

Ancho de hoja
Se tom¢ por tratamiento diez plantas al azar a los dias 30 y 60, midiendo el ancho que existe en
la parte central de la hoja, tomado en centimetro.
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Hojas por planta
Las hojas por plantas se obtuvieron contabilizando en diez plantas tomadas al azar el nimero
total de hojas.

Nudos por planta
Los nudos por plantas se registraron contabilizando en diez plantas tomadas al azar el nimero
total de nudos.

Longitud de inflorescencia
La longitud de inflorescencia se calculé tomando diez inflorescencias al azar y midiendo de la
base hasta el 4pice de la misma, esta variable se reportara en centimetro.

Area foliar
Se registro por tratamiento diez plantas al azar a los dias 30 y 60, se midi6 el ancho y el largo
de la hoja, y se multiplicé por la constante 0,705, este dato se expres6 en cm?.

Nivel de clorofila
Se registré con el medidor de clorofila portatil SPAD-502. Esta herramienta determiné la cantidad
relativa de clorofila presente mediante la medicion de la absorcion de la hoja en dos regiones de
longitud de onda; en las regiones roja y cercana a infrarroja. Utilizando estas dos transmisiones
el medidor calculé el valor numérico SPAD que es proporcional a la cantidad de clorofila presente
en la hoja 'y en consecuencia de Nitrogeno (N).

Rendimiento de materia seca
El RMS se obtuvo cortando 10 plantas a 5 cm sobre el nivel del suelo y el forraje se colocara
en fundas de papel y se procedié a secar en la estufa a 70 °C por 48 h.

Resultados

Variabilidad de la especie (0 Gy)
El CV > 50%, sugiere que existe variabilidad fenotipica en la especie. Asi mismo, un CV < 20%,
indica que la especie puede tener baja variabilidad. En la presente investigacion se puede
evidenciar la estabilidad de la especie, ya que el 100% de las variabilidades no superaron n CV
>50% (Contreras Chariguaman, 2019)
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Tabla 16. Medidas de Resumen en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) Mo.

TRAT Variable n Media D.E. E.E. CV (%)
0 Gy 30DT 10 0,25 0,05 0,02 21,08
0 Gy 60DT 10 0,46 0,05 0,02 11,23
0 Gy 90DT 10 0,75 0,08 0,03 11,33
0 Gy 30LH 10 9,46 1,53 0,48 16,13
0 Gy 60LH 10 18,26 1,33 0,42 7,28
0 Gy 30AH 10 1,03 0,16 0,05 15,89
0 Gy 60AH 10 1,62 0,23 0,07 13,89
0 Gy 30AF 10 10,63 3,09 0,98 29,08
0 Gy 60AF 10 32,03 6,26 1,98 19,56
0 Gy NN 10 81,70 7,59 2,40 9,29
0 Gy NH 10 89,70 7,44 2,35 8,29
0 Gy AF 10 94,63 5,51 1,74 5,82
0 Gy CLOR 10 45,45 9,32 2,95 20,51
0 Gy LI 10 38,03 4,64 1,47 12,19
0 Gy AP 10 168,95 7,98 2,52 4,72
0 Gy MF 10 682,71 66,15 20,92 9,69
0 Gy MS 10 237,14 29,59 9,36 12,48
0 Gy %RMS 10 34,94 4,86 1,54 13,90
25 Gy 30DT 10 0,24 0,05 0,02 21,52
25 Gy 60DT 10 0,44 0,05 0,02 11,74
25 Gy 90DT 10 0,78 0,10 0,03 13,24
25 Gy 30LH 10 12,92 1,62 0,51 12,52
25 Gy 60LH 10 21,62 2,17 0,69 10,06
25 Gy 30AH 10 1,18 0,15 0,05 13,13
25 Gy 60AH 10 1,65 0,27 0,09 16,47
25 Gy 30AF 10 16,48 3,46 1,09 20,99
25 Gy 60AF 10 38,41 7,80 2,47 20,30
25 Gy NN 10 81,20 7,33 2,32 9,03
25 Gy NH 10 86,70 9,44 2,99 10,89
25 Gy AF 10 81,19 3,88 1,23 4,78
25 Gy CLOR 10 39,46 3,48 1,10 8,82
25 Gy LI 10 34,85 2,74 0,87 7,87
25 Gy AP 10 168,33 11,20 3,54 6,66
25 Gy MF 10 654,26 77,67 24,56 11,87
25 Gy MS 10 233,90 16,43 5,20 7,03
25 Gy %RMS 10 36,13 4,21 1,33 11,66
50 Gy 30DT 10 0,27 0,05 0,02 17,89
50 Gy 60DT 10 0,49 0,07 0,02 15,06
50 Gy 90DT 10 0,81 0,11 0,03 13,59
50 Gy 30LH 10 12,80 1,75 0,55 13,64
50 Gy 60LH 10 28,75 3,63 1,15 12,62
50 Gy 30AH 10 1,53 0,20 0,06 13,09
50 Gy 60AH 10 2,43 0,26 0,08 10,81
50 Gy 30AF 10 20,99 3,60 1,14 17,13
50 Gy 60AF 10 74,99 11,87 3,75 15,82
50 Gy NN 10 76,80 5,98 1,89 7,78
50 Gy NH 10 87,70 6,90 2,18 7,86
50 Gy AF 10 90,10 9,92 3,14 11,01
50 Gy CLOR 10 41,51 6,11 1,93 14,71
50 Gy LI 10 39,63 6,04 1,91 15,25
50 Gy AP 10 181,52 12,44 3,94 6,86
50 Gy MF 10 644,96 77,08 24,38 11,95
50 Gy MS 10 234,43 32,26 10,20 13,76
50 Gy %RMS 10 36,98 7,59 2,40 20,52
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cm.

TRAT Variable n Media D.E. E.E. CV (%)
75 Gy 30DT 10 0,26 0,07 0,02 26,89
75 Gy 60DT 10 0,46 0,05 0,02 11,23
75 Gy 90DT 10 0,71 0,10 0,03 14,01
75 Gy 30LH 10 16,54 1,69 0,53 10,19
75 Gy 60LH 10 26,84 2,54 0,80 9,48
75 Gy 30AH 10 1,57 0,15 0,05 9,52
75 Gy 60AH 10 2,38 0,21 0,07 9,03
75 Gy 30AF 10 27,97 4,23 1,34 15,10
75 Gy 60AF 10 68,93 10,76 3,40 15,62
75 Gy NN 10 88,50 8,70 2,75 9,83
75 Gy NH 10 99,30 8,23 2,60 8,29
75 Gy AF 10 90,21 6,78 2,14 7,52
75 Gy CLOR 10 43,38 5,53 1,75 12,75
75 Gy LI 10 43,63 4,93 1,56 11,29
75 Gy AP 10 184,29 12,08 3,82 6,56
75 Gy MF 10 640,53 114,99 36,36 17,95
75 Gy MS 10 222,13 12,70 4,02 5,72
75 Gy %RMS 10 35,88 7,86 2,49 21,91
100 Gy 30DT 10 0,23 0,05 0,02 21,00
100 Gy 60DT 10 0,47 0,08 0,03 17,52
100 Gy 90DT 10 0,74 0,10 0,03 13,06
100 Gy 30LH 10 16,43 1,94 0,61 11,82
100 Gy 60LH 10 30,06 5,45 1,72 18,14
100 Gy 30AH 10 1,73 0,33 0,11 19,28
100 Gy 60AH 10 2,54 0,31 0,10 12,20
100 Gy 30AF 10 30,58 6,86 2,17 22,44
100 Gy 60AF 10 81,53 14,60 4,62 17,91
100 Gy NN 10 91,00 5,75 1,82 6,32
100 Gy NH 10 118,90 6,28 1,99 5,28
100 Gy AF 10 91,30 12,24 3,87 13,41
100 Gy CLOR 10 40,10 5,78 1,83 14,42
100 Gy LI 10 45,75 3,07 0,97 6,70
100 Gy AP 10 177,66 25,50 8,06 14,35
100 Gy MF 10 690,56 72,10 22,80 10,44
100 Gy MS 10 255,50 38,37 12,13 15,02
100 Gy %RMS 10 37,42 7,37 2,33 19,70

Altura total de la planta

La variable altura de planta (cm), muestra sus promedios la tabla 17. En donde el tratamiento
T4 con una dosis de 75 Gy, obtuvo mayor altura de planta, con 184,29 cm, superior
numeéricamente al resto de tratamientos, por ultimo, esta el tratamiento T2 (25 Gy), con 168,33
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Tabla 17. Altura de planta en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) Mo.

Tratamientos Promedios
T10 Gy 168,95
T2 25 Gy 168,33
T350 Gy 181,52
T4 75 Gy 184,29
T5 100 Gy 177,66

Altura de follaje

El analisis para la variable altura del follaje, se presenta en la tabla 18. El pasto Janeiro mostré
mayor altura del follaje cuando se utilizé el tratamiento T1 con dosis 0 Gy reportdé 94,63 cm,
superior al resto de tratamientos y con el promedio mas bajo el tratamiento T2 (25 Gy), con 81,19

cm.

Tabla 18. Altura de follaje en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) M.

Tratamientos Promedios
T10Gy 94,63
T2 25 Gy 81,19
T350 Gy 90,10
T4 75 Gy 90,21
T5 100 Gy 91,30

Diametro de tallo 90 dias

La tabla 19. Muestra que el tratamiento T3 con una dosis de 50 Gy, present6é un diametro de
tallo de 0,81; el cual es numéricamente superior al resto de tratamientos y mayor al tratamiento

T4 con una dosis de 75 Gy, con 0,71.

Tabla 19. Diametro de tallo 90 dias en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) Ma.

Tratamientos Promedios
T10Gy 0,75
T2 25 Gy 0,78
T350 Gy 0,81
T4 75 Gy 0,71
T5 100 Gy 0,74
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Longitud hojas (cm)
La variable longitud hojas (cm), muestra sus promedios en la tabla 20. En donde el tratamiento
T5 con una dosis de 100 Gy, obtuvo mayor longitud de hoja, con 30,06 cm, superior
numeéricamente al resto de tratamientos, por ultimo, esta el tratamiento T1 (0 Gy), con 18,26 cm.

Tabla 20. Longitud de hojas en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) Mo.

Tratamientos Promedios
T10Gy 18,26
T2 25 Gy 21,62
T350 Gy 28,75
T4 75 Gy 26,84
T5 100 Gy 30,06

Ancho de hoja (cm)

Para la variable ancho de hoja, sus promedios se muestran en la tabla 21. Numéricamente el
tratamiento T5 con una dosis de 100 Gy, obtuvo mayor ancho de hoja, con 2,54 cm,
numeéricamente superior al resto de tratamientos, y con el menor promedio esté el tratamiento T2
(25 Gy), con 1,65 cm.

Tabla 21. Ancho de hojas en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) Mo.

Tratamientos Promedios
T10 Gy 1,62
T2 25 Gy 1,65
T350 Gy 2,43
T4 75 Gy 2,38
T5 100 Gy 2,54

NUumero de nudos por planta
La variable niumero de nudos por planta, se muestra sus promedios en la tabla 22. El
tratamiento T5 con una dosis de 100 Gy, obtuvo el mayor numero de nudos, con 91,0,
numeéricamente superior al resto de tratamientos y con el promedio inferior del tratamiento T3 (50
Gy), con 76,80.
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Tabla 22. Numero de nudos por planta en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) Mo.

Tratamientos Promedios
T10 Gy 81,70
T2 25 Gy 81,20
T350 Gy 76,80
T4 75 Gy 88,50

T5 100 Gy 91,00

Longitud de inflorescencia (cm)

La variable longitud de inflorescencia muestra sus promedios en la tabla 23. Numéricamente
el tratamiento T5 con una dosis de 100 Gy, obtuvo mayor longitud de inflorescencia, con 45,75
cm, superior numéricamente al resto de tratamientos, por ultimo, esta el tratamiento T2 (25 Gy),

con 34,85 cm.

Tabla 23. Longitud de inflorescencia en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) Ma.

Tratamientos Promedios
T10 Gy 38,03
T2 25 Gy 34,85
T350 Gy 39,63
T4 75 Gy 43,63
T5 100 Gy 45,75

Area foliar (cm)

La variable &rea foliar (cm) muestra sus promedios en la tabla 24. Numéricamente el tratamiento
T5 con una dosis de 100 Gy, obtuvo mayor area foliar, con 81,53 cm, superior al resto de

tratamientos y con el promedio mas bajo esta el tratamiento TO (25 Gy), con 32,03 cm.

Tabla 24. Area foliar en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) Ma.

Tratamientos Promedios
T10 Gy 32,03
T2 25 Gy 38,41
T350 Gy 74,99
T4 75 Gy 68,93
T5 100 Gy 81,53
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Nivel de Clorofila
La variable nivel de clorofila muestra sus promedios en la tabla 25. Numéricamente el tratamiento
T4 con una dosis de 75 Gy, obtuvo mayor nivel de clorofila, con 43,58, superior al resto de
tratamientos y con el promedio mas bajo esta el tratamiento T2 (25 Gy), con 39,46.

Tabla 25. Nivel de Clorofila en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) M.

Tratamientos Promedios
T10 Gy 45,45
T2 25 Gy 39,46
T350 Gy 41,51
T4 75 Gy 43,38
T5 100 Gy 40,10

Numero de hojas por planta
La variable nUmero de hojas por planta, muestra sus promedios en la tabla 26. El tratamiento T5
con una dosis de 100 presenté un mayor namero de hojas con 118,90 y el tratamiento con el
promedio mas bajo fue el tratamiento T2 (25 Gy), con 86,70.

Tabla 26. Namero de hojas en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) Ma.

Tratamientos Promedios
T10Gy 89,70
T2 25 Gy 86,70
T350 Gy 87,70
T4 75 Gy 99,30
T5 100 Gy 118,90

Rendimiento de materia seca (%)
El rendimiento de materia seca presenta sus resultados en la tabla 27. El tratamiento 5 con una
dosis de 100 Gy, superé los promedios con 37,42, superior a todos los tratamientos, y con el
promedio mas bajo esta el tratamiento T4 (75 Gy), con 35,88.

Tabla 27. Longitud de hojas en pasto Janeiro (Erioclhoa polystachya) Mz.

Tratamientos Promedios
T10 Gy 34,94
T2 25 Gy 36,13
T350 Gy 36,98
T4 75 Gy 35,88
T5 100 Gy 37,42
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Discusioén

Segun Cepeda Alarcon (2016) en su investigacion denominada “Evaluaciéon de cuatro
densidades de siembra de los Pastos Tanner (Brachiaria arrecta) y Janeiro (Eriochloa
polystachya) para la produccién bovina en la zona baja inundable de Babahoyo” indica que la
siembra del cultivo de pasto es de vital importancia en la produccion bovina, principalmente en
zonas bajas inundables, ya que la principal fuente de nutrientes y la mas barata para la
alimentacion del ganado vacuno la constituyen los pastos y forrajes, o que se apoya en su
economia y en la no competencia con las necesidades de alimentos para el consumo humano
directo y de otros animales.

Cadena Carbo (2019) en su investigacion indica que no existieron diferencias morfologicas
marcadas entre individuos evaluados del pasto Janeiro, ya que las variables evaluadas no
sobrepasaron el coeficiente de variabilidad CV > al 50%, en la medida de resumen, en otra
investigacion presentada por Garcia Pereira (2019) se pudo determinar qué no existio diferencias
fenotipicas en los materiales irradiados de pasto Janeiro a 52 Gy, ya que todas las variables
evaluadas no superaron un CV > 50%, lo que indica que la especie tuvo poca variabilidad.

Luego de analizar la variable longitud hojas (cm) en esta investigacion, se pudo determinar
que el tratamiento T5 con una dosis de 100 Gy, obtuvo mayor longitud de hoja, con 30,06 cm,
superior numéricamente al resto de tratamientos, asi también Briones Peralta (2016) citado por
Contreras Chariguaman (2019) el que indica en su analisis que la variable del largo de hojas se
pudo determinar un desarrollo uniforme de 2,4 mm/dia, deteniéndose a los 45 dias, dando como
resultado que el mayor tamafio correspondid a los tratamientos T3 y T4 obteniendo un promedio
de 23,40 cm. este valor es superior al promedio alcanzado por Riera Chavez (2019) quien logré
20,85 cm a la misma edad, desde la siembra; sin embargo, ambos resultados estan dentro del
rango expuesto.

Conclusiones.
En base a los resultados obtenidos de la presente investigacion, se pudo concluir lo siguiente:

El presente trabajo experimental no pudo detectar qué existio variabilidad fenotipica en los
materiales irradiados sembrados M2 de pasto Janeiro, ya que todos no superaron el CV > al 50%,
con respecto a las variables agrondmicas: longitud hojas, ancho de hojas, numero de nudos por
planta, area foliar, numero de hojas por planta, los resultados mostraron que no existio diferencias
entre tratamientos.

El tratamiento T5 con una dosis de 100 Gy presento el mayor promedio en porcentaje de
materia seca con respecto al resto de tratamientos.
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