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Prélogo

Las aplicaciones de isétopos y radiaciones en la agricultura han sido una de las dreas de cooperacion
técnica e investigacion mas importantes en la Organizacion Internacional de Energia Atdmica (OIEA).
El Acuerdo Regional de Cooperacion para la Promocion de la Ciencia y la Tecnologia Nucleares en
América Latina y el Caribe (ARCAL), establecido en 1984, es el principal mecanismo de accion en
la regién, mediante el cual se promueve el uso de las técnicas nucleares con fines pacificos, para
investigacion y desarrollo. Entre los problemas que se abordan en los proyectos desarrollados se
encuentran la produccion agricola, las practicas eficientes en el uso de fertilizantes y agua, el control
de plagas, inocuidad de alimentos, la repercusion en el medio ambiente de los residuos de plaguicidas
y la produccién y sanidad pecuaria.

El aumento en la produccién de alimentos es una necesidad de la humanidad que se deberd
resolver en los proximos afnos. Aumentar la produccion de alimentos de una manera sostenible
requerird un uso mas adecuado de los recursos genéticos disponibles, ademas de tierra y agua. La
tecnologia nuclear es una de las formas mas innovadoras que se utilizan para mejorar la produccion
y las practicas agricolas. Las aplicaciones nucleares en la agricultura dependen del uso de isétopos y
técnicas de radiacion para combatir plagas y enfermedades, generar nuevas variedades, aumentar la
produccion de cultivos, proteger la tierra y los recursos hidricos, garantizar la inocuidad y autenticidad
de los alimentos y aumentar la produccién ganadera.

Una de las actividades mds relevante en América Latina y el Caribe del ARCAL es el uso de energia
nuclear en programas de mejoramiento genético, mediante la irradiaciéon de rayos gamma en
diferentes cultivos de importancia econémica, dirigidos a obtener nuevas variedades con mayor
adaptacion al cambio climatico, con incrementos de productividad y disminucion del ciclo de cultivo.

La Carrera de Ingenierfa en Agronomia del Colegio de Ciencias e Ingenierias de la Universidad San
Francisco de Quito (USFQ), el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), OIEA, ARCAL
y el Programa Coreano en Agricultura Internacional (KOPIA) organizaron en la ciudad de Quito en marzo
de 2020 el “Il SIMPOSIO LATINOAMERICANO DE APLICACIONES NUCLEARES EN LA AGRICULTURA"
dirigido a técnicos, docentes, investigadores y estudiantes de la Carrera de Agronomfa y otras areas
afines de la region. El objetivo fue promover el intercambio de experiencias y conocimientos sobre
el uso de técnicas nucleares en agricultura en las dreas de Mejora Genética Vegetal, Sanidad Vegetal,
Seguridad Alimentaria y Adaptacion al Cambio Climético en la regién. En el Simposio participaron
expositores de 17 paises de Latinoamérica y del Caribe, que pertenecen a: INTA (Argentina),
EPAGRI (Brasil), Comision Chilena de Energia Nuclear (Chile), Universidad Distrital Francisco José de
Caldas (Colombia), Universidad Nacional de Costa Rica (Costa Rica), INCAE (Cuba), IDIAF (Republica
Dominicana), INIAP (Ecuador), Universidad de El Salvador (El Salvador), ICTA (Guatemala), Ministerio
de Agricultura (Jamaica), ITSON (México), Universidad Centroamericana (Nicaragua), IDIAP (Panama),
Universidad Nacional de Asuncién (Paraguay), Universidad Nacional Agraria La Molina (Perti) y el INIA
(Venezuela). Participaron ademas colegas del IAEA (Austria).

Esta edicion especial de la revista ACI Avances en Ciencias e Ingenieria publica en extenso varios de
los trabajos presentados durante el Simposio y pretende apoyar con la difusion del uso de la energia
nuclear en agricultura en América Latina y el Caribe.

La edicion fue planificada después del Simposio de Quito, antes de que se declarara la pandemia
causada por COVID-19, estuvo prevista para ser publicada en noviembre de 2020. La pandemia retrasé
cuatro meses la planificacion original, porque la mayoria de los autores, de diversas partes del mundo,
tuvieron que reprogramar sus actividades ante la incertidumbre de los primeros meses de la pandemia

y el cambio en el modo de trabajo. .
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Contribution of induced mutation
in crops to global food security
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Contribucion de la mutacion inducida en cultivos a la
seguridad alimentaria mundial

Abstract

Mutation breeding for crop improvement is a technique used for over 70 years.
Induced mutation is a fast way to increase the rate of spontaneous genetic variation
in plants contributing to global food security. The genetic variability, created through
mutagenesis i.e. physical or chemical, is an important breeding material for developing
improved varieties and many studies in the field of functional genomics. The randomly
generated heritable genetic changes are expressed in the mutant plants, which are
selected for new and useful traits, such as high yielding, disease resistance, tolerance
to abiotic stresses and improved nutritional quality. The technique helps to improve
the tolerance of crop species to adverse climatic conditions, such as extremes of
temperatures, drought, occurrence of pests and diseases. Through support provided
by the Joint FAO/IAEA Division, significant agronomic and economic impact has been
generated in many countries. The FAO/IAEA Mutant Variety Database (MVD) (http://mvd.
iaea.org) demonstrates the significance of mutation induction as an efficient tool in crop
improvement. The extensive use of induced mutant germplasms in crop improvement
programs resulted in releasing of more than 3,332 mutant varieties from around 228
crop species (20 July 2020).

Keywords: Crop improvement, Food security, Induced mutations, Mutant varieties, Plant
breeding.

Resumen

El' mejoramiento por mutaciones para la mejora de cultivos es una técnica utilizada desde
hace mas de 70 afos. La mutacién inducida es una forma répida de aumentar la tasa de
variacion genética espontanea en plantas que contribuyen a la seguridad alimentaria
mundial. La variabilidad genética, creada a través de mutagénesis, es decir, fisica o
quimica, es un material de reproduccion importante para el desarrollo de variedades
mejoradas y muchos estudios en el campo de la gendmica funcional. Los cambios
genéticos hereditarios generados aleatoriamente se expresan en las plantas mutantes,
que se seleccionan por caracteristicas nuevas y Utiles, tales como alto rendimiento,
resistencia a enfermedades, tolerancia al estrés abiotico y mejor calidad nutricional. La


mailto:F.Sarsu@iaea.org
http://mvd.iaea.org
http://mvd.iaea.org

técnica ayuda a mejorar la tolerancia de las especies de cultivos a condiciones climéticas
adversas, como temperaturas extremas, sequia, aparicion de plagas y enfermedades.
Gracias al apoyo proporcionado por la Division Mixta FAO / OIEA, se han generado
importantes efectos agrondmicos y econdmicos en muchos paises. La base de datos de
variedades mutantes (MDV, por sus siglas en inglés) de la FAO / OIEA (http://mvd.iaea.
org) demuestra la importancia de la induccion de mutaciones como una herramienta
eficaz en la mejora de cultivos. El uso extensivo de germoplasmas mutantes inducidos
en programas de mejora de cultivos dio como resultado la liberacion de mas de 3332
variedades mutantes de alrededor de 228 especies de cultivos (20 de julio de 2020).

Palabras clave: Mejoramiento de cultivos, Mutaciones inducidas, Seguridad alimentaria,
Variedades mutantes.

INTRODUCTION

Food security, nutrition and promotion of sustainable agriculture are the key issues on
the national governments’ agenda in many countries. According to projections, the
expected total population growth will be more than nine billion by 2050; therefore, an
increase of at least 70% in food production is essential in the next three decades [T,
2]. The available land for agricultural expansion is very limited, thereby breeding new
improved varieties with adaptability to climate change environment and improvement
of crop productivity is becoming ever more important.

The impact of mutation breeding in plant development of crop production and
providing sustainable agriculture is well known worldwide [3]. Mutation, which is
heritable change in the genetic material of a living organism can lead to the creation
of new germplasms which can be subsequently selected for better traits such as yield,
resistance to disease pest, tolerance to abiotic stresses, nutritional quality, growth habits,
and preferred end-user characters [4].

Climate change is largely accepted as a factual and pressing global problem. Nuclear
techniques in plant mutation breeding has an important role in plant adaptation to
climate change. Through global warming and the more frequent occurrence of extreme
weather, it is an essential and effective measure to apply the good varieties with biotic/
abiotic stress tolerance. The technique helps to enhance tolerance of crop species to
adverse climatic conditions, such as high temperatures, drought, and occurrence of
pests and diseases [5, 6].

Mutation breeding has become a traditional method in plant breeding and has
contributed to the present germplasm and development of new varieties with desired
traits. Based on the FAO/IAEA Mutant Variety Database [7] on the officially registered
mutants, a total of 3332 mutant crop varieties in 228 crop species, across 73 countries
have been released for planting in numerous countries throughout the world (Figure
Ta-b). The mutant varieties are improved for a different trait such as resistance to biotic
stress (557), tolerance to abiotic stress (248), increased vyield and yield components
(1029), quality and nutrition traits (1173), and agronomic and botanic traits (2981).

DOI: http://dx.doi.org/10.18272/aci.v12i3.2031
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—— Europe 959

North America 209

Africa 82
Latin America 53

Australia and Pacific 10

Figure 1a) The number of registered mutant varieties in different continents (July 2020, The FAO/IAEA MVD).

Legumes/Pulses 13.3

0il crops 3.1

Fruits/Nuts 2.9
Forage crops 3

Fowers/Ornamentals 219 ——

— Others 2./
Vegetables 2.6

Fibre crops 2
51 Medicinal plants 0.7

Root & Tuber crops 0.6
Cereals 47.13

Figure 1b) Proportion of different mutant plant varieties (July 2020, The FAO/IAEA MVD).

The released plant mutant varieties are mostly consisted of cereal species (47.13%)
with the majority of (25%) rice (Figure 1b), flowers/ornamentals (21.9%) and legumes
and pulses (13.8%). Most of the mutant varieties are released in Asia (2019), following
by Europe (959), North America (209), Africa (82), Latin America (53) and Australia and
Pacific (10) (Figure 1a).

Numerous papers have already been available on the impact of mutant and mutation-
derived crops [8,9], and many papers were presented at the Joint FAO/IAEA International
Symposium on “Plant Mutation Breeding and Biotechnology”in 2018, in Vienna, Austria,
and at the Symposium on “Applications of Nuclear Techniques in Agriculture”in 2020, in
Quito, Ecuador. The worldwide contribution of induced mutations for food production
and the food security is presented in this paper.
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CONTRIBUTION OF INDUCED MUTATIONS
TO THE GLOBAL FOOD SECURITY

Asia

Asia has more than 60% of induced mutations and mutation-derived varieties. China,
Japan and India are countries that have registered the vast number of mutant varieties
with an economic impact on food security.

In China, mutation induction in crops has been one of the efficient breeding approaches
for more than 50 years. Based on the FAO/IAEA Mutant Variety Database (https://mvd.
iaea.org/), China has released over 800 mutant cultivars in different crops which includes
46 ornamental species. The maximum annual dissemination area of mutant varieties is
more than nine million hectares; which results in production of over 1.5 million tons of
crops annually, with an estimated value of about US$ 500 million [10].

Numerous research institutions and universities involved in mutation breeding in India.
Thus far, over 340 mutant varieties have been registered in different crops such as 56
legumes and pulses, 32 edible oil plants and 26 groundnut mutant varieties. Appealing
traits for released mutantincludes high-yielding, early-maturing, large seed, high oil content
and tolerance to biotic and abiotic stresses. The first induced large seed groundnut mutant
variety, TG 1, was developed using X-ray irradiation in 1973. Subsequently, 15 Trombay
groundnut (TG) varieties with superior traits, such as high-yield, large seed, early maturity
were developed. Forty-five percent of Indian breeders’ groundnut seeds are TAG varieties,
mostly TAG24. Based on breeder seed statistics, these groundnut varieties produced 1 022
metric tons worth US$ 1.18 million from 1998 to 2008 [8, 11].

In Japan, the research on radiation-induced mutation started during the 1960s. In total,
479 mutant varieties have been registered comprising 79 species, improved using
X-and gamma- rays, ion beams, chemical mutagenesis and in vitro culture (soma clonal
variation), and approximately 79% of these were induced using gamma irradiation [12].

Pakistan has succeeded to develop 59 mutant varieties in different crops, such as cotton
(12), mung bean (11), rice (10), chickpea (9), wheat (6), lentil (3) oilseed brassica (3),
mustard (1), sesame (2), groundnut (1), castor bean (1), and mandarin (1). The mutant
variety ‘NIAB 78'was the first cotton variety developed in 1983 using induced mutations.
It has assisted transformation of cotton production and stimulated a wider impact
on agriculture in Pakistan. ‘NIAB 78" had early maturity and higher yield and showed
wider adaptability and eventually covered 80% of the cotton area in Punjab and Sindh
provinces [8]. By introduction of this variety, cotton production increased from 654 000
tons to 2 613 000 tons during 1991 and 1992 [13]. This mutant variety remained in
farmers’ fields over a very long period (1983-2000) and led to an increase in cotton
production from 1 024 000 tons to 72 766 000 tons per year in Pakistan [14].

Mutation breeding for crop improvement, particularly in rice and soybean, is one of
the most successful field of application of nuclear techniques in Viet Nam. To date, 58
crop varieties predominantly rice (36) have been released to farmers. The rest include,
soybean, chrysanthemum, maize, groundnut, Indian jujube and field mint making

DOI: http://dx.doi.org/10.18272/aci.v12i3.2031


http://dx.doi.org/10.18272/aci.v12i3.2031
https://mvd.iaea.org/
https://mvd.iaea.org/

Comunicado/Communication
12(22), 2-11 Contribution of induced mutation in crops to global food security

significant contributions to national food security [7]. Rice which represents more than
60% of mutant varieties, does not only contribute to the national food security, but also

avances  provides income and decreases poverty among millions of rural communities in Viet

" Nam. These rice mutant varieties have 10-20% higher yields in comparison to the parent
varieties, with lodging resistance, tolerance to acid soils, salinity, tolerance to biotic
stress, short duration and better nutritional quality. Due to short duration, mutant rice
varieties can be cultivated 2-3 crops per year and avoid early flooding. With resistance to
diseases and pests, cultivation can be done with a reduced number of sprayings, which
saves costs and protects the environment from excessive use of pesticide [8- 9].

Europe

Basic mutation research commenced in Europe during the late 1920s. Mutation breeding
has become a significant method in the European plant breeding programmes resulting
release of 959 mutant varieties, particularly in wheat and barley [15,16].

In Bulgaria, mutagenesis has been efficiently applied in crop breeding for over 50 years.
The country has released 76 mutant cultivars in 15 different crop species, such as barley
(5), wheat (5), durum wheat (9), maize (26), sunflower (3), lentil (4), bean (2), pea (1),
chickpea and vetch (2), soybean (5), tomato (6), pepper (4), cotton (2), and tobacco (2).
Some of the mutant varieties, e.g. maize mutant hybrid ‘Kneja 509" and durum wheat
variety'‘Gergana'have become the leading varieties occupying up to 50% of the planting
area from 1984 to 2000. In durum wheat, mutant varieties have not only covered nearly
all the growing areas but also doubled the yield over the past 30 years [17].

Wheat mutation breeding programme had a great success with officially released eleven
durumwheat (Triticum turgidum ssp. Durum) varieties in Italy. Six of them were developed
through the direct use of identified mutants and five were developed through cross
breeding. Creso is one of the best durum wheat varieties which was released in 1974
that has a significant impact in Italian economy contributing with US$1.9 billion. Many
wheat mutant lines developed in Italy were used in the wheat improvement programs
in Austria and Bulgaria for releasing improved wheat varieties [18, 8].

North America

The United States has developed 139 mutant varieties including the first semi-dwarf
rice variety, ‘Calrose 76'which was induced by gamma irradiation and officially released
in 1977 in California. This gene is transferred by crossing other varieties and led to the
development of 22 new rice cultivars in the United States, Australia and Egypt [19].

Latin America

The IAEA, through its technical cooperation program, together with the Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) has been working with countries
in Latin America and the Caribbean for many years to introduce and strengthen crop
mutation breeding.In 2014, a new project was launched, with the participation of national
agricultural research institutes and universities from 18 countries in the region. The Joint
FAO/IAEA Division contributed extensively to human capacity building through regional
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training courses (organized twice a year) on plant mutation breeding techniques for crop
improvement, contributing towards food security. The project used mutation breeding
techniques to develop improved crops with better tolerance to environmental stresses
and better quality. The project targeted crops of economic interest to the region, as well
as native crops of more local importance. The improved plants are being developed into
new varieties that can be disseminated to farmers, where they will have an impact on food
security and the agricultural economy in the region. As a result of the project, participating
countries have successfully developed a range of new mutant varieties.

In Argentina, rice varieties from Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria (INTA)
covered 40% of the rice production area during 2016-17 [20]. Additionally, they were
distributed in other Latin American countries, such as Uruguay, Colombia, Chile, Costa
Rica, Panama, Dominican Republic, Nicaragua and Honduras, where weedy red rice is
a problem. Currently Imidazoline herbicide resistant varieties are grown on more than
800 000 hectares. The IMI tolerant rice varieties have increased production and excellent
growth. They have also been very useful to improve abandoned rice fields for being
severely occupied by red rice [20].

Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensao Rural de Santa Catarina (EPAGRI) successful
example from Brazil, has been effectively using induced mutations with the collaborating
Centre of Nuclear Energy in Agriculture (CENA/USP) in the improvement of new rice
varieties. In 2013, the mutant rice variety, 'SCS118 Marques, was developed through
gamma application of parent SCSBRS Tio Taka variety [7]. This variety has lodging resistance,
showing moderate resistance to blast disease, high yield, late maturity, long grains and
consumer preferred cooking quality and is advised to be used in rice-producing areas of
Santa Catarina. The mutant variety 'SCS121 C'which shows resistance to Kifix (an herbicide
of the Imidazolinones group) was released in 2014. It enables better control of weedy rice in
the fields with the application of the herbicide, dropping the use of other chemicals [21,7].

The IMI-herbicide resistant cultivar (Clearfield rice) was improved through mutagenesis
without the addition of any foreign gene and was registered in 2002 [22]. That has
provided the selective control of weedy and wild rice in the fields. Additionally,
employment of combined management practices has increased rice yield in Brazil by
approximately 2500 kg ha', an increase of 50% [23]. Around 1.1 million ha of an arable
land was planted in Brazil with IMI herbicide resistant variety [24].

Induced mutation has been successfully applied in Cuba for genetic improvement of
crops. Numerous successes have been achieved in a range of food and ornamental
crops. So far, Cuba has released 21 varieties in hibiscus (3), sugarcane (4), tomato (3),
rice (9) and soybean (2) [7]. The rice variety 'LP7; officially released in 1997, has higher
yield and is tolerant to salinity. Another success is in tomato, 'Maybel’and 'Domi"mutant
varieties, have significantly increased yields under drought conditions [25, 26].

Since 1978, Peru has continuously used induced mutation in crop improvement
programs and produced significant results. The barley mutant variety 'UNA La Molina 95’
was released in 1995 and is characterized by its earliness, short stature, and production
of naked grains (huskless) with higher protein content [7]. The high yielding and better-
quality barley variety ‘Centenario, was released in 2006. It is grown at altitudes of up to
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5000 m above sea level and is changing the local varieties in the Central Highlands

of Peru, extending the range of crops to higher altitudes [7,27]. The amaranth mutant
avances  variety 'Centenario’ released in 2006, is cultivated in the Peruvian highlands, and can be
M Jabelled as an ‘organic product”and exported as a high-value commodity [7, 28].

Africa

The semi-dwarf mutant rice varieties, ‘Giza 176" and ‘Sakha 101, were released in Egypt
during the 1990s with the standard yield abruptly increasing from 3.8 t ha' to 89 t ha™.
‘Giza 196'is cultivated as the lead variety with a yield of 10 t ha' [9]. Induced mutation
technique was also successfully applied in edible oil crops, such as sesame and safflower.
Five sesame varieties were developed with high yield and good quality during 1992 to1996.
Two safflower varieties were released in 2011 with high yield and oleic fatty acid, resistant to
leaf spot and smut, contributing to higher income for farmers in the country [7].

Since 1983, Ghana Atomic Energy Commission has been working on induced mutation
in crop improvement. Cassava mutant variety ‘Tekbankye' with excellent cooking and
pounding quality was released in 1997. This mutant variety is tolerant to Africa Cassava
Mosaic Virus (ACMV), thereby leading to its quick adoption by many farmers in Ghana's
forest zone as it is used to prepare fufu, the nation’s most popular cassava-based food.
Farmers continued to cultivate this mutant variety in large acreages until its resistance
to mosaic virus disease, particularly ACMV, broke down in the early 2000s. However, due
to its preferred taste by consumers it is still being grown by some farmers for domestic
consumption [9].

Namibia’s Ministry of Agriculture, Water and Forestry developed four sorghum and
seven cowpea varieties with 10-20% higher yield than local cultivars under drought
conditions and pre-released to farmers. The new developed improved mutant varieties
will be disseminated to more than 8000 farmers. Farmers are expected to be involved
in seed multiplication, and therefore number of farmers and production area to be
subsequently increased in the next years. The Ministry of Agriculture is facilitating seed
multiplication for the 2020 and 2021-22 cropping seasons and planning to provide all
potential cowpea growers in the country during the 2023 cropping season [29, 30].

Mauritius has released three high-yielding mutant varieties, namely Summer King,
Summer Star and Rising Star. These varieties were distributed among farmers and seed
multiplication continues to reach more farmers [7].

In the early 1990s, Sudan began to integrate mutation breeding methods for crop
improvement. Successful breeding programs using nuclear techniques and plant
biotechnologies were conducted to enhance productivity of cereals crops, banana,
tomato and groundnuts under stress environment to ensure sustainable food security and
well-being of farmers. The outcome of these efforts resulted in development of a banana
variety ‘Albeely’with high yield potential./Albeely’is widely cultivated by farmers in banana
production areas along the Blue Nile in the south of Wad Medani [9]. A drought-tolerant
peanut variety, Tafra-1, was released in 2018 for Sudanese farmers in drought-prone areas,
which improved their livelihoods and led to an increase in the country’s'exports [7,31].
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CONCLUSIONS

Enhancing food security and availability of enough food is among the top priorities for
most of the developing countries. The extensive application of mutagenesis in crop
breeding programs all over the world has assisted the official registration of over 3 300
mutant varieties during the last 85 years. A large majority of released mutant varieties
(including cereals, pulses, oil, root and tuber crops, and ornamentals) have been released
in developing countries, resulting in positive economic impacts. Thus, plant mutation
breeding is an efficient tool for preserving and enhancing global food security. Some
highlights were presented in this paper showing that many mutant varieties are covered in
Asia, Europe, Latin America and Africa. For example, in Peru, farming activities 3000 meters
above sea level are very limited by the harsh conditions of the environment. The Cereal
and Native Grains Research Program produced improved mutant barley and amaranth
varieties thriving at up to 5000 m altitude, consequently providing Andean local farmers
with more food, income and enhancing their quality of life. The mutant barley variety,
Centenario Il, occupies 18% of the dedicated barley growing area in Peru, through this,
15000 farmers profited from the release of this barley variety. Vietnams' mutation breeding
program resulted in the releasing of several rice and soybean varieties contributing to
national socio-economic impact. More than 4 million farmers in Vietnam are using rice
varieties developed through mutation breeding. The success in soybean breeding is
documented with occupation of 50% of the soybean area in Vietnam.

The Joint FAO-IAEA Division of Nuclear Techniques in Food and Agriculture has advanced
the research, improvement and application of nuclear techniques in food and agriculture
for the past 55 years. The success in the area shows the achievement of the Joint FAO-
IAEA Division and the essential support given to the Member States. In the last decade,
induced mutation has combined current biotechnologies, such as the use of doubled
haploid technology, and application of molecular markers, which offers the breed of
new varieties within a short space of time. Mutation breeding in combination with other
technologies provides the fastest way to generate genetic diversity to develop suitable
crops and their cultivars that can withstand all adverse stresses as a result of climate
change and to ensure food security globally.
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Mutaciones inducidas en plantas cultivadas: mutantes de
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Genética “Ewald A. Favret”

Abstract

The use of induced mutations techniques in crop plants at the Institute of Genetics
“Ewald A. Favret” (IGEAF) INTA, started in 1949, with the pioneer work of Ewald Favret,
who studied the effects of physical and chemical mutagens on barley (Hordeum vulgare)
and wheat (Triticum aestivum). IGEAF contributed with several novel results about the
effects of important chemical mutagens such as ethyl methane sulfonate (EMS) and
sodium azide, and their interactions with X-rays, on barley and wheat. During several
decades, a good deal of the research was directed to study the relationship between
the different effects of mutagenic treatments on the M' and subsequent generations,
and its implications for efficient selection of induced mutants. Many original barley and
wheat mutants have been isolated at IGEAF, which early on contributed to elucidate
the genetic basis of characters like the hormonal control of growth, the grain protein
content and diseases reactions. Besides, several other novel mutants were isolated
and characterized including genetically unstable mutants, which are able to originate
new heritable variability. One of these mutants is the barley chloroplast mutator (cpm)
from which some interesting mutants have been isolated. Moreover, a high throughput
strategy for the screening of plastome mutants originated by the cpom was developed
(cpTILLING) that allowed the detection of 61 different mutational events, showing the
¢pm as an extraordinary source of plastome mutants. Furthermore, a mutant allele of
the ahas (acetolactate synthase) gene in wheat conferring imidazolinones herbicides
tolerance, was isolated. The incorporation of this allele to other genetic backgrounds
showed increased levels of tolerance, which in one family were observed in association
with increased Fusarium tolerance. In addition to the work done in barley and wheat,
interactions with several breeding programs in other crops were carried out. Finally, some
commercial achievements of INTA obtained by using induced mutations techniques
are briefly described; being the most important the case of the INTA rice (Oryza sativa)
breeding program for developing imidazolinones tolerant commercial varieties that in
recent years covered 70% of the irrigated rice area in Latin America.
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Resumen

El uso de técnicas de mutaciones inducidas en plantas en el Instituto de Genética
"Ewald A. Favret” (IGEAF) INTA, se inicid en 1949, con el trabajo pionero de Ewald
Favret, quien estudid los efectos de mutdgenos fisicos y quimicos en cebada (Hordeum
vulgare) y trigo (Triticum aestivum). El IGEAF contribuyd con varios resultados novedosos
sobre los efectos de importantes mutdgenos quimicos como el metanosulfonato
de etilo (EMS) y la azida soddica, y sus interacciones con los rayos X, en la cebada y el
trigo. Durante varias décadas, gran parte de la investigacion se dirigi¢ a estudiar la
relacion entre los diferentes efectos de los tratamientos mutagénicos en la M, vy las
generaciones posteriores, y sus implicaciones para la seleccién eficiente de mutantes
inducidos. En el IGEAF se han aislado muchos mutantes originales de cebada vy trigo,
que desde el principio contribuyeron a interpretar la base genética de caracteres,
como el control hormonal del crecimiento, el contenido de protefna del grano y las
reacciones a enfermedades. Ademas, se aislaron y caracterizaron varios otros mutantes
nuevos, incluidos mutantes genéticamente inestables, que son capaces de originar una
nueva variabilidad heredable. Uno de estos mutantes es el mutador de cloroplastos
de la cebada (cpm) del que se han aislado algunos mutantes interesantes. Ademads,
se desarrolld una estrategia de alto rendimiento para la busqueda de mutantes de
cloroplasto originados por com (cpTILLING) que permitio la deteccion de 61 eventos
mutacionales diferentes, mostrando a com como una fuente extraordinaria de mutantes
de cloroplasto. Ademas, se aisld un alelo mutante del gen ahas (acetolactato sintasa)
en trigo que confiere tolerancia a herbicidas imidazolinonas. La incorporaciéon de este
alelo a otros acervos genéticos, mostré mayores niveles de tolerancia, que en una
familia se observaron en asociaciéon con una mayor tolerancia a Fusarium. Ademas del
trabajo realizado en cebada y trigo, se realizaron interacciones con varios programas de
mejoramiento en otros cultivos. Finalmente, se describen brevemente algunos logros
comerciales de INTA obtenidos mediante el uso de técnicas de mutaciones inducidas;
siendo el caso mas importante el del programa de mejoramiento del arroz INTA (Oryza
sativa) para el desarrollo de variedades comerciales tolerantes a imidazolinonas, que en
los ultimos afos cubriod el 70% de la superficie arrocera irrigada en América Latina.

Palabras clave: Genes mutadores, Mutante de algodon, Mutante de arroz, Mutante de
cebada, Mutaciones inducidas, Mutante de trigo, Tolerancia a herbicidas.

INTRODUCTION

Spontaneous mutations, have facilitated the domestication of several crops, such as, the
abolishment of bitterness and toxicity in almonds, and the loss of natural seed dispersal
mechanism in peas, barley, wheat, etc. [1]. The concept of mutations in living organisms
was established at the beginnings of the last century by Hugo de Vries to designate drastic
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inheritable changes occasionally occurring in nature. Interestingly, back then de Vries
proposed that the rate of spontaneous mutations could be artificially augmented and even
be useful in breeding. Indeed, in the 20s, Stadler proved the genetic effects of ionizing
radiations on several cultivated plants (barley, maize, wheat and oat) and developed the
basis of the experimental mutagenesis in plants. The first commercial success came in 1936
with the release of the first cultivar obtained by using X-rays treatments on tobacco [2, 3, 4].

Since then, these techniques have been used for plant breeding and basic research in
many crops either with chemical or physical mutagens. Nowadays, there are more than
3,200 mutant cultivars officially released in more than 220 crops worldwide (https://mvd.
iaea.org/). In this review, we summarize the most important achievements regarding
induced mutants in different crops obtained within the Institute of Genetics and in
collaboration with other breeding programs of INTA.

INDUCED MUTATIONS BACKGROUND AT INSTITUTE OF GENETICS
“EWALD A. FAVRET” (IGEAF)

Investigations about induced mutations techniques in crop plants at IGEAF started as
early as 1949 by Ewald A. Favret. The institute played a pioneer work in Latin America,
contributing with several novel results about the effects of important chemical
mutagens such as ethyl methane sulfonate (EMS) and sodium azide and their
interactions with X-rays on barley and wheat [5, 6, 7, 8, 9, 10]. During several decades,
a good deal of investigations was focused on the study of the relationship between
the different effects of mutagenic treatments on the M, and subsequent generations,
and its implications for an efficient selection of induced mutants [3, 4, 11]. From a huge
amount of mutagenic treatments many original barley and wheat mutants have been
isolated at IGEAF that early on contributed to elucidate the genetic basis of characters
like the hormonal control of growth [12], the grain protein content [13], and diseases
reactions [6, 14, 15]. In the last decades, several other novel mutants were isolated at
IGEAF, which are still under investigation. Some of them are described below.

MUTANTS OF SCIENTIFICAND OR BREEDING INTEREST
1) DNI (Diverse Number of Internodes) barley mutant

This mutant was isolated after combined treatments of X-rays and sodium azide and
it is characterized by showing an extremely high variation in internode numbers
among plants and also among different tillers of the same plant, thus it was named
DNI.When DNI plants were grown at the field nursery the proportions between normal
and multinoded tillers depended on the sowing date. Interestingly, under diverse
environmental conditions, the mutant showed several other abnormalities such as,
multibranched culms and stolonifer habit, hair like organs emerging from the coleopitile,
tillers notably retarding leaf senescence and spikes showing vegetative sectors together
with normal ones (see Fig. 1). The gene responsible for DNI phenotype is not known
yet; it is hypothesized that it is involved in a very basic mechanism in charge of the
establishment and maintenance of meristem identity [16].


https://mvd.iaea.org/
https://mvd.iaea.org/

Landau / Brizuela / Lencina / Martinez / Tcach / Diaz / Pacheco / Prina (2020)

FIGURE 1. DNI barley mutant. A. Plant harvested at the field nursery showing normal tillers carrying mature
spikes (yellow arrow) together with multinoded ones (red arrow) carrying vegetative tops with notably retarded
leaves senescence. B: DNI (left) and a wild type barley plant (right) grown at greenhouse during winter (short
days) and room temperature. DNI mutant shows multibranched culms and stolonifer habit. C. DNI spikes showing
vegetative sectors together with normal spikelets, some of them can give normal seeds with germination ability.
D. Top with intermediate characteristics between spikelets and leaves. E. Stolonifer habit in a tiller of DNI plant. F.
Hair like organ emerging from the coleoptile of a DNI seedling.

2) Barley mutant with roots lacking tropic response to submergence

This mutant was identified when grown in hydroponics [17] by the sandwich method
[18]. In those particular conditions, mutant roots did not show the growth pattern with
windings and turnings usually observed in wild type barley roots before they submerged
(Fig. 2). It was determined that this root behavior is controlled by a semi-dominant
nuclear gene [17] and that ethylene produced by mutant roots was significantly lower
compared to that of wild type roots when grown in the sandwich method [17, 19]. On
the other hand, when grown in humid chambers, where roots grew freely without any
physical contact, wild type and mutant roots were morphologically similar and they also
had a similar ethylene production [19].
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FIGURE 2. Barley mutant with roots lacking tropic response to submergence. A. Wild type seedlings with roots showing
the typical pattern with windings and turnings usually observed when grown in hydroponics by the sandwich method.
B. Mutant seedlings lacking tropic response to submergence. C. F, seedlings showing an intermediate root phenotype.

3) The barley chloroplast mutator mutant (¢pm)

The mutator genotype cpm was detected in a family at the M, generation coming from
a combined treatment of X-rays and sodium azide applied on barley seeds. The breeding
behavior of the com was first described by Prina [20, 21] based on the frequencies of
chlorophyll deficiencies, mostly clonally-variegated, observed in seedlings coming from
crosses and backcrosses of the com with the wild type parental genotype. The com
originated a wide spectrum of cytoplasmically-inherited chlorophyll deficiencies (Fig. 3).
When a cpm plant s crossed as a father with a wild type plant, as plastids are 100% inherited
through the ovule in barley, F, plants are supposed to carry only wild type plastids. As it
was expected, F, plants did not show any chlorophyll deficiencies as evidences of genetic
instability. However, chlorophyll deficient narrow streaks appeared in a few seedlings of
the F, generation, and the frequencies of clonally-variegated seedlings increased in the
subsequent generations of natural self-pollination [20]. On the other hand, when a
plastome mutant is wanted to be genetically stable, the action of the ¢cpm can be stopped
using wild type pollen to pollinate the selected plastome mutant and then, in F, and
subsequent generations, selecting plants and families showing solid mutant phenotypes
of the selected plastome mutant. The genetically stable plastome mutants achieved in this
way were called cytoplasmic lines (CLs), three of which are described below.

Albo-viridis Virido-albina Highly revertant albina

FIGURE 3. The chloroplast mutator mutant (¢pm). Some of the chlorophyll deficient phenotypes isolated from com
plants: A) Virido-xantha seedlings on the left and albino stripped seedlings on the right. B) Viridis seedlings. C) Trans-
versal banded seedlings. D) Albo-viridis seedlings. E) Virido-albino seedlings. F) Highly revertant albino seedlings.
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3.1) (L2 mutant

CL2 shows an albo viridis phenotype (Fig. 4), explained as a consequence of a delay in
plastid protein synthesis during embryogenesis [22]. The infA gene, which encodes IF1
protein (translation initiation factor 1), was proposed as a candidate gene responsible
for CL2 phenotype. When it was sequenced, a missense mutation (T 157 C) was found
corresponding to a Ser 52 Pro change in the protein. Other two plastome mutants,
showing a similar phenotype to CL2 and independently originated from the original CL2
were isolated (CL2-like 1 and -2). Interestingly, CL2-like 1 also carried a mutation in the infA
gene, a T 97 C transition corresponding to a Phe 32 Leu change in the protein [23], while
CL2-like 2 presented another different change at the DNA level (A 185 G), corresponding
to a change of Asp 61 Gly at IF1 protein. In another experiment, plants of the original
genetically stable CL2 mutant were pollinated with com pollen, looking for reestablishing
the ¢cpm mutation effect on CL2 mutant plastids, which was assumed could be assessed
through observing reversions to the wild type color of the CL2 phenotype. One seedling
carrying a darker green stripe in the first leaf on a CL2 mutant phenotype background
was found and when the infA gene was sequenced, the original CL2 mutation was found
plus another missense transition (A 178 G/Met 59 Val) that was interpreted as having
a compensation effect on the phenotypic expression of the original CL2 mutant allele
[24]. All the above-mentioned results strongly support the relationship between the CL2
phenotype and mutations in the infA gene. Itis also worth mentioning that these mutants
were the first infA gene mutants described in higher plants.

Mutant DNA change Amino acid change
CL2 T157C Ser 52 Pro
CL2-like 1 T97C Phe 32 Leu
CL2-like 2 A185G Asp 61 Gly
Double mutant with U 1‘? < = 5+2 GO
compensatory effect A178G Met 59 Val

FIGURE 4. (L2 mutant. A. On the left, wild type barley, on the right the CL2 mutant showing the albo viridis
phenotype. B. (L2 seedling showing a phenotypic reversion when carrying the ¢pm. C. Table showing other infA
gene polymorphisms isolated by direct selection of CL2 phenotype reversions independently originated from the
(L2 original mutant.
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3.2) CL3 mutant

CL3 seedlings were characterized by a homogeneous light green (viridis) phenotype
that expressed differentially depending on the temperature (Fig. 5). After several
physiological and biochemical analyses, it was concluded that the photosystem | (PSI)
was affected but, none of the plastid PSI proteins were altered. However, when ycf3 and
ycf4 plastid genes, encoding two chaperones involved in PSI assembly, were sequenced,
two mutations were found in intron 1 of ycf3 gene, which affected splicing of this intron
at high temperature, and the chaperone encoded by ycf3 was missing. It was concluded
that the lack of YCF3 protein during the assembly of PSI at high temperature is the cause
of CL3 phenotype [25].

- (318°C  (1332°C

Wt as

FIGURE 5. (L3 mutant. A. On the left wild type seedlings, on the right, CL3 seedlings growing at 32°C. B.
RT-PQR of ycf3 transcripts at normal and high temperature. C. scheme representing the different transcripts ob-
served in the RT-PCR for (L3 seedlings grown at higher (H) or at low (L) temperatures. The red crosses symbolize

the point mutations found in intron 1 (I1) of CL3 that avoid the splicing of 11 under higher temperatures.

E: exon, I: intron.

3.3) psbA gene mutant

This mutant was isolated by treating a population carrying the com genotype with
atrazine, an herbicide toxic for photosystem Il (PSII). It was determined that this tolerant
mutant carried a mutation in the psbA gene, as it was previously observed to confer
atrazine tolerance in several other plant species [26]. The psbA gene encodes D1 protein
and atrazine binds to the wild type version of this protein blocking photosynthesis.
In field trials this mutant was observed not affected by 8X the recommended dose of
atrazine constituting a promising experimental material for developing atrazine tolerant
varieties (Fig. 6).
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FIGURE 6. psbA gene mutant. A. Wild type plants without atrazine. B. Wild type plants with 8X atrazine. C. psbA
mutant with 8X atrazine.

3.4) cpTILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes): a high throughput screening
strategy for isolation of plastome mutants originated by com

The mutants described above were isolated by direct selection based on the phenotype,
however, a TILLING strategy was adapted to the chloroplast genome for isolating
plastome mutants in cpm populations. TILLING is a reverse genetics high throughput
strategy that is very successful for screening nuclear gene mutants of interest in a
mutagenized population [27, 28]. For cpTILLING, 31 PCR amplicons were designed
comprising 33 genes to analyze 304 cpm seedlings that carried the cpom during different
number of generations. At least 61 different mutational events were detected; most
of them were transitions and mono nucleotide indels [29]. This strategy also allowed
the discovery of a high frequency of seedlings carrying different combinations of
five polymorphisms, which already exist in nature, between the rpl23 gene and its
pseudogene, which are postulated to originate in an increased rate of illegitimate
recombination between these two loci [30]. All the results suggest that the failure of
the com gene corresponds to a malfunction of a mismatch repair (MMR) gene involved
in maintaining the stability of the plastome and that the ¢cpm mutant constitutes an
exceptional experimental material to obtain genetic variability in the otherwise highly
conserved plastid genome. Cytoplasmic genomes, i.e. those residing in the chloroplast
and the mitochondrion, are ruled out by modes of inheritance different than those
of the nuclear genome, consequently, the appropriated methodologies for mutation
induction and mutants isolation need to be adapted to those circumstances [31].

4) Two cotton (Gossypium hirsutum) mutants of agronomic interest.

In a joint work with the INTA cotton breeding program, located in EEA INTA Séenz Pefa
(Chaco Province), a mutant tolerant to imidazolinones was isolated in the M, generation
after a sodium azide mutagenic treatment. Selection was made by applying a solution
of imazapir+imazamox (Clearsol Plus BASF). The tolerance was confirmed in subsequent
generations indicating it was given by a nuclear gene with semi-dominant expression. The
herbicide tolerance was observed to be better expressed after pre-emergency applications,
indicating that this mutant would be especially useful in this condition [32]. It was recently
determined that the imidazolinone tolerant mutant carries a point mutation in the AHAS
gene. Another interesting cotton mutant with pyramidal morphology was isolated after a
sodium azide mutagenic treatment. Selection was made on M, plants grown in glasshouse
conditions and later on confirmed in subsequent generations grown at field conditions.
The pyramidal morphology is proposed as very useful for narrow furrow harvest (Fig. 7) [33].
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FIGURE 7. Cotton mutant with pyramidal morphology. Cotton plants grown at the greenhouse: A. Wild type.
B. Pyramidal mutant showing a much shorter peduncle. C. Schemes of cotton plants after growing in the field
nursery: Wild type (left) and pyramidal mutant (right). D. Two mutant plants (left) and a wild type plant (right).

5) A wheat (Triticum aestivum) mutant tolerant to imidazolinones

The search for tolerance to imidazolinone herbicides in wheat was started to cover
the need for the development of wheat cultivars tolerant to herbicides with good
graminicide characteristics to be used in the South East of Buenos Aires Province. A

20
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mutant with tolerance to imidazolinones was isolated from approximately 200,000
M, seeds of Prointa Elite cv. germinated in a solution of the herbicide. It is well known
in bread wheat that carrying ahas mutant alleles in only one of the three genomes,
even though it is being used in some commercial cultivars, it gives a somewhat
weak level of tolerance. Therefore, most of the imidazolinone tolerant bread wheat
commercial varieties carry ahas mutant alleles in two of the three genomes, however,
this is associated with a higher fitness cost for the plant. Through cross breeding and
backcrosses with several commercial varieties, and selection for increased tolerance to
imidazolinones, the tolerance level was increased and moreover, the yield and vigor in
three of these families were also increased. Besides, in one of these genetic backgrounds
yellow rust and Fusarium tolerance were improved, while in other it was observed a
better behavior under high temperature conditions (Fig. 8).

FIGURE 8. A wheat mutant tolerant to imidazolinones. The mutant and wild type plants were treated with 2X the
recommended dose of imazapir solution.

INTA COMMERCIAL ACHIEVEMENTS BY MUTATION BREEDING

The first commercial achievement was obtained in peanut, the mutant variety was
named Colorado Irradiado and it came from X-rays irradiated seeds, in a joint work
between the IGEAF and EEA INTA Manfredi (Cérdoba Province). This mutant was
released in 1972 and was characterized for having a high yield and a higher number
of fruits. Besides, it was resistant to Cercospora Spp and had a higher oil content. In the
1970s, more than 80% of the peanut cultivated area in Argentina (280,000 ha) was
occupied by Colorado Irradiado mutant [34] (https://mvd.iaea.org/#!Variety/144).
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Other commercial achievements were the lemon (Citrus limon) cv Eureka 22 INTA,
released in 1987, which had a higher fruit set, and the orange (Citrus sinensis) cv
Valencia 2 INTA. These mutants were obtained in a joint work between IGEAF and EEA
INTA Bella Vista (Corrientes Province).

The biggest commercial success was obtained with the rice mutant Puitd-INTA-CL, which
was released in Argentina in 2005. This mutant, which is tolerant to imidazolinones, was
obtained in a joint work of the INTA rice breeding program led by Dr. Alberto Livore and
located in INTA Concepcion, Uruguay (Entre Rios Province) and IGEAF. Imidazolinones
are commonly used herbicides that control a wide spectrum of weeds including the
red rice, the most important weed constrain for cultivating rice. After a sodium azide
treatment on seeds of three cultivars ie. El Paso 144, IRGA 417 and Don Juan, and
selection in M, on around six million plants with a mix of imidazolinones, five different
alleles of the ahas (acetolactate synthase) gene were isolated and two of them were
patented [35, 36]. Three of these mutations were not known in rice. The allele iminta
4 (Ala 122 Thr) was used to obtain the first imidazolinone tolerant variety in Argentina.
This generated a commercial agreement with BASF company under the Clear Field
technology. Afterwards, three more high yield and quality varieties were released in
Argentina, i.e. Guri INTA CL in 2011, Nu Poty INTA CL in 2013 and Memby Pora INTA
CL in 2017. Nowadays, the area sown with imidazolinone tolerant INTA rice varieties
in Argentina is around 40% (100 000 ha) and in Brazil, the main rice producer in Latin
America, rice varieties carrying the iminta 4 allele, covered more than 800,000 h per
year. Varieties carrying iminta 4 allele are also sown in Uruguay, Colombia, Chile, Costa
Rica, Panama, Dominican Republic, Nicaragua, and Honduras. During the 2016/2017
and 2017/2018 campaigns, these varieties covered approximately 70% of the irrigated
area in Latin America. In Europe, varieties carrying the iminta 4 allele were released in
Italy, Greece, Romania, and Portugal.
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X-rays treatments to obtain ornamental
mutants in Salvia coccinea

Resumen

El género Salvia posee gran valor ornamental, numerosas variedades en el mercado
mundial y cuenta con alrededor de 900 especies, 19 de las cuales son nativas de
Argentina. Salvia coccinea es una de la especies argentinas con mayor potencial ya que
posee gran rusticidad, vigor y flores muy vistosas de un color rojo intenso. Sin embargo,
al abordar el mejoramiento en esta especie, los problemas que se presentan son la
dificultad para la hibridacion interespecifica y la escasa variacion fenotipica que expresa
la especie. Para aumentar la variabilidad genética en programas de mejoramiento de
plantas ornamentales, la aplicacién de técnicas de induccién de mutaciones es ideal ya
que puede modificar caracteristicas de las flores, del follaje, del habito de crecimiento
y de variables fisioldgicas. Con el objetivo de obtener variabilidad genética para la
obtencién de plantas ornamentales de S. coccinea, se aplicaron rayos X a semillas de un
genotipo selecto con dosis de 100 a 600 Gy. Para evaluar el efecto producido, se estimo
el drea de los cotiledones por medio del anélisis fotogréfico, se calculé la dosis letal
media (DL50) en la supervivencia de las plantas y se evaluaron los fenotipos obtenidos.
La expansion de los cotiledones fue afectada en todos los tratamientos con aplicacion
de rayos X, mostrando un drea menor que en el tratamiento control. La DL50 se estimd
por regresion lineal, resultando en un valor de irradiacion de 312 Gy. Entre los fenotipos
mutantes se observaron deformaciones foliares, alteraciones en la pigmentacion de las
hojas (variegacion, albinismo) y torsién en tallos. La seleccion de nuevas variedades se
orientard a la obtencion de plantas compactas, variegacion de las hojas, novedades en
formay color de flores y esterilidad.

Palabras clave: DL50, Induccion de mutaciones, Mejoramiento genético, Plantas nativas,
Plantas ornamentales.
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Abstract

The Salvia genus has great ornamental value, with numerous varieties on the world
market. Around 900 species correspond to this genus, 19 of which are native to Argentina.
Salvia coccinea is one of the Argentinean species with the greatest potential since it has
great rusticity, vigor and very showy flowers of an intense red color. However, breeding
in this species has two major constrains: a low variability and a difficult interspecific
hybridization. To increase genetic variability in ornamental plants, mutation induction
techniques are specially appropriated since they have great chances to modify
characteristics of flowers, foliage, growth habit and physiological variables keeping
unchanged most of the genetic background. In order to evaluate X-rays effects in S.
coccinea, X-rays treatments were applied to seeds of a selected genotype in doses of
100 to 600 Gy. To evaluate the effect produced, the area of the cotyledons was estimated
by means of the analysis of photographs, the median lethal dose (LD50) in the survival
of the plants was calculated, and the phenotypes obtained were evaluated. Cotyledon
expansion was affected in all treatments with X-rays application, showing a smaller area
than the control treatment. The LD50 was estimated using the formula obtained by
linear regression, resulting in an irradiation value of 312 Gy. Among the phenotypes
modifications, leaf deformations, pigments alterations (variegation, albinism) and stem
torsion were observed. The selection of mutants will focus on compact plants, leaf
variegation, novelties in flower shape and color, and sterility.

Keywords: DL50, Induced mutations, Native plants, Ornamental plants, Plant mutation
breeding.

INTRODUCCION

Tanto en Argentina como en el resto de Sudamérica, los recursos genéticos nativos
han sido poco explotados para el desarrollo de plantas ornamentales; sin embargo, el
germoplasma proveniente de esta zona ha sido utilizado en el desarrollo de variedades
por empresas internacionales. No obstante, a pesar de las inmensas ganancias que
generan, los paises de origen no reciben beneficio alguno [1].

El género Salvia (Lamiaceae) posee gran valor ornamental, tiene numerosas variedades
en el mercado mundial y cuenta con alrededor de 900 especies de las cuales 19 son
nativas de Argentina [2]. Salvia coccinea Buc’hoz ex Etl. es una de las especies argentinas
con mayor potencial ya que posee gran rusticidad, vigor y flores muy vistosas de un
color rojo intenso; sin embargo, al abordar el mejoramiento en esta especie, uno de los
problemas que se presenta es la dificultad para la hibridacién interespecifica y la escasa
variabilidad fenotipica que presenta.

Para aumentar la variabilidad genética en programas de mejoramiento de plantas
ornamentales, la aplicacién de técnicas de induccion de mutaciones es especialmente
apropiada. En estos programas, los objetivos principales son: modificar caracteristicas
de las flores como color, tamano, morfologia y fragancia; del follaje, como forma, tamano
y pigmentacion; del hédbito de crecimiento, como compacidad y ramificacion; y de
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variables fisiolégicas como cambios en la respuesta fotoperiddica, floracién temprana,
continua y tolerancia a estreses bidticos y abidticos [3]. Estos objetivos tienen altas
probabilidades de ser alcanzados mediante la aplicacién de técnicas de mutaciones
inducidas manteniendo sin cambios la gran mayoria del contenido genético.

Con el objetivo de obtener variaciones fenotipicas en S. coccinea que permitan la
obtencién de nuevas variedades ornamentales, se aplicaron técnicas de induccion de
mutaciones por rayos X. En este trabajo se efectud la determinacion de la dosis letal
media (DL50) para esta especie, asi como también la evaluacion del efecto fenotipico
temprano en la expansion de los cotiledones en plantulas y, posteriormente, el fenotipo
en plantas adultas.

MATERIALES Y METODOS
Irradiacion con rayos X

El material vegetal empleado consistid en semillas de un genotipo selecto de S. coccinea
proveniente de la coleccion in vivo del Instituto de Floricultura del INTA, Argentina.

Las semillas fueron irradiadas por medio de un equipo de rayos X de tipo industrial
a 120 kilovoltio (kV) y 15 miliamperio (mA). Se aplicaron dosis incrementales de
rayos X en seis tratamientos: 100, 200, 300, 400, 500 y 600 Gy, mas un control con
semillas no irradiadas. Se irradiaron, por lo menos, 50 semillas por tratamiento. Para
la estimacién de la dosis letal media (DL50), se evalué la cantidad de plantas adultas
obtenidas respecto del tratamiento control, teniendo en cuenta la viabilidad de la
semilla. El efecto de los tratamientos se analizé ajustando los datos a un modelo
matematico de regresion lineal simple 'y, con la férmula resultante, se obtuvo la DL50.
La supervivencia de plantas entre las diferentes dosis y el control fueron contrastadas
por medio de la prueba de diferencia de proporciones, realizados por medio del
programa estadistico InfoStat 2009 [4].

Germinacion y evaluacion de las plantulas

Inmediatamente después de los tratamientos con rayos X, las semillas fueron embebidas
en agua durante una hora luego de lo cual se les retird el mucilago que exudan
frotandolas en una toalla de papel, para evitar posibles barreras a la germinacion (Figura
1). La siembra se realizd en bandejas plasticas alveoladas en un sustrato compuesto por
turba, perlita y vermiculita en proporcién 1:1:1 (Figura 1). Las bandejas de germinacion
se colocaron en invernaculo bajo un sistema de microaspersion hasta la emergencia de
las hojas verdaderas.

Las plantulas fueron evaluadas en un estadio temprano, a los 20 dfas de la siembra. Para
ello, se tomaron fotografias en vista superior de las bandejas alveoladas y se analizaron
por medio del programa Image J versién 1.50i, estimando el 4rea relativa de la superficie
de los cotiledones en cada tratamiento. Las superficies de cotiledones entre cada
tratamiento fueron contrastadas por medio de un ANOVA con comparaciones por BSS
por medio del programa InfoStat 2009 [4].
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Figura 1: Tratamiento de semillas y siembra para la induccién de mutaciones por rayos X en Salvia coccinea. A.
Semillas en imbibicién; B. limpieza del mucilago de las semillas previo a la siembra; C: plantulas provenientes de
la germinacion de los tratamientos con dosis 0, 100, 200 y 300 Gy (de izquierda a derecha).

Evaluacion de plantas con fenotipos mutantes

La evaluacion de los fenotipos se realizd en los diferentes estadios de las plantas hasta
la floracién. Se realizaron comparaciones con las plantas del tratamiento testigo y se
registraron fotograficamente los fenotipos aberrantes.

RESULTADOS

En un primer ensayo se aplicaron dosis de rayos X de 100, 200 y 300 Gy a semillas de
S. coccinea y se estimé la viabilidad de las semillas del control en un 84% (42 semillas
germinadas de 50 totales). En un segundo ensayo con 400, 500 y 600 Gy, la viabilidad de
las semillas del control fue de 96,3% (52 semillas germinadas de 54 totales). La viabilidad
de las semillas de los tratamientos control fue utilizada para relativizar los porcentajes de
supervivencia de los tratamientos con aplicacion de rayos X (Tabla 1).

Por otro lado, se observaron resultados variables en cuanto a la supervivencia de

plantas. Los porcentajes de formacion de plantas adultas fueron desde un 85.7% para
el tratamiento con dosis de 100 Gy de rayos X hasta 0% cuando la dosis ascendio
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a 600 Gy (Tabla 1). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en la supervivencia entre los tratamientos con 100, 200 y 300 Gy, mientras que se
observaron diferencias en el nidmero de plantas adultas sobrevivientes, cuando
aumentaron las dosis por encima de 400Gy. La regresion lineal entre los porcentajes
de supervivencia y las dosis de rayos X aplicadas ajustd con un coeficiente de
correlacion R? de 0.94 (Figura 2).

100 9
y=-0,18x + 106,24
R =0,94
80
L]
L]
60
=1 DLSO
g«
L]
2
L]
0
0 100 200 300 400 500

Dosis de rayos X (Gy)

Figura 2. Porcentaje de supervivencia de las plantas en funcion de las dosis de rayos X (Gy) aplicadas a las semillas
(regresion lineal) y determinacién de dosis letal media (DL50) en Salvia coccinea.

La dosis letal media (DL50) fue estimada por medio de la formula obtenida por regresion
lineal, resultando en un valor de irradiacion de 312 Gy (Figura 2).

El drea media de los cotiledones mostré diferencias significativas entre los tratamientos
con rayos X y el control. En los cotiledones de las plantulas del primer ensayo, los
tratamientos con 100 y 300 Gy no mostraron diferencias estadisticas entre sf; sin
embargo, el tratamiento con 200 Gy mostrd un tamafo significativamente menor.
Los cotiledones de las plantulas del segundo ensayo, presentaron un tamafio menor a
mayores dosis de rayos X, no mostrando diferencias estadisticas los tratados con 500 y
600 Gy. En la comparacion entre todos los tratamientos, las dosis de 100, 300 y 400 Gy
exhibieron un drea de tamafnos entre el 34.37 y el 38.16 % respecto de los cotiledones
control, mientras que los tratados con 200, 500 y 600 Gy, presentaron valores relativos
entre un 22.62y 31.09% (Tabla 1).
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Tabla 1: Supervivencia relativa total de plantas, porcentaje de supervivencia relativa y drea de los cotiledones
en plantas de Salvia coccinea irradiadas con rayos X. Letras distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos.

Supervivencia relativa de plantas

Dosis de rayos T e A e i Supen,ivencia Area reIa.tiva media de
X(Gy) control) relativa (%) los cotiledones (%)
0(100, 200, 300) 42/42 a 100.0 100.0 a
100 36/42 b (p 0,0129) 85.7 381b
200 31/42 b (p 0,1893) 738 31.0c
300 30/42 b (p 0,8125) 714 344b
0 (400, 500, 600) 52/52a 100.0 100.0 a
400 14/52 c (p <0,0001) 269 366b
500 3/52.d (p 0,0037) 57 274c¢
600 0/52d (p 0,1213) 0 226¢C

En cuanto ala aparicion de fenotipos aberrantes, éstos fueron observados a partir de 300
Gy. Entre ellos se observaron deformaciones foliares, alteraciones en la pigmentacion de
las hojas, variegacion, albinismo y torsién en tallos (Figura 3).
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Figura 3: Efectos fenotipicos observados en plantas de Salvia coccinea provenientes de semillas irradiadas
con rayos X. AC,B,: deformaciones foliares; D, E: cambios en la pigmentacidn de las hojas, variegacion y
albinismo; F: torsion en tallos.

DISCUSION

La aplicacion de técnicas de induccion de mutaciones ha sido ampliamente utilizada
para la obtencion de plantas ornamentales, con mdas de 700 variedades registradas
[5]. Por estos métodos se han obtenido variedades en los géneros: Alstroemeria, Rosa,

32
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Chrysanthemum, Dahlia, Begonia y Dianthus, entre otros. Sin embargo, a la fecha no
existe ninguna variedad de Salvia ornamental en dicho registro.

La dosis letal media (DL50) obtenida en este trabajo para S. coccinea fue de 312 Gy, la
cual resulté alta comparada con la empleada para la obtencién de mutantes a partir
de semillas en algunas especies como Passiflora edulis y flavicarpa (125 Gy), Cucurbita
maxima y Cucurbita moschata (160-190 Gy); pero resulta similar a la utilizada para arroz
(345-423 Gy) [6-8]. Sin embargo, la DL50 estimada en especies cruciferas fue mucho
mayor (400-800 Gy), siendo esta diferencia atribuida a diferencias en el volumen
nucleary el tamafio cromosémico [9]. El espesor y la textura del tegumento de la semilla
también podrian alterar la DL50 [10].

Una de las ventajas del uso de induccién de mutaciones en el mejoramiento de plantas
ornamentales propagadas vegetativamente es la posibilidad de seleccionar en la
generacion mutagenizada M, [3], ya que la propagacion agamica, permite mantener
mutantes al estado heterocigota. Por lo tanto, no es necesario llegar a la homocigosis
para poder registrar la variedad. Esto también representa una oportunidad para el
mejorador cuando puede alternarse con reproduccion sexual, teniendo la posibilidad
de seguir buscando variacion mediante la autofecundacién, asi como también en la
recombinacion, mediante el cruzamiento entre mutantes diferentes.

El drea media de la superficie de los cotiledones fue significativamente menor al control
en todos los tratamientos ensayados. La reduccion en el drea de los cotiledones suele
atribuirse al daflo cromosdsomico, dado que los rayos X producen rupturas y rearreglos
[11]. Esa hipotesis sugerirfa que en los cotiledones de S. coccinea ocurrirfa division celular
post-germinacion. Sin embargo, deberdn realizarse estudios para dilucidar cual fue el
mecanismo afectado.

Los fenotipos aberrantes obtenidos resultaron muy interesantes para los objetivos
de mejoramiento. Algunas de las modificaciones encontradas en hojas como las
variegaciones y cambios de pigmentacion, asi como la torsion de tallos (Figura 3)
pueden proveer de la variabilidad requerida para generar una nueva variedad. Por
otro lado, algunos de los fenotipos obtenidos mostraron indicios de que sus tejidos
presentan un mosaico genético, siendo quimeras sectoriales o mericlinales (Figuras 3.c,
dy e). En caso de resultar de interés, podria aislarse intentando enraizar la porcién que
presenta la mutacion. La obtenciéon de variantes sélidas en esta etapa, se atribuirfa a la
expresiéon de variaciéon pre-existente no detectada en el fenotipo parental.

Existen diferentes metodologias para la induccidon de mutaciones por rayos X. En este
trabajo fueron aplicadas dosis agudas en una sola exposicién a la radiacion. Sin embargo,
algunos autores han obtenido un mayor nimero de mutantes mediante una exposicion
fraccionada de la DL50 ya que, segun afirman, permite al genoma recuperarse entre
eventos de irradiacion [12-15].

Si bien ya se obtuvieron fenotipos promisorios, el plan de mejoramiento continuara
aplicando la DL 50 calculada para obtener un mayor nimero de mutantes. La aplicacién
de la radiacién se repetird como dosis aguda pero no se descarta la posibilidad de
evaluar el efecto de dosis fraccionadas. También se planea realizar autofecundaciones y
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cruzamientos dirigidos entre mutantes. La seleccién de nuevas variedades se orientara
a la obtencion de plantas compactas, variegacion de las hojas, novedades en forma y
color de flores y esterilidad. Las plantas obtenidas a partir de los ensayos de induccién
de mutaciones se encuentran actualmente en cultivo en el Instituto de Floricultura del
INTA, Argentina, para continuar su evaluacion.
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Phenotypic evaluation of two generations of pea plants
(Pisum sativum L.) from gamma-irradiated seeds

Resumen

La induccién de mutaciones es una técnica que permite generar nueva variabilidad
genética Util para la busqueda de mutantes de interés en diversos caracteres, paralo cual se
pueden utilizar agentes mutagénicos que pueden ser de tipo fisico o quimico. El objetivo
de este estudio fue: evaluar fenotipicamente dos generaciones de plantas provenientes
de semillas irradiadas con cobalto 60 de la variedad de arveja INIAP 436 Liliana. La
investigacion se realizé en la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) del INIAP a 3057
msnm y en el Instituto Técnico Superior Simoén Rodriguez (ITSSR) a 2775 msnm. La primera
etapa consistié en determinar la dosis dptima de radiacion para inducir mutaciones
(dosimetrfa). Se probaron cinco tratamientos: 0, 50, 100, 150y 200 Gy, y se determiné que la
dosis Optima fue de 120 Gy. En la segunda etapa se irradiaron 30 000 semillas de arveja de
la variedad INIAP 436 Liliana a la dosis determinada. Esta poblacion(M.,) fue sembrada en
campo junto a un testigo sin irradiar y se evaluo el porcentaje de emergencia y el nimero
de plantas que presentaron sectores mutantes clorofilicos en el cuarto, quinto y sexto
foliolo, y plantas que tenfan vainas cony sin grano. En la tercera etapa, 50000 semillas de la
poblacion M, fueron sembradas en cada localidad, se midieron las mismas variables que
en la etapa anterior. Ademas, se calculd la frecuencia, efectividad y eficacia de la radiacion.
En la poblacién M., tratada se observé disminucion en el porcentaje de emergencia, asi
como el aparecimiento de plantas quiméricas deficientes en clorofila y estériles, lo cual
se debe a los cambios genéticos debido a la radiacion aplicada. Igualmente, en la M, se
observaron plantas mutantes clorofilicas de las categorias albina, xantha y viridis, lo cual
indica que, a pesar de la frecuencia de mutacion baja (0,22%), el tratamiento aplicado
indujo mutaciones que pasaron a la segunda generacion (M.). No fue posible identificar
mutaciones que confieran resistencia a Ascochyta sp, debido posiblemente a que es un
caracter poligénico.

Palabras clave: Mejoramiento genético, Mutaciones, Mutantes clorofilicas, Progenie.
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Abstract

Mutation plant breeding is a technique that generates new genetic variability that can
be used to identify and select mutants of interest for various characters. The mutant
agent can be physical or chemical. The objective of this study was to evaluate two
generations of plants of the pea variety INIAP 436 Liliana whose seed was irradiated with
cobalt 60. The research was carried out at the Santa Catalina Experimental Station (EESC)
of INIAP at 3057 masl and at the Simon Rodriguez Higher Technical Institute (ITSSR) at
2775 masl. Previously, the optimal dose of radiation to induce mutations (dosimetry)
in the pea variety was evaluated with five treatments: 0, 50, 100, 150 and 200 Gy, and
it was determined that the optimal dose was 120 Gy. With the optimal dose, 30000
seeds of pea were irradiated. This population (M,) was sown in the field together with a
control without irradiation. The emergence percentage and the number of plants that
presented chlorophyll mutant sectors in the fourth, fifth and sixth leaflets, and plants
that had pods with and without grain were evaluated. In the next cycle, 50000 seeds
of the M, population were sown in each locality, the same variations were measured
as in the previous stage. In addition, the frequency, effectiveness and efficiency of the
mutation were calculated. In the treated M, population, a decrease in the percentage
of emergence was observed, as well as the appearance of chimeric plants deficient in
chlorophyll and sterile, which is due to genetic changes due to the applied radiation.
Similarly, in M, chlorophyll mutant plants of the albino, xantha and viridis categories
were observed, which indicates that, despite the low mutation frequency (0.22%), the
applied treatment induced mutations that passed to the second generation (M.). It was
not possible to identify mutations that confer resistance to Ascochyta sp, possibly due
to its polygenic character.

Keywords: Chlorophyll mutants, Mutations, Plant breeding, Progeny.

INTRODUCCION

La induccién de mutaciones es una técnica que permite generar nueva variabilidad
genética. Se realiza empleando agentes mutagénicos que pueden ser de tipo fisico o
quimico [1]. En el grupo de los agentes fisicos se encuentran los rayos gamma que son
emitidos por los radionucleidos cobalto 60 (*°Co) o cesio ( *’Cs) y que son un tipo de
radiacion electromagnética, ionizante y muy penetrante [2]. La exposicion de células
vivas a estos rayos ocasionan estrés oxidativo que conlleva dafos al ADN, entre otras
macromoléculas. La reparacion enzimatica de tales dafos puede producir mutaciones
[3, 4]. La dosis optima del agente mutagénico es aquella que produce alteraciones
en el ADN sin comprometer en gran medida la viabilidad del material tratado. Para
determinarla, se debe medir el efecto de la exposicidon a un rango de dosis sobre
variables como altura o peso seco de plantulas [5]. La dosis éptima es aquella que
ocasiona una reduccién del 30% en la variable evaluada [6].

Para inducir mutaciones en leguminosas se recomienda utilizar los rayos gamma e

irradiar de 5000 a 10000 semillas, que forman la generacién M,. Las semillas cosechadas
a partir de esas plantas originan la generacion M,, que debe estar formada por al

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v12i3.1918

37


https://doi.org/10.18272/aci.v12i3.1918

Articulo/Article
12(22),36-49

avances
en ciendias e
ingenierias

38

Evaluacion fenotipica de dos generaciones de plantas de arveja (Pisum sativum L.)
provenientes de semillas irradiadas con rayos gamma

menos 50000 individuos. Las plantas M, son quiméricas. Esta caracteristica se observa
facilmente debido al aparecimiento de sectores mutantes clorofilicos. En la M, salvo
excepciones [7], no existen quimeras y se observan plantas mutantes clorofilicas
con la totalidad de sus tejidos de un color diferente al usual, pudiendo pertenecer
a las categorfas albina (blanca, sin clorofila), xantha (amarilla) y viridis (verde claro)
[6]. El registro del numero de plantas M, mutantes clorofilicas es util para calcular
la frecuencia de mutaciones inducida por el tratamiento mutagénico, asi como su
efectividad y eficiencia. La efectividad se define como una medida de la frecuencia
de mutaciones inducidas por unidad de agente utilizado. La eficiencia provee la
proporcién de mutaciones en relacion con otros efectos biolégicos deletéreos
observables en la M, tales como letalidad, esterilidad del polen y aberraciones
cromosémicas [8].

Es recomendable que en fitomejoramiento mediante mutagénesis se emplee una
variedad ya liberada, en la cual la mejora de una o dos caracteristicas incrementen su
valor agronémico. La variedad de arveja INIAP 436 Liliana, de tipo decumbente, posee
buenas caracteristicas agronémicas, tales como: precocidad intermedia, buen vigor de
crecimiento, grano grande, buena demanda en el mercado vy aptitud para elaboracion
de harina; sin embargo, es susceptible a ascoquitosis [9].

Con la finalidad de evaluar fenotipicamente dos generaciones de plantas provenientes
de semillas irradiadas de la variedad de arveja INIAP 436 Liliana, se indujeron mutaciones
empleando rayos gamma. El proceso se dividié en tres etapas. En la primera etapa
(dosimetria), se determiné la dosis optima en base a la reduccion producida por
la radiacién en la altura promedio de plantulas. La segunda etapa, correspondio a la
evaluacion en campo de una poblacién testigo y una poblacion irradiada a la dosis
optima (generacion M,). Se midieron los porcentajes de emergencia, porcentajes de
plantas con sectores mutantes clorofilicos y porcentajes de plantas que llegaron a
producir semillas en cada poblacion. En la tercera etapa (generacion M), se determind
los porcentajes de emergencia, la frecuencia de mutaciones clorofilicas y se evalto la
resistencia a Ascochyta spp, de la poblacién irradiada y el testigo.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) del INIAP
y en el Instituto Técnico Superior “Simén Rodriguez” (ITSSR), Ecuador. La primera esta
ubicada en la parroquia Cutuglahua del cantdn Mejia, provincia de Pichincha, a una
altitud 3057 msnm, con temperatura promedio de 11.6°C, nivel de precipitacién de 1400
mm anuales y humedad relativa de 79%. EI ITSSR se localiza en la parroquia Aldaquez del
canton Latacunga en la provincia de Cotopaxi, a una altitud de 2775 msnm con una
temperatura promedio de 14.5 °C, nivel de precipitacion de 500 mm anuales y humedad
relativa del 70% [10].

Las irradiaciones se realizaron en las instalaciones de la Subsecretaria de Control,
Investigacion y Aplicaciones Nucleares del Ministerio de Electricidad y Energia
Renovable; las mismas estdn ubicadas en la localidad de Aychapicho del cantén Mejia,
provincia de Pichincha, Ecuador.
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Etapa l. Dosimetria

Se determind el porcentaje de humedad de semillas de arveja de la variedad INIAP
436 Liliana empleando un medidor de granos Steinlite (Fred Stein Laboratories, Inc.).
Las semillas se irradiaron con una fuente de cobalto 60 (irradiador modelo 109-68, J.L.
Sheperd and Associates Inc.). Se probaron cinco tratamientos: 0, 50, 100, 150 y 200 Gy.
Se irradiaron 500 semillas para cada tratamiento. Después se desinfectaron con una
solucién de hipoclorito de sodio al 10%, en la cual se sumergieron durante 10 minutos,
seguido de lo cual se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril.

Se realizaron tres pruebas. Para cada prueba se destinaron 150 semillas por tratamiento,
y cada tratamiento estuvo formado por tres repeticiones de 50 semillas cada una. En la
primera prueba se midi¢ el efecto de los tratamientos sobre la variable “porcentaje de
germinacion”. Para esto, las semillas se mantuvieron sobre toallas de papel absorbente
reutilizable humedecidas con agua destilada estéril, dentro de una estufa a 20°C durante
nueve dias, al cabo de los cuales se contabilizé el nimero de semillas germinadas.

En la segunda prueba se midié la supervivencia de las plantas hasta los 31 dias
posteriores a la siembra. Las semillas se sembraron sobre un sustrato constituido por
tierra, compost, cascarilla de arroz y piedra pdmez en una proporciéon de 4:2:1:1. Este
sustrato se esterilizd en una autoclave a 121°C, durante 40 minutos. El riego se realizd
con agua estéril. Una vez transcurrido el tiempo establecido, se contabilizé el nimero de
plantas que aun se desarrollaban en cada unidad experimental.

En latercera prueba, se midi¢ la altura promedio que alcanzaron las plantulas hasta el punto
deinsercion del segundo foliolo. Para cada repeticién se realizé el siguiente procedimiento:
las semillas se colocaron cerca del borde de una toalla de papel humedecida con agua
estéril. Entre cada semilla se ubico una pajilla plastica. La toalla, junto con las semillas y
las pajillas se envolvieron alrededor de un tubo de PVC de 25 cm de largo y 2.54 cm de
didmetro y se sujetaron al mismo con ligas de hule. Este paquete se introdujo en un vaso
plastico desechable de 11 de capacidad. Se regaron las plantulas dos veces al dia con agua
estéril, y al cabo de un mes se realizaron las mediciones respectivas.

Una vez conocidas las alturas promedio de las plantulas por cada tratamiento, se
determind la ecuacion vy la curva de regresion para las dosis de radiacion utilizando el
programa Microsoft Excel. En base a la ecuacion se calculd la dosis de radiacién que
producirfa una reduccion del 30% en la altura de las plantulas.

Etapall. Generacion M,

Se irradiaron con la fuente de cobalto 60, 30000 semillas de arveja de la variedad INIAP
436 Liliana con un porcentaje de humedad del 12.7% a la dosis dptima previamente
determinada. Estas semillas se sembraron en el ITSSR en surcos de 75 m de largo con un
espaciamiento entre sitios de siembra de 10 cm y entre surcos de 80 cm. Entre los surcos
de la poblacién irradiada se sembraron surcos con semillas testigo o control.

A los 19 difas de la siembra, se midié en surcos seleccionados al azar el porcentaje de
emergencia en la poblacion irradiada y el testigo. En la muestra de cada poblacion se
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contabilizé el nimero de plantas emergidas, se lo dividid por el nimero estimado de
semillas sembradas y se multiplico este resultado por 100.

A los 38 dfas, se seleccionaron al azar dos surcos de la poblacién irradiada y de la
poblacién testigo. En cada muestra se contabilizo el nimero de plantas que presentaron
sectores mutantes clorofilicos en el cuarto, quinto y sexto foliolo. Se contabilizé también
el numero total de plantas evaluadas en cada muestra. Con esta informacion, se calculd
el porcentaje de presencia de sectores mutantes para cada foliolo considerado.

A los 136 dias, se seleccionaron 100 plantas al azar de cada una de las dos poblaciones.
Se contabilizod el nimero de plantas que tenian vainas con granos, asi como aquellas
que presentaban vainas vacias. La cosecha se efectud a los 145 dias. Se cosecharon 8
vainas provenientes del tallo principal de cada planta.

Etapa IIl. Generacion M,

Las semillas cosechadas en la etapa anterior se sembraron en dos localidades, en la
EESCy en el ITSSR. En cada localidad se sembraron mas de 50000 semillas provenientes
de cuatro vainas de cada planta M,. Adicionalmente, se sembraron semillas testigo en
surcos distribuidos entre la poblacién irradiada.

Localidad EESC

El espaciamiento entre plantas y surcos fue el mismo que el empleado en la etapa 2.
La longitud de los surcos fue de 100 m en la EESC. La medicién de los porcentajes de
emergencia se efectud tres semanas después de la siembra. Se seleccionaron al azar 10
surcos de la poblacion irradiada y 3 surcos de la poblacion testigo. Se aplicé el mismo
procedimiento realizado en la etapa 2 para obtener los porcentajes de emergencia. En
forma simultanea, se contabilizd las plantas mutantes clorofilicas y se las clasificd en
las categorias albina, xantha y viridis. Con esta informacion se calculo la frecuencia de
mutacion inducida utilizando la formula [6]:

M= _(numero de pldntulas mutantes (albina + xantha + viridis) x 100)
N

En donde: M = frecuencia de mutacién como porcentaje. N = numero de todas las
plantulas M, analizadas para una dosis particular. Para estimar la cantidad total de
plantulas M, evaluadas dentro de la poblacion, se promedié el nimero de plantulas
presentes dentro de los surcos muestreados y a este valor se le multiplicd por el nimero
total de surcos sembrados.

A los 96 dias después de la siembra, se realizé la inoculacion de las plantas con un
aislamiento de Ascochyta sp. proveniente de la EESC. La concentracién empleada fue de
10° conidias ml™ [11]. La inoculacién se realizd empleando una bomba de mochila de 20
| de capacidad. A la solucién se le afiadié un fijador agricola a una dosis de 1 ml por litro.
Las plantas fueron inoculadas en las Ultimas horas de la tarde.
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Localidad ITSSR

La longitud de los surcos en esta localidad fue de 90 m, el espaciamiento entre
plantas y entre surcos fue el mismo que en la EESC. Para determinar los porcentajes de
emergencia se seleccionaron 10 surcos al azar de la poblacion irradiada y 5 surcos de la
poblacién testigo. Se aplicd el mismo procedimiento empleado en la etapa 2. Una vez
conocidos los porcentajes de emergencia de ambas poblaciones en las dos localidades,
se realizd la transformacion raiz cuadrada del arcoseno para poder realizar el anélisis de
varianza [10]. Para la obtencion de la frecuencia de mutacion se siguieron los mismos
pasos empleados en la EESC.

La inoculacion de Ascochyta sp se realizd a los 106 dias de la siembra con un aislamiento
proveniente del ITSSR. La concentracion de conidias en la solucion fue la misma que la
utilizada en la EESC, asi como los implementos, aditivos y procedimientos realizados. Las
evaluaciones de la reaccién de las plantas al patdgeno se realizaron a los 25 y 46 dias
después de la inoculacion.

Calculo de la efectividad y la eficiencia del tratamiento mutagenico

La formula aplicada para calcular la efectividad de un agente mutagénico fisico fue la
empleada por Konzak et al,, citados por Wani (2009) [12], la cual es:

Frecuencia de mutacion

Efectividad (agente fisico) =
Dosis del mutdgeno(Krad)

En cuanto a la eficiencia de un agente mutagénico, la férmula que se utilizd para
obtenerla fue la siguiente (Konzak et al,, citados por Wani (2009) [12]:

Frecuencia de mutacion

Ficiencia = % de plantas que no llegan a producir semilla (letalidad)

RESULTADOS Y DISCUSION
Etapa I. Dosimetria
Se encontrd que las distintas dosis de radiacion no tuvieron efecto sobre la capacidad de

germinacion de las semillas de arveja (Figura 1). Resultados similares fueron obtenidos
en trabajos con arveja, vigna y trigo [13, 14, 15].
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FIGURA 1. Nimero promedio de semillas germinadas y porcentaje de germinacion para cada dosis de radiacién
empleada.

En la evaluacion de la supervivencia a los 30 dias, se observé que la dosis de 200 Gy
presentd un marcado descenso en el nimero de plantas que aln continuaban con su
desarrollo. La reduccion a esta dosis fue del 25.2% (Figura 2). Un resultado similar se
observé al irradiar semillas de haba por sobre los 200 Gy [16].
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FIGURA 2. Nimero promedio de plantas supervivientes, porcentaje de supervivencia y porcentaje de reduccién
con respecto al tratamiento testigo, observados para cada dosis de radiacién gamma aplicada.

La altura promedio de las plantulas hasta el punto de insercion del segundo foliolo, se
redujo conforme se incremento la dosis de rayos gamma (Figura 3). Esto puede deberse
a que en los meristemas de las plantas irradiadas se presentan tres tipos de cambios
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citolégicos: retraso en el ciclo celular, formacion de aberraciones cromosémicas y
pérdida de la capacidad proliferativa debido a una diferenciacion temprana o a muerte
celular. Se sugiere que este Ultimo cambio es el principal responsable de la reduccién
en el crecimiento [17]. En base a esta informacion se procedié a determinar la dosis
Optima de radiacion, para lo cual, se determind la curva y la ecuacién de regresion:

y=2x10°x*-0.0005x*+ 0.0043x+ 10.988

96

854 B Altura promedio
8 de pldntula

— (urva de regresién

0 50 100 150 200
Dosis de radiacion (Gy)

FIGURA 3. Reduccién en la altura promedio de las pldntulas como efecto de las dosis de radiacion aplicadas.

Dado que la altura promedio de las plantulas en el tratamiento testigo fue de 11.11
cm (Figura 3), la dosis buscada fue aquella que produjese una reduccion del 30% , es
decir, 7.78 cm. Una vez resuelta la ecuacion cubica, se encontré que la dosis dptima
de radiacion es de 119.66 Gy, valor que se redonded a 120 Gy. De acuerdo a diversos
trabajos [9, 10], para inducir mutaciones en semillas de arveja con rayos gamma, el
rango de dosis recomendadas se ubica entre los 100 a 150 Gy [6].

Etapall. Generacion M,

Los porcentajes de emergencia observados en la poblacion irradiada y la poblacion
testigo fueron diferentes. En la primera la emergencia fue del 31.4%y en la segunda del
65%. Resultados similares se obtuvieron al irradiar semillas de arveja de las variedades
"Amarilla” y “Alderman’, con dosis de 140 y 180 Gy de rayos gamma incluyendo
poblaciones testigo [18].

Se observaron plantas con sectores mutantes clorofilicos solo en la poblacion
irradiada. Pero, el porcentaje de estas alteraciones se redujo en los foliolos mas
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jovenes de la parte superior de la planta (Tabla 1). La presencia de sectores
mutantes clorofilicos en las plantas M, es un indicio del dano causado por
avances  la radiacion sobre genes que regulan la capacidad fotosintética de las células
e vegetales, el cual estd regulado por genes presentes tanto en el nicleo como en
los cloroplastos [19].

La pérdida de los sectores mutantes clorofilicos conforme se desarrolla la planta
se puede explicar mediante los procesos de deriva y seleccion dipldntica;
la primera se debe a las condiciones ambientales como la temperatura y
fotoperiodo que afectan la estabilidad de las células en el dpice de una planta.
Si una célula mutante es desplazada del dpice, deja de generar tejidos que
conforman nuevos 6rganos vy el sector se pierde. Estd pérdida se da al azar [20].
La seleccion dipldntica, consiste en la competencia entre tejidos con diferente
genoma dentro de una misma planta. Por lo general los sectores mutantes, al
acarrear alteraciones genéticas, pueden estar en desventaja competitiva y, en
consecuencia, desaparecer [21]. En otro estudio solamente se encontré evidencia
de “seleccion diplontica”en donde, existen varios meristemas potenciales, de los
cuales solo unos pocos pueden desarrollarse. Esto sucede durante la formacion
de yemas axilares y adventicias [20]. Otra causa para la presencia de un nimero
menor de sectores con pigmentacién en hojas de la parte superior de la planta, se
debe a que estan representadas por un nimero menor de células en el momento
de la irradiacion.

El porcentaje de plantas con vainas vacias dentro de la poblacién M, irradiada
fue del 13%, mientras que en la poblacion testigo no se encontraron este tipo de
alteraciones. Esto se deberfa a un dano fisioldgico general ocasionado en la semilla,
debido a la letalidad de los tratamientos con rayos gamma (Tabla 1). De acuerdo a
[22] y [23], posiblemente estas alteraciones también pueden atribuirse a disturbios
producidos durante la meiosis.

TABLA 1. Resultados observados en las variables medidas durante la generacién M,

Poblaciones
Variables
Irradiada Testigo

Porcentaje de emergencia 3140 65.00

Cuarto foliolo 9136 0
Porcentaje de plra'ntas con sectores Quinto foliolo 7116 0
mutantes clorofilicos.

Sexto foliolo 39.03 0

Plantas con vainas con 8700 10000

granos
Letalidad : ) :

Plantas con vainas sin 13.00 0

granos
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Etapa lll. Generacion M,

Aunque se observaron ligeras diferencias entre los porcentajes de emergencia de
la poblacién irradiada y el testigo en las dos localidades (Figura 4), el andlisis de
varianza realizado con los datos transformados demostrd que no existieron diferencias
significativas entre los valores observados (Tabla 2).

6 5726% 873%
52.74%
50
0,
A% l Dosis 6ptima
40
% B Testigo
30
20
10
0
[TSSR [TSSR
Localidades

FIGURA 4. Porcentajes de emergencia en la Etapa lll de las poblaciones “Dosis 6ptima”y “Testigo”
en dos localidades.

TABLA 2. Andlisis de varianza de la emergencia de plantas observada en las poblaciones irradiadas y testigo
en dos localidades.

Fuentes de Grados de Sumade .
... ’ Cuadrados medios
variacion libertad cuadrados
Total 3 4129
Poblacion 1 797 797 0.27ns
Localidad 1 3.88 3.88 0.13ns
Error 1 2944 2944

En la poblacion M, se observaron plantulas con sectores mutantes clorofflicos de tipos:
Albina, Xantha'y Viridis. La frecuencia de mutacion de la poblacién irradiada fue de 0.22%
en ambas localidades (Tabla 3). Esta frecuencia de mutacion también fue observada
por otros investigadores en arveja [18]; en dichos trabajos hallaron que en la M, las
frecuencias de mutaciones clorofilicas se encontraban entre 0.20 y 0.35% para dosis
de radiacién gamma entre 140 y 180 Gy. En contraste a los resultados mencionados,
en otros trabajos reportan frecuencias de mutaciones clorofilicas de hasta el 6.27% al
irradiar semillas de arveja de las variedades indias DDR-53 y DMR-55 con rayos gamma
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a dosis de 50, 70 y 100 Gy [8]. El origen de deficiencias clorofilicas en plantas se debe,
principalmente, a mutaciones en genes que codifican para la sintesis de pigmentos
fotosintéticos o en genes de mitocondria [8]. Es necesario sefalar que otros genes que
determinan atributos de interés agrondmico pueden mutar con menor frecuencia que
aquellos que controlan la elaboracion de clorofila [6].

TABLA 3. Nimero de plantulas mutantes clorofilicas observadas dentro de las poblaciones irradiadas en la
Generacion M, en cada localidad y sus correspondientes frecuencias de mutacién

LOCALIDADES

ITSSR
Albina 16 8
Numero de plantulas Categorias Xantha 4 2
con sectores mutantes
clorofilicos viridis 44 55
TOTAL 64 65
NUmero estimado total de plantulas analizadas 29631 28975
FRECUENCIAS DE MUTACION 0.22% 0.22%

Todas las plantas fueron susceptibles a Ascochyta sp , debido posiblemente a que la
arveja tiene una base genética sumamente compleja y que la resistencia genética
puede estar determinada por varios genes y su herencia es cuantitativa [24].

Efectividad y eficiencia del tratamiento mutagénico

Los valores de la efectividad y eficiencia del agente mutagénico aplicada en la variedad
Liliana fueron de 0.0018 y 0.0169, respectivamente. Al comparar estos valores con lo
observado en las variedades DDR-53 y DDR-55 [8] son sustancialmente superiores a los
valores encontrados en la presente investigacion; lo cual lleva a indicar que la variedad
INIAP Liliana posiblemente posee una radiosensibilidad menor que las variedades indias.

CONCLUSIONES

La dosis éptima para inducir mutaciones en la variedad INIAP 436 Liliana fue de 120
Gy. Esta dosis de rayos gamma origind una disminucion del 30% en altura de plantulas
comparandola con un tratamiento testigo, sin exposicion a radiacion.

La presencia de sectores deficientes en clorofila y esterilidad en plantas adultas M, son
indicios de que se produjeron cambios genéticos en la semilla irradiada.
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A pesar de que la frecuencia de mutaciones clorofilicas observada en la generacion
M, fue baja, el tratamiento con rayos gamma indujo mutaciones que lograron pasar
a la segunda generacion. Sin embargo, se podria aumentar las dosis pero sin exceder
la letalidad.

No fue posible aislar mutaciones en la variedad de arveja INIAP 436 Liliana que confieran
resistencia a Ascochyta sp, mediante el uso de rayos gamma a la dosis de 120 Gy debido
que esta caracteristica posiblemente es poligénica.
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Generation and selection of potato mutants
(Solanum tuberosum) with resistance to late blight
(Phytophthora infestans)

Resumen

El objetivo de esta investigacion fue generar y seleccionar mutantes con resistencia al tizon
tardio, provenientes de la variedad Superchola, mediante radiaciones con fuente ®Co. Los
ensayos se implementaron en la Estacion Experimental Santa Catalina del INIAP, para lo
cual, se irradiaron explantes de yemas axilares y apicales de papa in vitro de 45 dias de
crecimiento. La dosis dptima de irradiacion para explantes provenientes de yemas apicales
fue de 35 Gy y para explantes de yemas axilares fue de 30 Gy. En laboratorio se realizaron
tres micropropagaciones sucesivas para generary estabilizar las mutaciones. Los mutantes
solidos se inocularon con una suspension de 0.5x10* zoosporas ml™" de R infestans y se
evaluaron ocho dias después de la inoculacion. En campo se midié la respuesta de 116
mutantes al ataque de tizdn tardio. Se incluyeron cinco controles, las variedades resistentes
INIAP-Santa Catalina, INIAP-Fripapa y las susceptibles Superchola, INIAP-Gabriela y Uvilla.
Se utilizé un disefo experimental de latice parcialmente balanceado 11x11 con tres
repeticiones. La prueba de separacién de medias utilizada fue Tukey al 5%. Las variables
evaluadas fueron: drea bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE), calculada
con base en las 12 lecturas de severidad y el rendimiento expresado en kilogramos por
planta. Los individuos seleccionados como mutantes sélidos correspondieron al 75%
originados de yemas apicales (1319 mutantes) y el 69% originados de yemas axilares
(2145 mutantes). £l 80% de mutantes de origen axilar y el 62% de origen apical mostraron
reaccion de susceptibilidad a P infestans. El porcentaje de mutantes sélidos que mostraron
una respuesta de resistencia fue reducido en relacion a la poblacion inicial, el 20% de
mutantes de origen axilar y 38 % de mutantes de origen apical mostraron resistencia
a P infestans. En campo para ABCPE se encontraron ocho rangos, las variedades INIAP-
Santa Catalina, INIAP-Fripapa y los mutantes m67, m92, m39 se ubicaron en los primeros
rangos con valores menores a 2536.24 unidades de ABCPE. Con respecto al rendimiento se
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establecieron tres rangos, los mutantes m42 y mé5 se ubicaron en el primer rango con 1.15
kg planta™. Bajo condiciones de laboratorio se seleccionaron 938 mutantes con resistencia P
infestans y 18 en condiciones de campo.

Palabras clave: Explantes, Rendimiento, Severidad, Yemas apicales, Yemas axilares.

Abstract

To generate and select potato mutants from Superchola potato variety with resistance to late
blight, an experiment was implemented at the Santa Catalina Research Station of INIAP. It
consisted of ®°Co irradiated explants from axillary and apical buds from 45 old-day in vitro potato
plants. The optimal irradiation dose for explants from apical buds was 35 Gy and from axillary
buds explants was 30 Gy. Three successive micropropagations were performed to generate and
stabilize the mutations. Solid mutants were inoculated with a suspension of 0.5 x10* zoospores
ml™ of R infestans. They were evaluated eight days later. Under field conditions, 116 mutants
were assessed for resistance to late blight. Five controls were included, the resistant varieties
INIAP-Santa Catalina, INIAP-Fripapa, and the susceptible controls Superchola, INIAP-Gabriela,
and Uvilla. A partially balanced 11x11 lattice experimental design with three replications
was used. Tukey test at 5% was applied. The variables evaluated were area under the disease
progress curve (AUDPC), based on 12 severity readings and the yield expressed in kilograms per
plant. The individuals selected as solid mutants corresponded to 75% originating from apical
buds (1319 mutants) and 69% originating from axillary buds (2145 mutants). Eighty percent of
mutants of axillary origin and 62% of apical origin showed a susceptibility reaction to R infestans.
The percentage of solid mutants that showed a resistance response was reduced in relation to
the initial population, 20% of mutants were resistant of axillary origin and 38% of mutants of
apical origin. For AUDPC, eight ranges were found. INIAP-Santa Catalina, INIAP-Fripapa, m67,
m92, m39 were in the first ranges, with AUDPC lower than 2536.24. Regarding yield, three
ranges were established. The m42 and mé5 mutants were in the first range with 1.15 kg plant.
In the laboratory, 938 mutants with resistance P infestans were selected. In the field, 18 mutants
with resistance P, infestans were selected.

Keywords: Apical buds, Axillary buds, Explants, Severity, Yield.

INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos alimenticios méas importantes del
mundo después del arroz, trigo y maiz en términos de consumo humano [1]. Mas de mil
millones de personas en todo el mundo consumen papas y la produccién mundial del
cultivo superd los 368 millones de toneladas en 2018 [2].

En Ecuador, la produccion nacional de papa en el 2018 fue de 269 201 toneladas, cultivadas
en 23 974 hectareas, con un rendimiento promedio de 16.28 t ha' [3]. Esta presentd una
reduccion del 29% respecto al afo 2017. Una de las causas se debio al efecto de las plagas
que ocasionaron pérdidas en la produccion del 13% [4].
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El cultivo de papa se ve afectado por factores bidticos (plagas y enfermedades) y
abioticos (sequia, bajas temperaturas, calor, entre otros) que afectan la produccién y
calidad [5,6]. Una de las principales enfermedades que afecta al cultivo es el tizén tardio,
causada por un Oomicete denominado Phytophthora infestans. Esta enfermedad puede
causar pérdidas en el rendimiento superiores al 70% [7,8,9].

La mayoria de variedades de papas cultivadas en Ecuador son susceptibles a tizon tardio
y para combatir esta enfermedad una de las estrategias utilizada por los agricultores
es el uso de fungicidas. Los agricultores ecuatorianos realizan hasta 23 aplicaciones en
variedades susceptibles como es Superhola [10]. Otra alternativa es el mejoramiento
genético mediante cruzamientos, seleccion clonal, seleccion por pedigri, mutaciones
inducidas entre los principales. La presente investigacion tuvo como objetivo generar y
seleccionar mutantes de papa con resistencia a P infestans provenientes de la variedad
Superchola, obtenidas mediante radiaciones con ®Co.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion

La investigaciéon se efectud en la Estacion Experimental Santa Catalina del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), Cantén Mejfa, Provincia de Pichincha,
ubicada a una altitud de 3050 metros sobre el nivel del mar.

Generacion de mutantes

A partir de plantulas de papa de la variedad Superchola cultivadas in vitro, se obtuvieron
explantes de yemas apicales y axilares que fueron colocadas en 20 cajas Petri con agua
desionizada estéril. Cada caja Petri contenfa 50 explantes. En total se utilizaron 500
explantes provenientes de yemas axilares y 500 explantes de yemas apicales. El proceso
de irradiacion se efectud con una fuente de ©°Co, perteneciente al Departamento de
Ciencias Nucleares de la Escuela Politécnica Nacional. Los explantes fueron sometidos a
la dosis dptima determinada de 35 Gy para los explantes de yemas apicales y 30 Gy para
los explantes de yemas axilares. Posteriormente, los explantes irradiados seleccionados
se colocaron en un medio basico de cultivo Murashige & Skoog (M&) [11]. Se realizaron
tres micropropagaciones sucesivas cada 45 dfas. Los mutantes solidos (libres de
quimeras), provenientes de yemas axilares y apicales identificados, fueron sembrados en
frascos de vidrio de un didmetro de 10 cm con medio basico de cultivo M&S. Cada frasco
contenfa cinco cortes de yemas separados de 2 a 3 cm entre cortes. Las condiciones de
crecimiento in vitro fueron de 24 °C, 16 horas de luz.

Indculo de Phytophthora infestans

Para las inoculaciones se utilizd un aislamiento de una raza compleja con 11 genes
R obtenida de la coleccion de aislamientos del INIAP. La activacion, multiplicacion,
preparacion y aplicacion del indculo de P infestans se lo realizd de acuerdo a la
metodologfa establecida por Gamboa, Pérez, Andrade-Piedra & Forbes (2019) [12].
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Seleccion in vitro

Los mutantes sélidos se inocularon cuando las plantulas presentaron entre tres a cuatro
hojas completamente desarrolladas en frascos de vidrio (cinco plantulas por frasco), con
una suspension de 0.5x10* zoosporas ml™ de indculo de P infestans. Después de ocho dias
de la inoculacion, las plantulas fueron evaluadas por su respuesta al aislamiento para lo
cual se utilizé la escala utilizada por Huang, Vleeshouwers, Visser & Jacobsen (2005) [13]
donde: 1 = lesién extendida con una esporulacién masiva; 2 = poca extension de la lesion o
poca esporulacion; 3 = lesidn sin extension con poca esporulacion; 4 = lesion sin extension,
rastros de necrosis, sin esporulacion; y 5 = sin sintomas.

Evaluacion en campo

Se evaluaron 116 plantas mutantes que presentaron resistencia a tizén tardio en
condiciones de laboratorio. Se utilizaron cinco variedades testigo: INIAP-Santa Catalina,
INIAP-Fripapa, como resistentes, e INIAP-Gabriela, Superchola y Uvilla como susceptibles.
El diseno experimental utilizado fue latice parcialmente balanceado 11x11 con tres
repeticiones. Se utilizo la prueba de Tukey al 5% para los tratamientos que presentaron
diferencias estadisticas. Las variables evaluadas fueron severidad a tizon tardio expresada
en valores de drea bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) y rendimiento en
kilogramos por planta [14]. La severidad se evalud cada 7 dias a libre infeccion a partir de
los 45 dias después de la siembra, en total se realizaron 12 lecturas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Mutantes solidos

Los individuos seleccionados como mutantes sélidos, correspondieron al 75% originados
de yemas apicales (1319 mutantes), mientras que un 25 % fueron deformes (434 mutantes);
y 69% seleccionados de yemas axilares (2145 mutantes), con 31% de deformes (976
mutantes). En total se generaron 3464 mutantes solidos y 1410 mutantes deformes. Las
yemas apicales y axilares provenientes de Superchola in vitro irradiadas con fuente ©°Co
generaron una poblacién de mutantes sélidos. Bado et al,, (2016) [15] menciona que este
método de cultivos in vitro de papa irradiados con una fuente de “Co es una alternativa
eficaz para generar variacién genética.

Reaccion a Phytophthora infestans de mutantes in vitro

Se evaluaron 1319 mutantes sélidos provenientes de yemas apicales. Se identificé que el 38%
presentaron una respuesta de resistencia a P infestans ubicdndose en la escala4y 5 con 316y
182 mutantes, respectivamente; mientras que el 62% de los mutantes mostraron una reacciéon
de susceptibilidad ubicdndose en la escala 1y 2, con 451 y 370 mutantes, respectivamente.
Los mutantes sélidos provenientes de yemas axilares evaluados fueron 2145, de los cuales el
20% mostraron una respuesta de resistencia a P, infestans y se ubicaron en la escala 4 y 5, con
179y 261 mutantes, respectivamente. El 80% de las yemas axilares mostraron susceptibilidad
y se ubicaron en la escala 1y 2, con 1044 y 1482 mutantes, respectivamente. En total, se
evaluaron 3464 mutantes sélidos provenientes de yemas apicales y axilares y solo el 27.08%
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(938 mutantes) presentaron resistencia a P infestans. Gosal et al,, (2001) [16] en su evaluacién
in vitro de mutantes provenientes de dos variedades presentaron valores similares con 42%
y 36% de mutantes con resistencia a P infestans, mientras Al-Safadi & Arabi (2003) [5] en su
evaluacion in vitro a P infestans en mutantes provenientes de tres variedades obtuvo menos
del 5% de mutantes con resistencia a tizon tardio.

El andlisis de la varianza para ABCPE y rendimiento por planta (RP) estableci¢ diferencias
significativas al 1% de probabilidad. El promedio general fue de 3261.31y 0.60 para ABCPE
y kg planta™, respectivamente. El coeficiente de variacion (CV) fue de 15.92% y 45.60%
para ABCPE y para RP, respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Andlisis de varianza para ABCPE y RP en la evaluacién de mutantes con resistencia a P infestans)
en la variedad Superchola, EESC, Ecuador.

Fuente de Variacion Cuadrados Medios
ABCPE R

Total 362

Repeticion 2 5.82m 38.96™
Mutantes 120 2517 210"
Bloque ajustado 10 201" 459"
Error Intrabloque 132 252" 2.84"
Error 230

CV (%) 1592 4560
PG 326131 0.60

“Significativa al 1% ™ no significativo; CV=coeficiente de variacion; PG= promedio general; ABCPE=drea bajo la curva de
progreso de la enfermedad; RP=rendimiento por planta (kg).

Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE)

Al realizar la prueba de Tukey al 5% para ABCPE se encontraron ocho rangos. Las variedades
INIAP-Santa Catalina, INIAP-Fripapa y los mutantes m67, m92, m39 se ubicaron en los primeros
tres rangos con valores menores a 2536.25 unidades de ABCPE; mientras que el mutante m75
se ubicd en el Ultimo rango con 4829.52 unidades de ABCPE (Tabla 2). Los tres mutantes (mé67,
m92, m39) mostraron la mayor resistencia a P infestans lo que representan el 2.59% de los
mutantes evaluados (116 mutantes). Kowalski & Cassells (1999) [17] obtuvieron un porcentaje
mayor de mutantes con resistencia a tizéon tardio (7%) provenientes de una variedad
comercial. Dentro de las variedades testigo, Superchola y Uvilla fueron los mas susceptibles
a P infestans con valores de 3716.86 y 4237.14 unidades de ABCPE, respectivamente. A pesar
de que existi¢ variacion en la respuesta de los mutantes a P infestans, no se encontraron
mutantes con mayor resistencia a la mostrada por la variedad testigo INIAP-Santa Catalina.

Rendimiento por planta (RP)

Al realizar la prueba de Tukey al 5% para RP se establecieron tres rangos, los mutantes m42,
y m65 se ubicaron en el primero con 1.15 kg planta™. La variedad INIAP-Santa Catalina y el
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mutante m49 se ubicaron en el segundo con rendimientos entre 1.09 y 1.12 kg planta™,
respectivamente; mientras que los mutantes m115, m37, m69 y m24 se encontraron en
el Ultimo rango con rendimientos inferiores a 0.24 kg planta™. Las variedades susceptibles
Superchola, Uvilla e INIAP-Gabriela presentaron rendimientos de 0.85,0.40y 0.30 kg planta™,
respectivamente (Tabla 2). Al comparar el rendimiento de los mutantes m42, m65 y m49
con Superchola (variedad de la que provienen los mutantes), se observé un incremento
en el rendimiento de entre el 24.11% al 26.09%. Resultados similares lo obtuvo Salomén,
Gonzalez, Castillo & Varela (2017) [18] al evaluar mutantes provenientes de una variedad
irradiada con fuente ®“Co (30 Gy), que reportd un incremento promedio del rendimiento
por planta de 43.86% comparado con la variedad de origen de los mutantes. Se identifico
mutantes con rendimientos similares o superiores a las variedades resistentes, los cuales
tienen potencialidad para seguir sus evaluaciones dentro del esquema de mejoramiento
del Programa Nacional de Raices y Tubérculos, rubro papa, del INIAP establecido en Cuesta,
Rivadeneira & Monteros (2015) [14].

Tabla 2. Promedio y prueba de Tukey al 5% para ABCPE, RP en materiales mutantes y variedades testigo en la
EESC, Ecuador.

Genotipos  ABCPE RP  Genotipos  ABCPE RP  Genotipos  ABCPE RP
I-Sta. Catalina | 1638.88a 1.09ab m32 3084.74a-g | 0.57abc m116 3401.96b-h | 0.38abc
|-Fripapa 230469ab | 0.72abc m63 3086.54a-g | 0.63abc m70 3404.18b-h | 0.52abc
mé/7 237331abc | 0.70abc m107 3089.55a-g | 0.50abc ull 3436.73b-h | 0.72abc
m92 252207a-d | 0.73abc m52 3097.66a-g | 0.32abc m74 344341b-h | 0.72abc
m39 2536.243-d | 1.02abc m103 3110443-g | 0.56abc m35 3450.19b-h | 0.70 abc
m57 2583.76a-e | 0.30abc m110 311340a-g | 073abc m51 3466.42b-h | 0.85abc
m113 2610.05a-f | 1.00abc mi6 3117.79a-g | 0.50abc m104 3479.71b-h | 0.60 abc
m25 2626.14a-f | 0.82abc m86 313267a-g | 0.72abc m80 3501.92b-h | 0.52abc
m8 266135a-f | 0.45abc mil 314197a-g | 0.58abc m17 3508.03b-h | 0.37 abc
m58 2692.00a-f | 0.82abc m81 314838a-h | 0.27bc m56 3510.17b-h | 0.78abc
m117 2709.69a-f | 0.27bc m47 314899a-h | 0.90abc m53 353111b-h | 0.53abc
m77 2716.60a-f | 0.40abc m96 3171.58a-h | 0.79abc m48 3568.36b-h | 0.78abc

mil 21396a-f | 0.72abc mé 3176.69a-h | 0.57 abc m15 3569.84b-h | 0.28abc
m89 2736.12a-f | 1.05abc m38 317865a-h | 0.30abc m98 3631.96b-h | 0.63abc
m112 2757.30a-f | 0.82ahc mé5 320022a-h | 1158 m105 3642.09b-h | 0.52abc

m49 275730af | 1.12ab m30 3200.61a-h | 0.42abc m40 3654.79b-h | 0.97 abc
m13 277892a-f | 0.81abc m62 3201.52a-h | 0.62abc m19 3703.32b-h | 0.32abc
m1n 279044 3-f | 0.55abc m12 3226.16a-h | 0.47abc m8&5 3712.00b-h | 0.37 abc
m43 279896a-f | 0.62abc m9 3229.18a-h | 0.47abc m109 371649b-h | 0.28abc
m55 2806.70a-f | 1.03abc I-Gabriela 323566a-h | 030abc | Superchola | 3716.86b-h | 0.85ahc
m120 2809.37a-f | 0.65abc m26 324874a-h | 0.78abc mo 3717.94b-h | 0.58abc
m73 2814.27a-f | 0.75abc mo6 325200a-h | 0.70ahc m28 3731.48b-h | 0.47abc

m/ 2830.67a-f | 0.80abc m45 3260.23a-h | 098ahc m95 3749.01b-h | 0.75abc
m100 2885.27a-f | 0.37abc mo4 326334a-h | 0.78abc mé3 3761.29b-h | 0.38abc
m82 2889.57a-f | 0.60abc m44 326346a-h | 0.60abc m106 3762.99b-h | 0.63abc
mé&3 291543a-f | 0.65abc m37 327550 a-h 0.22¢ m/6 377866 b-h | 0.47 abc
m46 2933.25a-f | 0.77abc m36 3286.74a-h | 047abc mi8 3780.87b-h | 0.27hc
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Genotipos  ABCPE RP  Genotipos  ABCPE RP  Genotipos  ABCPE RP
m23 2939.61a-f | 0.70abc m34 329876a-h | 0.60abc m31 3837.26b-h | 0.90abc
m10 294265a-f | 0.72abc m2 3299.64a-h | 0.62ahc mo0 3899.86b-h | 0.33abc
m94 2963.57a-f | 0.45abc m72 330409a-h | 0.68ahc m115 3965.68 b-h 0.23¢
m22 2985.89a-f | 0.50abc m119 3321.96b-h | 0.50abc me9 3972.43b-h 0.20¢
m79 2992.32a-f | 0.49abc m21 332685b-h | 0.67abc m33 4001.49¢-h | 067 abc
m97 300048a-f | 0.80abc m24 3335.11b-h 0.20¢ mi121 4067.44d-h | 0.26hc
m59 3022.15a-f | 0.80abc m42 3349.73b-h 1152 m108 4103.35d-h | 0.35abc
m71 3024.59a-f | 0.38abc mé1 3363.10b-h | 0.73abc m8s 415472d-h | 0.25bc
m5 303232a-f | 0.39abc m14 3364.03b-h | 0.40ahc Uvilla 4237.14e-h | 0.40abc
m29 3036.12a-f | 0.38abc m20 337594b-h | 0.63abc m93 4286.72gh | 0.77 abc
mI1 304142a-g | 0.77abc m27 3380.96b-h | 0.53abc m114 4723.74gh | 0.33abc
m8/ 3049.65a-9 | 0.72abc m101 3382.33b-h | 0.68ahc m75 4829.52h 0.47 abc
m54 306145a-g | 0.63abc m90 3393.50b-h | 0.32abc
m3 307493a-g | 0.45abc m50 3400.01b-h | 0.60ahc

'Letras diferentes indican diferencias estadisticas segun Tukey al 5%; RP = rendimiento por planta; ABCPE = drea bajo la
curva de progreso de la enfermedad; RP=rendimiento por planta (kg). I= INIAP

CONCLUSIONES

El uso de radiaciéon con fuente ®Co es una alternativa valida para generar variaciéon para
resistencia a tizon tardio. La evaluacion de mutantes in vitro para P.infestans es una opcion
para una seleccion preliminar cuando existen grandes poblaciones. Las evaluaciones en
campo permitieron identificar 18 mutantes que mostraron caracteristicas de resistencia
a P infestans y buenos rendimientos.
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Determination of the medium lethal dose (LD50) for
gamma rays induced mutations in two barley varieties
(Hordeum Vulgare L.)

Resumen

La cebada es un cultivo de importancia econdmica, social y alimentaria en la Sierra
ecuatoriana. La cebada es el segundo cereal mas cultivado en Ecuador y el cuarto a nivel
mundial. La induccién de mutaciones es una técnica de mejoramiento que permite
generar variabilidad genética; es por ello, que el INIAP estd empleando esta técnica en el
cultivo de cebada en busca de germoplasma con caracteristicas deseables. El objetivo
principal de esta investigacion fue determinar la dosis letal media (LD50) de irradiacién
para inducir mutaciones en dos variedades de cebada, usando para ello cinco dosis de
rayos gamma (0, 100, 150, 200 y 250 Gy). Los pardmetros evaluados fueron: germinacion
(en invernadero); emergencia, altura de plantula y vigor (en campo). Los resultados
mostraron que las variedades respondieron de diferente forma en las distintas dosis
empleadas; sin embargo, fue evidente que a medida que la dosis aumentaba, la
emergencia, altura de plantula y vigor, se afectaban y mermaban. Se determiné que la
dosis letal media se encuentra entre los 150 y 200 Gy. Sin embargo, la dosis que produjo
ligeros cambios morfoldgicos en los materiales y que se la considera como la dosis
Optima es la de 150 Gy.

Palabras clave: Cereales, DL50, Irradiacion, Mejoramiento, Mutantes.

Abstract

Barley is a crop of economic, social and food importance in the Ecuadorian highlands.
Barley is the second most cultivated cereal in Ecuador and the fourth in the world.
Induced mutation is an improvement technique that allows generates genetic variability;
that’s why, INIAP is applying this technique in the barley crop in search of germplasm
with desirable characteristics. The main objective of this research was to determine the
medium lethal dose (LD50) of irradiation to induce mutations in two barley varieties,
using five doses of gamma rays (0, 100, 150, 200 and 250 Gy). The parameters evaluated
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were: germination (in greenhouse); emergency, seedling height and vigor (in the field).
The results showed that the varieties responded in different ways to the distinct doses
used, however, it was evident that as the dose increased, the emergency, seedling height
and vigor were affected and diminished. The medium lethal dose was determined to
be between 150 and 200 Gy. However, the dose that produced slight morphological
changes in the materials and is considered like the optimal dose is 150 Gy.

Keywords: Cereals, Irradiation, LD50, Mutants, Plant breeding.

INTRODUCCION

En Ecuador el cultivo de cebada (Hordeum vulgare L.) es el segundo cereal de mds
amplia distribucion en la Sierra ecuatoriana, después del maiz, y se ha difundido
entre los 2400 y 3500 m.s.n.m. [1]. En el ano 2019, la superficie dedicada al cultivo de
cebada fue 9715 hectéreas, distribuidas entre las 10 provincias de la sierra, con una
producciéon de 13450 toneladas, mientras que las importaciones superaron las 72 mil
toneladas [2]. Alrededor de 10 mil familias de los sectores marginales de la region
andina cultivan este cereal para su alimentacion basica, por lo que es considerado un
cultivo de seguridad alimentaria [3].

Los problemas que afectan a la cebada son los factores bidticos (enfermedades) y
abidticos (condiciones climaticas y de suelo) [4]. En Ecuador, el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), es el encargado de buscar soluciones a través
del desarrollo de nuevas tecnologias, como la generacién de variedades mejoradas que
presenten precocidad, resistencia a enfermedades, calidad y alto rendimiento. Para ello,
uno de los métodos de mejoramiento utilizado son las mutaciones inducidas [5].

Las mutaciones inducidas han sido usadas para el mejoramiento genético de cultivos
reproducidos por semillas como trigo, cebada, entre otros [6]. El uso de las mutaciones
en el mejoramiento de especies agronémicas es mejorar uno o varias caracteristicas de
variedades adaptadas a diferentes condiciones edafoclimaticas, como altura de planta
[7], tolerancia a factores bidtico y abidticos [8].

Las mutaciones inducidas son provocadas por agentes exdgenos (fisicos, quimicos y
biolégicos) conocidos como mutagenos, que modifican el ADN, causando mutaciones
de tipo puntual, deleciones y aberraciones en los cromosomas, provocando cambios
importantes en la estructura gendémica de los individuos [9]. Los mutdgenos fisicos,
especificamente las radiaciones de tipo gamma, penetran los tejidos vivos [10]. La
mutacion inducida por mutdgenos fisicos (rayos X y rayos gamma) es una fuente
importante de creacion de variacion genética al ampliar los acervos genéticos en una
especie y lograr asociarlo con la mejora de cultivos [11]. Adicionalmente, los rayos
gamma son amigables para el medio ambiente y la humanidad [12].

La magnitud de las alteraciones cromosémicas depende de las dosis e intensidad de
los rayos gamma [11,13]. En las mutaciones inducidas, lo mas importante es determinar

doi: http://dx.doi.org/10.18272/aci.v12i3.2019



Articulo/Article
12(22),58-71

avances
en ciendias e
ingenierias

60

Determinacién de la dosis letal media (DL50) para mutaciones inducidas con rayos gamma
en dos variedades de cebada (Hordeum Vulgare L.)

primero la dosis letal media (DL50) de cada radiacién en relacién con una especie vegetal
en particular [14,15]. Una vez que se determina la DL50, sobre la base de diferentes
cambios, especialmente morfoldgicos, es posible determinar el nivel maximo permisible
de exposicion a la radiacion de un cultivo en particular, ya que existen posibilidades de
fracaso de los experimentos si las dosis no son precisas. Las dosis mas bajas no crean
variabilidad; pero pueden generar hormesis (@aumento de division celular, crecimiento y
desarrollo en el organismo) [16] y dosis mas altas pueden inducir letalidad [17]. Para que
un programa de mutaciones inducidas sea eficiente, es necesario generar un apreciable
numero de variaciones (eventos mutacionales) y poblaciones grandes que permitan un
adecuado screening de los genotipos deseados [18].

El acame se lo denomina al desplazamiento del tallo de la planta de su posicidn vertical,
provocando que el cultivo se tienda al nivel del suelo, afectando al rendimiento y calidad
de grano de la cebada. Este problema estd relacionado con la altura de la planta [19].

El objetivo de esta investigacion fue determinar la DL50 de la irradiacién con rayos
gamma de semillas de dos variedades de cebada, a través de la evaluacion en laboratorio
y campo; del porcentaje de emergencia, altura y vigor de plantulas.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se implementaron en la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) ubicada en la parroquia
Cutuglagua, canton Mejia, provincia de Pichicha. Latitud: -0,369794°, Longitud:
-78,553326°.

Las variedades de cebada que se utilizaron en el estudio fueron: la variedad mejorada
INIAP-Canicapa 2003 de dos hileras (distica) de grano cubierto; y la variedad criolla Rita
Pelada de seis hileras (hexastica) de grano desnudo. Las caracteristicas morfologicas a
mejorar en las variedades fueron: para INIAP-Caficapa 2003 reducir altura de planta y
para Rita Pelada la resistencia al acame. Las semillas empleadas fueron de alta calidad
fisica como bioldgica, con porcentajes de germinacién superiores a 90% y con una
humedad del 12%.

Para la irradiacion de las semillas se usé rayos gamma, a través de un irradiador categorfa
I con una fuente de cobalto 60 de la Subsecretaria de Control y Aplicaciones Nucleares
(SCAN) del Ministerio de Energia y Recursos Naturales No Renovables (MERNNR). Para
calcular los tiempos de irradiacion segun la dosis, se basé en la calibracién del irradiador
con un valor 14.13 Gy min™.

Los factores en estudio incluyeron las dos variedades de cebada (INIAP-Caficapa 2003
y Rita Pelada) y cinco dosis de irradiacion (d1: 0 Gy - testigo, d2: 100 Gy, d3: 150 Gy, d4:
200 Gy'y d5: 250 Gy), dando en total 10 tratamientos (Tabla 1). Los tiempos de irradiacion
segun la dosis fueron: 7.08 minutos para 100 Gy, 10.62 minutos para 150 Gy: 14.15
minutos para 200 Gy y 17.69 minutos para 250 Gy.
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Tabla 1. Tratamientos determinados en estudio de pruebas de determinacién de DL50en cebada.

Tratamiento Codificacion
1 INIAP-Caficapa 2003 (testigo)
2 INIAP-Canicapa 2003 a 100 Gy
3 INIAP-Canicapa 2003 a 150 Gy
4 INIAP-Caficapa 2003 a 200 Gy
t5 INIAP-Caficapa 2003 a 250 Gy
t6 Rita Pelada (testigo)
t7 Rita Pelada a 100 Gy
t8 Rita Pelada a 150 Gy
t9 Rita Pelada a 200 Gy
t10 Rita Pelada a 250 Gy

La determinacion de la dosis letal media (DL50) en cebada se realizd en dos fases: en
laboratorio y en campo. En laboratorio, se determiné el porcentaje de germinacion
de las semillas irradiadas en cuatro repeticiones: se colocaron 100 semillas por cada
tratamiento en papel secante y se dejé en una cdmara de germinacion a una humedad
de 90% y temperatura de 22°C. La implementacion se realizé en base a un Disefio
Completamente al Azar (DCA). A los ocho dias después de la siembra se contabilizé el
numero de semillas germinadas y se las expresd en porcentaje de germinacion.

Para la fase de campo, en camas de 7.50 m? (1.50 m x 5 m), se sembré los diferentes
tratamientos, conformado por 50 semillas. La siembra se realizd bajo un Disefio de
Blogues Completamente al Azar (DBCA) en cuatro repeticiones. Después de 11 dias,
se contabilizé la cantidad de semillas germinadas y se lo expresé en porcentaje de
emergencia. A los 19 dfas posteriores a la siembra se determind la altura de las plantulas
en centimetros, desde la base hasta la parte terminal de las mismas; adicionalmente se
evalué de forma visual el vigor de las plantulas por cada tratamiento, empleando una
escala cualitativa: MB= muy bueno, B= bueno, R= regular y M= malo. Con todas las
variables evaluadas, se procedio a realizar el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
separacion de medias de Tukey al 5 %, utilizando para el efecto el programa estadistico
InfoStat Version Profesional 2019.

RESULTADOS

En el ANOVA (Tabla 2) para porcentaje de germinacion en laboratorio, se observé
diferencias altamente significativas entre variedades, diferencias significativas entre
dosis de irradiacién y ninguna significacion estadistica para repeticiones y la interaccion
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variedades por dosis. El promedio general de germinaciéon en laboratorio fue de
82.2%, con un coeficiente de variacion de 0.5%, que demuestra la confiabilidad de los
resultados obtenidos.

Tabla 2. ANOVA para porcentaje de emergencia en laboratorio en estudio de determinacion de DL50 en cebada.

Fuentes de variacion Grados de libertad Cuadrados medios
Total 39
Repeticiones 3 57.2
Variedades (V) 1 21609 **
Dosis irradiacion (D) 4 1220 *
VxD 4 394 ns.
Error 27 284

Promedio: 82.2%

cv: 0.5%

Nivel de significancia 5%: (**) altamente significativo, (*) significativo, (n.s.) no significativo.
CV: coeficiente de variacion.

La alta significancia estadistica para variedades (Tabla 3), indicé que el porcentaje
de germinacion no se expresé por igual entre ellas, influyendo las dosis de irradiacion.
INIAP-Caficapa 2003 obtuvo un valor de 89.6% vy Rita Pelada un valor de 74.9%
(Fig. 1).

Tabla 3. Prueba Tukey al 5% para variedades en el porcentaje de emergencia en laboratorio en estudio de
determinacion de DL50 en cebada.

Variedad Germinacion (%) Rangos de significacion*
INIAP-Cafiicapa 2003 896 a
Rita Pelada 749 b

* Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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Figura 1. Germinacién de semillas en laboratorio de dos variedades de cebada en pruebas de determinacion de
DL50 en cebada.

A = INIAP-Canicapa 2003 y B = Rita Pelada

A pesar de la significancia estadistica para el factor dosis de irradiacion, la prueba Tukey
al 5%, detectd un solo rango de significacion estadistica (Tabla 4) con valores entre 79.0
a 88.8% de porcentaje de germinacion.

Tabla 4. Prueba Tukey al 5% para porcentaje de emergencia en laboratorio por dosis de irradiacion en pruebas
de determinacién de DL50 en cebada.

Dosis (Gy) Porcentaje de germinacion (%) Rangos de significacion
100 82.5 a
150 81.5 a
200 795 a
250 790 a

* Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Para las variables de campo, el ANOVA (Tabla 5) para porcentaje de emergencia,
se observé diferencias altamente significativas para variedades y dosis y ninguna
significancia estadistica para repeticiones e interaccién variedades por dosis. El
promedio para porcentaje de germinacion en campo fue de 53.8%, con un coeficiente
de variacién de 10.8%, que demuestran la confiabilidad de los resultados obtenidos.
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Tabla 5. ANOVA para porcentaje de emergencia y altura de planta en campo en pruebas de determinacion de

DL50 en cebada.
avances
en diencias e
Ingenierias
Cuadrados medios
Fuentes de variacion Grados de libertad
Emergendia (%) Altura planta (cm)
Total 39
Repeticiones 3 456 | ns. 14 | ns.
Variedades 1 30276 | ** 2406 | **
Dosis 4 14558 | ** 283 | **
VxD 4 114 | ns. 6.5 | **
Error 27 33.7 0.7
Promedio 538 83
CV (%) 10.8 104

Nivel de significancia 5%: (**) altamente significativo, (*) significativo, (n.s.) no significativo.
CV: coeficiente de variacién.

En la variable porcentaje de emergencia, la prueba Tukey al 5% para variedades (Tabla
6) detectd dos rangos de significacion estadistica, ubicandose en el primer rango la
variedad INIAP-Canficapa 2003 con 62.5% y en el Ultimo rango la variedad Rita Pelada
con 45.1%.

Tabla 6. Prueba Tukey al 5% para variedades en el porcentaje de germinacion en campo en pruebas de
determinacién de DL50 en cebada.

Variedadades Germinacion (%)
INIAP-Canicapa 2003 62.5 a
Rita Pelada 45.1 b

* Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

La prueba Tukey al 5% para el factor dosis de irradiacion (Tabla 7) detecté tres rangos

de significacién estadistica, ubicandose en el primer rango los niveles 0, 100y 150 Gy
con los mejores porcentajes de emergencia: 68.0, 61.5 y 58.5%, respectivamente. En
el segundo rango el nivel de 200 Gy con un valor promedio de 47.2 % de emergencia
y en el ultimo rango se ubico el nivel de 250 Gy con porcentajes de emergencia de
33.8% (Fig. 1).
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Tabla 7. Tukey al 5% para dosis de irradiacion en porcentaje de germinacién en campo en pruebas de
determinacion de DL50 en cebada.

Dosis (Gy) Promedio (%) Rango de significacion
ni 0 68.0 a
n2 100 585 ab
n3 150 61.5 a
n4 200 472 b
n5 250 338 @

* Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

En el ANOVA (Tabla 5), la variable altura de plantas mostré una alta significancia
estadistica para variedades, dosis de irradiacion e interaccién variedades por dosis de
irradiacién; y ninguna significancia estadistica para repeticiones. El promedio general de
altura de planta fue 8.3 cm con un coeficiente de variacién de 10.4%.

En la variable altura de planta, la alta significancia estadistica para la interaccion
variedades por dosis, indicd que existe una relacion entre los factores en estudio. En
la Tabla 8, se observé que la variedad INIAP-Caficapa 2003 en las diferentes dosis de
irradiacién presento valores y rangos altos de altura de planta en comparacion a la
variedad Rita Pelada, que presentd valores y rangos bajos, debido posiblemente al tipo
de grano de cada variedad (Fig. 2).

Tabla 8. Prueba Tukey al 5% para la interaccion variedades por dosis para altura de planta en campo de irradia-
cion en pruebas de determinacion de DL50 en cebada.

Dosis (Gy) INIAP-Caiiicapa 2003 Rita Pelada
0 145 a* 7.0 de
100 11.8 b 7.0 de
150 10.1 bc 6.2 e
200 8.5 cd 58 e
250 8.6 cd 3.1 f

* Promedios con diferente letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v12i3.2019

65



Articulo/Article
12(22),58-71

avances
en ciendias e
ingenierias

66

Determinacion de la dosis letal media (DL50) para mutaciones inducidas con rayos gamma
en dos variedades de cebada (Hordeum Vulgare L.)

Figura 2. Germinacion de semillas y altura de planta en campo de dos variedades de cebada en pruebas de
determinacion de DL50.

A =Rita Pelada y B = INIAP-Cafiicapa 2003

En la variable vigor de planta (Tabla 9), se observa que en las variedades INIAP-Caficapa
2003 vy Rita Pelada, a partir de las dosis de irradiacion de 150 Gy a 250 Gy existid una
pérdida de vigor de planta, en comparacién al testigo (0 Gy).

Tabla 9. Vigor de planta en campo en pruebas de determinacion de DL50 de cebada.

Dosis (Gy) INIAP-Caiticapa 2003 Rita Pelada
100 B B
150 B R
200 R M
250 M M

MB= muy bueno, B=bueno, R=regular y M= malo

Con base a los resultados obtenidos, se determiné que la DL50 se encuentra entre los
niveles de 150 y 200 Gy, que provocaron dafios menores en las plantas, con ligeras
diferencias fenotipicas, comparadas con el testigo, tanto en porcentaje de germinacion,
como en altura de planta y vigor, para las dos variedades.
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DISCUSION

En el porcentaje de germinacion en laboratorio, pese a que no se pudo evidenciar
diferencias estadisticas en los promedios, existié una disminucién gradual en el
porcentaje de germinacién al incrementarse la dosis; siendo el tratamiento con el menor
promedio la dosis de 250 Gy. De acuerdo a Mayta [20], la disminucién en la germinacion
se debe al dano fisiolégico que produce el mutédgeno a la semilla y depende mucho de
los grados de radio sensibilidad de las especies.

Rozman [21], realiz6 una investigacion en cebada bajo condiciones contraladas y
determind diferencias estadisticas de germinacion al utilizar una dosis de 400 Gy (70.5
%, a), mientras que los otros tres tratamientos (testigo, 100 y 200 Gy) no mostraron
diferencias estadisticas (90.5%, b; 90.6%, b; y 86.8%, b, respectivamente), coincidiendo
con los resultados encontrados en el presente estudio [21].

Sin embargo, Sarduie-Nasab, Sharifi-Sirchi, & Torabi-Sirchi [22], encontraron en su estudio
realizado con la variedad de cebada Nosrat, diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos frente al testigo, empleando un rango mas amplio para las irradiaciones
(testigo, 200, 700 y 1200 Gy). Estos resultados, a pesar de ser diferentes variedades, no
concuerdan con los obtenidos en este estudio, obteniéndose diferencias significativas
con el testigo y la dosis de irradiacién con 200 Gy (97%, a y 66% b, respectivamente) al
determinar la germinacion en condiciones de laboratorio [22].

El porcentaje de emergencia observado en todos los tratamientos en campo fue menor
al que se obtuvo en condiciones de laboratorio, siendo el tratamiento de 250 Gy, aquel
que presento los menores promedios (33.8%); los cuales concuerdan con los reportados
por Sarduie-Nasab et al. [22], quienes determinaron que los porcentajes de emergencia
de semilla irradiada del cultivar de cebada Nosrat, presentaron diferencias significativas
entre el testigo y las diferentes dosis de irradiacion con rayos gama, siendo comparable
a los resultados encontrados en este estudio, donde el testigo presentd un 81 % de
emergenciay el tratamiento a 200 Gy un 56 %. En el presente estudio, el testigo presentd
un 68% de emergencia y el tratamiento con 200 Gy un 47.2 % [22].

Para la altura de plantula se observé diferencias significativas para las dosis de irradiacion,
a mayor dosis menor altura de plantula, debido al efecto de la irradiacion en las variedades
en estudio; lo que concuerda con el trabajo de Sarduie-Nasab et al. [22], que mencionan
que a mayor dosis las plantas presentan una disminucion en la altura de planta, cantidad
de raices, tamario y ancho del tallo. Wang, Ma, Cao, Shan, & Jiao [23] en su estudio con la
variedad de cebada de altura “Kunlun 15" irradiadas a diferentes dosis de rayos gamma
(testigo, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 Gy), indica que a medida que incrementa la dosis de
irradiacién disminuye la altura en plantula (testigo 14.3 cm; 300 Gy 7 cm), similares a los
datos obtenidos en este estudio con la variedad INIAP Caficapa (testigo 14.5 cm; 250 Gy 8.6
cm) [23]. Varias investigaciones mencionan que la variacién en altura no solamente puede
presentarse en una disminucion del tamano, sino también puede darse un incremento del
crecimiento comparado con el testigo [20, 21, 24, 25].

Con relacion al vigor Sarduie-Nasab et al. [22] mencionan que conforme aumenta la dosis
deirradiacion las plantas muestran caracteristicas que no favorecen su normal desarrollo,
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afectando su vigor. EI mismo trabajo concluye que 200 Gy es la dosis adecuada para
irradiar semillas de cebada, resultado muy similar a la dosis identificada en el presente
estudio de 150 a 200 Gy. Al respecto Datta [17] menciona que la determinacion de la
radiosensibilidad y la dosis de DL50 en las etapas de desarrollo de la investigacion de
mutacion varian de un investigador a otro. Varios investigadores informaron diferentes
tipos de resultados, por lo expuesto no es aconsejable comenzar el experimento de
mutacion sobre la base de la literatura disponible. Es mejor hacer un experimento piloto
para determinar la dosis éptima.

CONCLUSIONES

Las pruebas de germinacion realizadas en laboratorio no permitieron determinar el
nivel de irradiacion recomendado para tratar las semillas de cebada; entre tanto que, las
pruebas de emergencia en campo permitieron observar diferencias significativas entre
los tratamientos, denotando que a mayor dosis de irradiacion mayor son los efectos
negativos sobre el fenotipo de las variedades.

En laboratorio se obtuvo un porcentaje de germinacion promedio de 89.6%Yy 74.9% para
INIAP- Caficapa y Rita Pelada, respectivamente; mientras en campo, INIAP- Caficapa
alcanzé un porcentaje de emergencia promedio de 62.5% y la variedad Rita Pelada un
porcentaje de emergencia promedio de 45.1%.

La variedad Rita Pelada de grano desnudo, presento la mayor variacién fenotipica en
campo, tanto en germinacion, altura de planta y vigor, especialmente en los niveles n4
(200 Gy) y n5 (250 Gy), respecto al testigo.

La dosis optima de irradiacion segun los resultados presentados es 150 Gy, que provocd
el menor dafo en las plantas, pues no se detectdé mayores diferencias fenotipicas,
comparado con el testigo, tanto en porcentaje de emergencia, altura y vigor, para las
dos variedades estudiadas.

RECOMENDACIONES

Con los resultados obtenidos, se recomienda utilizar la dosis de 150 Gy (n3) para irradiar
las semillas de las dos variedades de cebada empleadas en este trabajo. Adicionalmente,
al momento de formar la poblacién M., ajustar la densidad de siembra para las dos
variedades objeto del estudio, tomando en cuenta los porcentajes de germinacion
obtenidos, con el fin de obtener la cantidad de individuos necesarios, 50000 plantas, en
la poblacion a evaluar.
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In vivo evaluation of the genotoxic and cytotoxic
effect of the aqueous extracts of two mutant varieties
of Hibiscus sabdariffa L.

Resumen

El Hibiscus sabdariffa (flor de Jamaica, grosella o rosella), conocida ademas como rosa
piola en Paraguay, tiene uso medicinal en gran parte del mundo; en Paraguay se utiliza
como antiescorbutico, mientras que en otros paises se utiliza como antihipertensivo,
antiespasmaodico o en el tratamiento de la obesidad, entre otros usos. La radiacion
gamma es utilizada para la obtencién de variedades mejoradas de diferentes
especies vegetales; las variedades de grosella Ana Delia y Dogo fueron obtenidas
por irradiacion Gamma como parte del programa de mejoramiento genético del
Instituto Nacional Ciencias Agricolas (Cuba). El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto genotdxico y citotdxico del extracto acuoso de célices de ambas variedades de
grosella sobre células de médula ¢sea de ratones tratados con tres concentraciones
de cada extracto, via oral, durante 15 dias. El efecto genotdxico fue evaluado mediante
la aplicacion del ensayo de Micronucleos. El efecto citotdxico se verifica por el indice
obtenido entre la frecuencia de Eritrocitos Policromaticos (eritrocitos jovenes) y
la frecuencia de Eritrocitos Normocromaticos (eritrocitos adultos). Los resultados
mostraron que los extractos evaluados, en las concentraciones utilizadas, no tienen
un efecto genotdxico o citotdxico en células de médula dsea de ratones tratados por
15 dfas con los extractos descritos.

Palabras clave: Citotoxicidad, Eritrocitos Normocromaéticos, Eritrocitos Policrométicos,
Irradiaciéon gamma, Micronucleos.

Abstract

The Hibiscus sabdariffa (Jamaica flower, grosella or rosella), also known as rosa piola
in Paraguay, has medicinal use in much of the world; in Paraguay it is used as an
antiscorbutic, while in other countries it is used as an antihypertensive, antispasmodic
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or in the treatment of obesity, among other uses. Gamma irradiation is used to obtain
improved varieties of different plant species; the Ana Delia and Dogo varieties were
obtained by Gamma irradiation as part of INCA genetic improvement program. The
objective of this work was to evaluate the genotoxic and cytotoxic effect of the aqueous
extract of calyces of both varieties of currant on bone marrow cells of mice treated
with three concentrations of each extract, orally, for 15 days. The genotoxic effect was
evaluated by applying the Micronucleus test. The cytotoxic effect is verified by the index
obtained between the frequency of Polychromatic Erythrocytes (young erythrocytes)
and the frequency of Normochromatic Erythrocytes (adult erythrocytes). The results
showed that the extracts evaluated, in the concentrations used, do not have a genotoxic
or cytotoxic effect on bone marrow cells of mice treated for 15 days with the extracts.

Keywords:  Erythrocytes, Gamma  radiation, Micronucleus, Normochromatic,
Polychromatic erythrocytes.

INTRODUCCION

El Hibiscus sabdariffa (flor de Jamaica, grosella o rosella), es originaria de Asia [1], aunque
otros autores sostienen que es originaria de Africa y es consumido en varios paises de
la region, asi como el Latinoamérica [2]. En Paraguay es conocido como rosa piola, la
infusion del caliz de la flor se utiliza como antiescorbutico [3] y también se la utiliza para
preparar mermeladas [4].

En una descripcion del perfil fitoquimico de los célices de H. sabdariffa se describen la
presencia de antocianinas, acidos organicos, polisacéridos y flavonoides, entre otros [2].
En un estudio fitoquimico realizado en dos variedades de H. sabdariffa cultivadas en
Cuba, se evaluaron la presencia del contenido de los calices y se registrd la presencia
de saponinas, compuestos fendlicos, flavonoides, aztcares reductores, aminoacidos,
antraquinonas, terpenoides y alcaloides [ 5].

Se describen varias propiedades medicinales de extracto de esta especie. Se evalud el
extracto acuoso del cdliz en células de tumor de mama y se observéd que presenta un
efecto citotdxico sobre las mismas [6], en otro ensayo in vitro con células de carcinoma de
higado, pulmony cancer colorectal no se observé ninguin efecto citotdxico [7]. Se utiliza
para el tratamiento de la obesidad [8], tratamiento de la hipertension e hiperlipidemia
[9]y la infusion del céliz se utiliza como antiescorbutico en Paraguay [3].

El uso de radiacion para la obtencion de nuevas variedades de especies vegetales es
de gran importancia [10]. Las variedades mutantes de H. sabdariffa Ana Delia y Dogo
fueron obtenidas por radiacion gamma de “Co (150 Gy y 100 Gy, respectivamente) a
partir de semillas de la variedad Yersy. La nueva variedad Ana Delia presento diferencias
en las hojas, tallos, flores y frutos con mejores caracteristicas y en la seleccion durante
tres afos se mantuvieron las caracteristicas [11]; la variedad Dogo presenté diferencias
en el nimero de ramas, forma de las hojas, cantidad de frutos por planta y peso de los
mismos con relacién a la variedad de origen [12].

doi: http://dx.doi.org/10.18272/aci.v12i3.1933
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Las plantas de uso medicinal deben ser evaluadas en sus posibles efectos secundarios
para establecer su inocuidad o su potencial de genotoxicidad [13,14]. Los efectos
secundarios de agentes quimicos o fisicos se pueden evaluar por la técnica de andlisis
de micronucleos [15], donde se evalla la pérdida del material genético por ruptura
en el cromosoma (efecto clastogénico) o pérdida de un cromosoma entero (efecto
aneugeénico), los cuales quedan rezagados en el citoplasma y pueden ser visualizados
en una evaluacion por microscopia de inmersion; es rapida y relativamente de bajo
costo [16,17]. En el ensayo de variaciones en las frecuencias de células micronucleadas
(MNs) para evaluar el potencial genotdxico, donde se comparan las frecuencias de
micronucleos en las muestras tratadas con las testigo y se evaldan su significancia.
También en las muestras obtenidas se evalla el efecto citotoxico mediante las
comparaciones de los ratio entre los eritrocitos jovenes y adultos observadas o por el
porcentaje de eritrocitos jovenes en el total de eritrocitos [18,19].

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos genotdxicos y citotdxicos de los
extractos acuosos de las nuevas variedades de H. sabdariffa descritas, en células de
médula dsea de ratones.

MATERIALES Y METODOS
Plantas y extractos

Extracto acuoso de hojas de H. sabdariffa, variedades Ana Delia y Dogo y los calices de
los frutos fueron obtenidos en el INCA. Se sembraron las variedades en suelo ferralitico
rojo compactado, y al ponerse las hojas de las planas amarillas se cosecharon lo célices
de los frutos y estos se pusieron a secar en una sala a 24°C por 10 dias (comunicacién
oral de la Dra. Caridad Gonzalez). Se utilizaron 20 célices deshidratados de cada variedad
(Ana Delia 16.4g y Dogo 11.5q). Por separado, los célices se trituraron y se llevaron a
ebullicion en 2000 ml de agua potable. Se procedi¢ a filtrar cada infusién con algodén
y papel de filtro Whatman, se liofilizd y se conservé a -20°C hasta el momento de su uso.
Se utilizaron 20 flores de cada variedad.

Animales y tratamientos

Los ratones fueron adquiridos al Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud
(IICS) de la UNA y fueron aclimatados por 7 a 10 dias. Se utilizaron ratones Swiss
albinos, machos, de entre 8 a 12 semanas de vida, que fueron mantenidos en la Sala
de Mantenimiento de Animales del laboratorio de Biotecnologia del CEMIT- UNA, con
temperatura controlada y con agua y comida ad libitum, con 12 horas de luz y 12 horas
a oscuras. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en grupos de cinco animales
por tratamiento. El tratamiento consistié en administrar por via oral, mediante el uso
de una canula intragastrica, tres concentraciones diferentes 0.53 mg; 0.8 mgy 1.6 mg
de Ana Delia por kg de animal; 0.4 mg, 0.6 mgy 0.12 mg por kg de animal del extracto
acuoso de la variedad Dogo, durante 15 dias. Para calcular las concentraciones, se
considerd el uso de los célices para una persona de 60 kg de peso y estimando el peso
de los animales de 33 gramos, en promedio. Las concentraciones utilizadas de cada
variedad fueron diferentes debido a que las flores de la variedad Dogo eran de tamano
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menor y se tomoé como referencia la cantidad de flores por litro de agua, no el peso de
las mismas. Para el control positivo se utilizd el antineoplésico ciclofosfamida (CP) y se
utilizaron los mismos datos para evaluar ambas variedades.

Ensayo de micronucleos (MNs)

Para este ensayo se utilizd el método de Schmid, 1975[15]. Los animales fueron tratados
viaoral, por 15 dfas, luego fueron sacrificados por dislocacién cervical. Se extrajo lamédula
6sea de los fémures de cada animal, se lavaron con Suero Bovino Fetal y se prepararon
las muestras haciendo el frotis en portaobjetos limpios y secos. Se fijaron las muestras
con metanol 100%, por cinco minutos y se tifleron las mismas con colorante Giemsa
al 5%, diluido en agua destilada estabilizada con tampdn. Se analizaron las muestras
en microscopio optico de inmersién y se contaron 1000 eritrocitos policromaticos
(EPCs) incluyendo los que presentaron microntcleos (EPCMNs), por animal tratado.
Para el andlisis de citotoxicidad se analizaron las mismas muestras del ensayo de MNs,
donde 500 eritrocitos fueron contados por animal tratado, incluyendo los eritrocitos
maduros (eritrocitos normocromaticos-ENC) y jovenes (eritrocitos policromaticos-EPC)
y se analizaron las proporciones de los mismos en cada muestra; las desviaciones en las
proporciones son indicativos de toxicidad.

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados mediante el software de andlisis estadistico EpilnfoTM
version 3.5.1. Ensayo estadistico ANOVA (p<0.05).

RESULTADOS

En la evaluacion del extracto acuoso de la variedad Ana Delia se observd que la
frecuencia de células micronucleadas en médula dsea de ratones tratados con el
extracto no fue significativa, comparada con la frecuencia del control negativo. Tampoco
fue significativo el efecto citotdxico, evaluado por la ratio entre eritrocitos jovenes y
maduros. EI control positivo ciclofosfamida (50mg kg™) utilizado resultd significativo en
los andlisis de genotoxicidad y citotoxicidad (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de eritrocitos policrométicos micronucleados, en médula 6sea de ratones machos tratadas
con tres concentraciones de H. sabdariffa de la variedad mutante Ana Delia.

Grupo experimental Total EPC Total EPCMN Ratio EPC/ENC
CTL- 5.000 3 1.60
0.53mg 5.000 5 161
0.8mg 5.000 4 1.57
0.16mg 5.000 4 1.62
CcpP 5.000 38* 1.16%

EPC: eritrocito policromético; EPCMNS: eritrocitos policromatico micronucleado; ENC: eritrocito normocromatico; CP: ciclofosfamida.
Datos procesados por el software de andlisis estadistico EpiinfoTM version 3.5.1. *Ensayo estadistico ANOVA (p<0.05).
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Al evaluar la frecuencia de microntcleos en las células de médula ésea de los ratones
con los tratamientos realizados con el extracto acuoso de la variedad Dogo por 15
dias, no se encontré un aumento significativo del nimero total de micronucleos. Los
tratamientos no presentaron un efecto genotdxico. Al evaluar las ratios entre eritrocitos
jovenes y maduros en células de médula 6sea de los ratones tratados, no fueron
significativos cuando fueron comparados con los resultados obtenidos en los ratones
del control negativo. Los resultados obtenidos en los ratones del control positivo fueron
estadisticamente significativos tanto en la evaluaciéon de genotoxicidad como de
citotoxicidad (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de eritrocitos policrométicos micronucleados, en médula ésea de ratones machos tratadas
con tres concentraciones de H. sabdariffa de la variedad mutante Dogo.

Grupo experimental Total EPC Total EPCMN Ratio EPC/ENC
CTL- 5.000 3 1,60
0,4mg 5.000 4 1,55
0,6mg 5.000 5 1,63
012mg 5000 5 1,59
CcpP 5.000 38% 1,16%

EPC: eritrocito policromético; EPCMNSs: eritrocitos policromético micronucleado; ENC: eritrocito normocromético; CP:
ciclofosfamida. Datos procesados por el software de andlisis estadistico EpiinfoTM versidn 3.5.1.*Ensayo estadistico ANOVA
(p<0.05).

DISCUSION

Las especies vegetales utilizadas como alimentos o de uso medicinal pueden ser
mejoradas con el uso de la energia atébmica, como en el mejoramiento de patata, donde
irradiaron enredaderas de [pomoea batatas Lam. (Patata dulce) con rayos gamma, con 2
y 10 Gy, por 20 horas; y, aunque no obtuvieron el nimero esperado de ejemplares con
la caracteristica fenotipica deseada, el estudio pudo ser la base para otros ensayos [20].
Irradiando semillas de Cicer arietinum L con ®Co (280 Gy) se obtuvieron poblaciones
mutantes con caracteristicas fenotipicas, como dfas de floracién, altura de la planta y otros,
con diferencias significativas [21], también se utilizb en el mejoramiento de citricos [22].

La especie vegetal H. sabdariffa tiene amplio uso como planta medicinal [1]. Se ha
descrito su efecto protector en células de médula dsea de ratones tratados con el extracto
acuoso de la planta y sodio arsenito, reduciendo la frecuencia de microntcleos en los
animales tratados con el extracto [23]. Las evaluaciones de genotoxicidad se realizan en
varios agentes, para determinar su inocuidad, como farmacos [24], extractos de especies
agronémicas como el Allium sp. [25], principios activos de plantas [16] o extractos
de plantas de uso medicinal [14]. No se ha encontrado en la literatura especializada
evaluaciones de los efectos secundarios de variedades mutantes de plantas medicinales.
En este trabajo se evalud el extracto acuoso de dos variedades mutantes de H. sabdariffa
mediante el ensayo de microntcleos [15], ensayo mas utilizado en la evaluacion de la
genotoxicidad de extractos de plantas [14]. Considerando el uso como planta medicinal
de la H. sabdariffa no modificada y con el fin de evaluar si estas nuevas variedades no
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presentan un potencial genotodxico, se evaluaron tres concentraciones de cada variedad
citada. Al comparar las frecuencias de micronucleos en células de médula ésea de
ratones de los grupos tratados con los extractos de Ana Delia y Dogo, estas frecuencias
no fueron significativas. En la evaluacién de citotoxicidad los resultados no fueron
significativos, los tratamientos no indujeron citotoxicidad en las células de médula ésea.

CONCLUSION

Los extractos acuosos de las variedades mutantes Ana Delia y Dogo de H. sabdariffa no
presentaron efectos genotodxicos o citotoxicos en células de médula dsea de ratones,
en las condiciones utilizadas. Se sugieren otros ensayos con estas variedades para
determinar su inocuidad o el potencial toxico o genotédxico, como parte de las medidas
preventivas en el uso de una planta consumida en varias regiones del mundo.
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Efficiency of the use of green manures and urea in the
cultivation of corn in the highlands

Resumen

Enlaactualidad, la agricultura es cada vez mas dependiente de fertilizantes nitrogenados
por la necesidad de producir mds para satisfacer la gran demanda de alimentos en el
mundo. En este sentido, la incorporacién de abonos verdes puede ayudar a aumentar
la bio-disponibilidad de Nitrégeno (N), elemento fundamental para el desarrollo de
las plantas. El grado de aprovechamiento de N, o eficiencia del fertilizante aportado al
suelo se puede medir utilizando el método convencional (diferencial) y el isotopico ("°N).
En este contexto, se implemento esta investigacion para evaluar mediante el método
convencional la eficiencia agronémica de la incorporacion al suelo de abono verde de:
chocho (Lupinus mutabilis), vicia (Vicia sp.) y avena (Avena sativa); con cinco niveles de
nitrégeno (0, 45, 90, 135 y 180 kg ha"') sobre la biomasa (forraje) y el rendimiento de
grano de maiz de valles altos. Adicionalmente, mediante el método isotépico "*N se
evalué la eficiencia de recuperacién del N con la incorporacion de los abonos verdes
y la aplicacién de N en tres momentos: a la siembra, a los 35 y 70 dias después de la
siembra (dds). En ambos experimentos se utilizd un diseio experimental de parcela
dividida, donde la parcela grande correspondié al cultivo incorporado al suelo y
en las parcelas pequefas los niveles o tiempo de aplicacién del nitrégeno, con tres
repeticiones. La incorporacion de abonos verdes no produjo ningun efecto significativo
sobre el rendimiento de maiz, excepto en el ensayo isotopico, donde la incorporacién
de chocho incrementd significativamente la produccion de follaje a 22.69 t ha™. El mayor
rendimiento de grano de maiz (6.76 t ha') se obtuvo con la dosis de 135 kg ha™ de
nitrébgeno, diferencidndose estadisticamente de la dosis de 0y 45 kg ha™. El método
isotépico con el uso de N permitié diferenciar los niveles de absorcion de nitrogeno
entre las épocas de aplicacion, observandose que la mayor absorcion de este elemento
y la mayor eficiencia de la fertilizacion nitrogenada se obtuvieron a los 70 dds (V6-V7).
Estos resultados demuestran la importancia de las técnicas isotopicas para estudios de
nutricién vegetal y permitird ajustar las recomendaciones de fertilizacion nitrogenada
para el cultivo de maiz de la sierra del Ecuador.

Palabras clave: Maiz, Nitrogeno 15, Isétopos, Rendimiento.
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Abstract

Currently, agriculture is increasingly dependent on nitrogenous fertilizers due to the
need to produce more to satisfy the great food demand in the world. In this sense,
incorporation of green manures can help to increase the bioavailability of Nitrogen
(N), a fundamental element for the development of plants. The N use efficiency can be
measured using the conventional (differential) and the isotopic (N) method. In this
context, a research was implemented to evaluate the effect of two green manure species:
(Lupinus mutabilis and Vicia sp.) and a cereal species (Avena sativa); and five nitrogen
levels (0,45, 90, 135 and 180 kg ha™) on the biomass (forage) and grain yield of corn in
the highlands of Ecuador. Additionally, efficiency of the nitrogen fertilizer was evaluated
at three times: at sowing, 35 and 70 days after sowing (das). In both experiments, a split
plot design was used, where the large plot contained the crop incorporated into the
soil, and the small plots had the levels of N or application time, with three replications.
Incorporation of green manures did not produce any significant effect on corn vyield,
except in the isotopic test, where the incorporation of lupine significantly increased the
production of forage to 22.69 t ha'. The highest yield of corn grain (6.76 t ha'') was
obtained with dose of 135 kg ha™ of N, differing statistically from the dose of 0 and 45
kg ha'. The isotopic method with the use of "°N allowed to differentiate the levels of
N absorption among the application times, observing that the highest absorption of
this element and the highest efficiency of N occurred at 70 das (V6-V7). These results
demonstrate the importance of isotopic techniques for plant nutrition studies and will
allow to adjust the nitrogen fertilization recommendations for the cultivation of corn in
the Ecuadorian highlands.

Keywords: Maize, Nitrogen 15, Isotopes, Yield.

INTRODUCCION

El Nitrégeno (N) es uno de los elementos que requiere la planta en grandes cantidades
seguido por el Fésforo (P) y el Potasio (K). EI N estd presente en procesos metabdlicos
de suma importancia para el desarrollo de la planta directamente relacionado con la
formacion de acidos nucleicos y proteinas, ademds de ser un componente fundamental
de la clorofila que es vital para la fotosintesis [1].

En la actualidad, la agricultura es cada vez més dependiente de fertilizantes y
especialmente de los nitrogenados por la necesidad de producir més para satisfacer
la gran demanda de alimentos en el mundo [2]. En el mercado de los fertilizantes
nitrogenados se puede apreciar la gran demanda que existe por el monofosfato de
amonio (MAP) (11-52-0), difosfato de amonio (DAP) (18-46-0), nitrato de amonio (33-
0-0), sulfato de amonio (21-0-0-24 S) y urea (46-0-0); ésta Ultima supera en demanda a
todos los fertilizantes juntos antes mencionados, siendo el Ecuador muy dependiente
de la importacién de estos fertilizantes [3, 4].

La eficiencia del uso del N se refiere a la cantidad de N que la planta absorbio del
fertilizante que fue aplicado al suelo. En el cultivo de maiz se ha observado mediante la

doi: http://dx.doi.org/10.18272/aci.v12i3.2038
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experimentacion que un 34% del N aplicado al suelo fue absorbido por la planta. Esta
eficiencia del N se obtuvo en sistemas de produccién convencionales y en aquellos con
cero labranza y quema de rastrojo [5]. La eficiencia agrondmica del uso del N refiere al
rendimiento del cultivo en relacién a la cantidad de nitrégeno aplicado, habiéndose
reportado eficiencias agronémicas de hasta 23% en un hibrido de maiz evaluado en
zonas bajas el Litoral ecuatoriano [6].

El Ny su eficiencia han recibido especial atencién por ser el nutriente mas movil
dentro de la relacion atmésfera, suelo y planta. El grado de aprovechamiento de N del
fertilizante aportado al suelo ha sido medido utilizando diferentes métodos: el diferencial
(convencional) y el isotépico. El primero, el mas sencillo y menos costoso, se basa en
estimar la diferencia de N absorbido entre las plantas fertilizadas y las no fertilizadas.
Puede ocurrir que las plantas fertilizadas absorban mas N del suelo que las plantas
testigo, debido a un mayor desarrollo radical inducido por la fertilizacién. El método
isotdpico utiliza "Ny permite conocer la cantidad de N absorbido por la planta que
vino del fertilizante aplicado, bajo el supuesto que no se produce intercambio isotépico
entre el N del fertilizante y el del suelo [7, 8].

Se conoce que el fraccionamiento de las aplicaciones de N durante el ciclo de cultivo
permite incrementar la eficiencia del uso del fertilizante y consecuentemente las
cosechas; ya que la planta recibe lo que necesita a medida que aumenta su desarrollo,
en lugar de realizar una sola aplicacion antes de la siembra, practica con la que la mayor
parte del fertilizante no es aprovechado por la planta [9].

La practica de la agricultura sin la utilizacién de fertilizantes nitrogenados se hace
imposible cuando se requiere la generacion de alimentos en gran cantidad para una
poblacion que crece cada dia; sinembargo, es posible la utilizacién de nuevas tecnologias
como laincorporacién de abonos verdes, siembra de leguminosas, adiciones constantes
de materia orgénica, mismas que ayudan a aumentar la bio-disponibilidad de N [10].

El uso de abonos verdes mediante el empleo de especies leguminosas es una técnica
que aporta N al suelo y al cultivo siguiente de manera considerable, el N que aportan las
leguminosas es fijado principalmente de la atmdsfera, debido a la capacidad de fijaciéon
biolégica que poseen mediante la simbiosis con baterias Rhizobium spp [11]. Se estima
que la incorporacion de abonos verdes al suelo permite incorporar entre 50 a 80 kg N ha'
para la avena (Avena sativa) mientras que para la vicia la cantidad estd entre 150 y 250 kg
ha'. Para el caso del frijol (Phaseolus vulgaris) el aporte es de 30 a 60 kg N ha™, para el cultivo
de chocho (Lupinus mutabilis) la cantidad es mayor siendo entre 300 a 600 kg N ha™ [12].

La materia organica del suelo es la principal fuente de N para las plantas. De esta se
derivan el nitrato y el amonio. Una vez que el nitrato es absorbido por la planta, es
reducido con un gasto energético que proviene de la fotosintesis. En cambio, el amonio
no se reduce y se incorpora inmediatamente a las aminas y amidas de la planta [7]. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar la eficiencia agronémica del uso de abonos
verdes vy la fertilizacion nitrogenada sobre la biomasa y el rendimiento del cultivo de
maiz de valles altos (>2000 msnm), y estimar la mejor época de aplicacién de nitrégeno
que permita incrementar rendimiento v la eficiencia de recuperacién del nitrégeno
aplicado en el cultivo de maiz de altura.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizd en el Campo Académico Docente Experimental La Tola
(CADET) de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Central del Ecuador (UCE),
cuya ubicacion politica, geogréfica y clima, se presenta en la Tabla 1. Las propiedades
quimicas y fisicas del suelo donde se realizé la investigacion se detallan en la Tabla 2.

TABLA 1. Ubicacidn politica, geogrdfica y clima del Campo Académico Docente Experimental La Tola (CADET), Pichincha.

Ubicacion Localidad

Provincia Pichincha
Canton Quito
Parroquia Tumbaco
Sitio CADET
Altitud (m.s.n.m.) 2460
Latitud 78°21718”S
Longitud 00°137°497 0
Temperatura (°C) 15
Precipitacion (mm) 927
Humedad relativa (%) 76
Heliofania (h) 1957
Nubosidad (octas) 6
Fuente: [28].

TABLA 2. Reporte del andlisis quimico de suelos donde se evalud el efecto del uso de abonos verdes, dosis y tiempo de
aplicacion de N en el cultivo de maiz de valles altos. Campo Académico Docente Experimental La Tola, Pichincha.

Nutriente Valor Interpretacion Unidad
pH 6.40 LA
MO 3.00 M %
N-NH, ' 31.00 M mg kg

p 18.00 M mg kg’

S 13.00 M mg kg’

K 0.65 A meq 100ml”!
Ca 7.30 M meq 100ml!
Mg 3.60 A meq 100ml”!
Zn 0.30 B mg kg
Cu 6.70 A mg kg’
Fe 78.00 A mg kg’
Mn 9.50 M mg kg

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v12i3.2038
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Nutriente Interpretacion
B 0.90 B mg kg’
Textura Franco Arenoso

A=Alto, M=Medio, B= Bajo y LA=Ligeramente écido.

Determinacion de la eficiencia agronémica en la incorporacion de
abonos verdes y dosis de N

En el CADET se implementd un experimento para evaluar el efecto de tres especies
de abono verde incorporadas al suelo. Se sembré dos especies leguminosas fijadoras
de nitrégeno como chocho (Lupinus mutabilis) y vicia (Vicia sp.) y se utilizd la avena
(Avena sativa), como especie no fijadora de nitrogeno y fue el testigo. Se incorporaron
como biomasa luego de la floracién (6.44, 6.87 y 749 t ha'' de chocho, vicia y avena,
respectivamente). En el siguiente ciclo de cultivo se sembrd maiz de valles altos con
cinco niveles de nitrégeno (0,45, 90, 135y 180 kg ha'), siendo urea (46% de N) la fuente
delfertilizante utilizado. El fertilizante nitrogenado se aplicé fraccionadamente en partes
iguales a la siembra, 35y 70 dias después de la siembra; que corresponden a las etapas
vegetativas del maiz V3-V4 y V6-V7, respectivamente.

El diseno experimental utilizado fue de parcela dividida [13], con 15 tratamientos en
total. La parcela grande (208 m?, 26 surcos de 10 m de largo) correspondio a las especies
de leguminosas y al cereal incorporados, y en las parcelas pequenas (16 m? 5 surcos de
4 m de largo) los niveles de nitrégeno, con tres repeticiones.

El rendimiento de la biomasa seca se determiné en la etapa R3 (madurez fisiolégica), en la
cual seincluyo los érganos vegetativos y reproductivos de la planta de mafz. El rendimiento
de grano se evalud a la cosecha en seco, pesando las mazorcas cosechadas luego de la
madurez fisioldgica, y ajustando el rendimiento del grano al 14% de humedad [14].

La eficiencia agronémica del uso del N (EAN) se estimd mediante la diferencia entre el
rendimiento del tratamiento con fertilizante y el rendimiento del tratamiento testigo
(sin fertilizante), dividida para la cantidad de nitrégeno aplicado y el resultado se expreso
en porcentaje [6, 15].

La absorcién de N se la estimé en toda la planta, para lo cual se tomaron cuatro plantas
del surco central por cada parcela. Luego de un proceso de picado y secado en estufa
a 60°C, la muestra se analizd mediante el método de semimicro-Kjeldahl [16] en el
laboratorio del Departamento de Manejo de Suelos y Aguas de la Estacion Experimental
Santa Catalina del INIAP.

Eficiencia de la recuperacion de N en la incorporacion de abonos
verdes y el tiempo de aplicacion del fertilizante nitrogenado,
mediante la técnica isotopica N

En un disefio de parcela dividida con tres repeticiones, se evalué la eficiencia de la
incorporacion de abonos verdes (las mismas especies indicadas en el experimento
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anterior) y la aplicacion de N (dosis de 90 kg ha™) en tres épocas de aplicacion: siembra,
35y 70 dias después de la siembra. El tamanio de las parcelas fue el mismo que se utilizd
en el experimento anterior. Los tratamientos correspondientes a las épocas de aplicacion
se ubicaron en las parcelas pequenfas. El fertilizante marcado fue urea "N, que se aplicd
segun los tratamientos en estudio (Tabla 3). La urea marcada con "*N (concentracion,
5.16% atomos en exceso) se aplico diluida en agua destilada y con regadera a lo largo
de los surcos de la parcela pequena.

TABLA 3. Tratamientos con especies leguminosas y avena incorporados al suelo previo al cultivo de maiz, con
diversas épocas de aplicacién de nitrégeno utilizando la técnica isotdpica de ™N.

Epocay dosisN

Abono verde incorporado al suelo

Tratamientos e (kg ha™)
__ Siembra | 35dds' ___70dds |
T Chocho 30% 30 30
T2 Chocho 30 30% 30
T3 Chocho 30 30 30%
T4 Vicia 30* 30 30
15 Vicia 30 30 30
T6 Vicia 30 30 30*
17 Avena 30% 30 30
T8 Avena 30 30% 30
T9 Avena 30 30 30%
T10 Control sin abono verde 30* 30 30

* = Urea marcada con el isétopo "°N.
'dds = Dias después de la siembra.

Para la siembra de ambos experimentos se utilizd la distancia de siembra de 0.80 m
entre surcos y 0.25 m entre plantas, obteniéndose una densidad de poblacion de
50000 plantas ha™. Se utilizd semilla de maiz (Zea mays, L.) de la variedad INIAP-180
[17]. Los experimentos se sembraron el 24 de mayo del 2016 (45 dfas después de la
incorporacién del abono verde) y se coseché en seco (a la madurez fisiologica) el 31
de enero del 2017. Se realizaron cuatro aplicaciones de riego de auxilio con ldminas
de 4 mm cada una, mientras que el resto del manejo agronémico se lo realizé segun
las recomendaciones técnicas para cultivar maiz en la sierra del Ecuador [18].

Para evaluar la eficiencia de uso del fertilizante (EUN), segun la metodologia isotopica
(EU™N), se determino la cantidad del nitrégeno absorbido por la planta del tratamiento
con fertilizante marcado con N, y este resultado se dividié entre la dosis de nitrégeno
aplicado y el resultado se expresé en porcentaje [19]. Para el andlisis isotopico de N,
se enviaron muestras secas, molidas y envasadas a la Universidad de Florida, para su
determinacion por la técnica de espectrometria de masas [20]. La EUN total se estimo
sumando la eficiencia obtenida en las tres aplicaciones, realizando el ANOVA solo para
los tratamientos de la parcela grande (incorporacién de abonos verdes).
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Analisis estadisticos

En ambos experimentos se realizaron Analisis de Varianza (ANOVA) para todas las variables
evaluadas y en caso de existir diferencias estadisticas significativas (p<0,05) se realizd
la prueba de Fisher LSD para diferencia de medias. Previo al ANOVA, los datos de cada
variable fueron sometidos a la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks, y en caso de datos
no normalizados se procedié con la transformacion logaritmica de los mismos. Se utilizd el
programa estadistico Infostat [21].

RESULTADOS

Determinacion de la eficiencia agrondmica de la incorporacion de abonos
verdes y dosis de nitrogeno

El anélisis de la varianza para la absorciéon de N, encontré diferencias altamente
significativas para niveles de nitrogeno (p < 0.01) y no tuvieron significancia estadistica
las especies leguminosas incorporadas y la interaccién. El coeficiente de variacion del
12.63% es confiable para esta investigacion (Tabla 4). La prueba de LSD al 5% para la
extracciéon de nitrégeno mostrd tres rangos de significancia en las dosis de nitrégeno,
encontrandose la menor extraccion en el tratamiento sin N (dosis de 0 kg ha™) con
173.36 kg ha' de N, y la mayor extraccion con 233.84 kg ha™ de N para la dosis mas alta
delfertilizante (180 kg ha™). La absorcion de nitrdgeno con las especies de incorporadas
lupinos, vicia y avena en el cultivo de maiz fueron similares (Tabla 4).

TABLA 4. Promedios y significacion estadistica del ADEVA de la absorcidn de nitrégeno (N) y eficiencia agrond-
mica de la fertilizacion nitrogenada (EAN) utilizando la técnica convencional no isotdpica en el cultivo de maiz de
valles altos para diversos tipos de abonos verdes y dosis de N.

Abono verde (A) / Dosis Absorcion Biomasa  Rendimiento grano EAN
N(D) (kgha) N (kgha) (tha™) (tha) (kgkgN")
Chocho 231.78 20.17 6.06 19.74
Vicia 231.23 19.88 591 17.39
Avena 22261 19.03 599 19.36
0 17336a' 1632 a 414a -
45 229.77 b 1942 b 6.12b 39993
90 24442 bc 2135c¢ 6.55 bc 2482b
135 261.29 ¢ 2134 c 6.76 C 18.08 ¢
180 23384 b 20.05 bc 6.35 bc 11.25d
Sig. ADEVAT (A) Ns Ns Ns Ns
Sig. ADEVA (D) *x ** * *x
Sig. ADEVA (AxD) Ns Ns Ns Ns
CV (%) 12.63 831 8.10 3301

"Medias seguidas con una letra comun no son significativamente diferentes seguin LSD Fisher (p > 0.05).
*Ns = no significativo, ** = altamente significativo (p < 0,001).
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El anélisis de la varianza para la biomasa de las especies incorporadas de leguminosas
y cereal, encontré diferencias altamente significativas para las dosis de nitrégeno (p <
0.01) y no tuvieron significacion estadistica las especies incorporadas v la interaccion. El
coeficiente de variacion fue de 8.31%. La prueba de LSD al 5% para la biomasa de maiz
con las dosis de nitrégeno encontré tres rangos de significancia, ubicandose con el mayor
valor la dosis de 180 kg ha™' de N con 20.05 t ha™ de biomasa o forraje (Tabla 4 y Figura 1).

24

22

20

—o— (hocho y=-0,0004x2+0,0961x+ 16,98

Rendimiento de biomasa (tha™)

R?=0,9915
—m— Vida y=-00003x2+0,0807x + 16,145
16 R =0,9955
—A— Avena  y=-0,0004x2 + 0,09+ 15,75
R?=0,9602
14 r T T T 1
0 45 135 180

90
Dosis de nitr6geno (kg ha™)

FIGURA 1. Efecto de las dosis de nitrégeno y la incorporacion de abonos verdes en el rendimiento de biomasa en
el cultivo de maiz de valles altos. Las barras representan el error estdndar de la media.

El andlisis de la varianza para el rendimiento de grano tuvo diferencias significativas
para dosis de nitrégeno (p < 0.001) y no se encontré diferencias estadisticas por
especies incorporadas y su interaccion. El coeficiente de variacion fue de 8.10%. La
prueba de significacién de LSD al 5%, tuvo tres rangos de significacion, siendo el
mayor la dosis de 135 kg ha™' con 6.55 t ha-1 (Tabla 4).

Elandlisis de la varianza parala EAN, encontré diferencias altamente significativas para
las dosis de nitrdgeno; en tanto que, para las especies incorporadas y la interaccion,
no se encontraron diferencias estadisticas. Se tuvo un coeficiente de variacién de
34.01%. La prueba de LSD al 5%, encontrd tres rangos de significacion, el mayor valor
encontrado fue de 39.99 kg de grano kg N con la dosis de 45 kg ha™ (Tabla 4).

La dosis de nitrogeno aplicadas en el maiz con las especies incorporadas, tuvieron un
efecto cuadrdtico, notdndose que los mayores rendimientos se encuentran entre las
dosis de 90y 135 kg ha' de nitrégeno (Figura 1).

Eficiencia de la recuperacion de N en la incorporacion de abonos verdes
y el tiempo de aplicacion del fertilizante nitrogenado, mediante la
técnica isotopica °N

El andlisis de la varianza para la concentracion de "N no encontrd diferencias

estadisticas para la incorporacion de las especies de leguminosas y cereal como
abono verde. Sin embargo, se encontré alta significacion estadistica para el tiempo
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de aplicacién y ninguna significacion estadistica para la interaccién entre tipo de
abono verde y tiempo de aplicacion. El coeficiente de variacion fue de 4.92%. La
prueba de LSD al 5% para el tiempo de aplicacién del nitrégeno encontrd tres rangos
de significacién, siendo la concentracion mas alta con 0.56% de N a los 70 dias
después de la siembra (Tabla 5).

El andlisis de la varianza para la concentracion de N total, no tuvo significacion
estadistica para la aplicacion del abono verde, tiempo de aplicacién y la interaccién.
El coeficiente de variacién fue de 34.14% (Tabla 5).

TABLA 5. Promedios y significacin estadistica del ADEVA de la concentracion de nitrégeno (N) y de la eficiencia
de uso de la fertilizacion nitrogenada (EUN) utilizando la técnica isotpica *N en el cultivo de maiz de valles altos
para diversos tipos de abonos verdes y tiempo de aplicacién de urea.

Abono verde Concentradién Concentracion Biomasa Rendimiento  EU™N EU™N
(A)/Tiempo de BN N total grano acumulado
aplicacion (T) (%) (%) (tha™) (tha") (%) (%)
Chocho 053 1.09 2269a 841 14.29 42.86
Vicia 0.52 1.12 2204 ab 756 13.08 39.24
Avena 0.53 0.86 2158 b 8.16 1032 30.94
Sin residuo 0.52 087 1963 b 827 864 2591
0dds’ 0.50 a* 0.96 2148 808 892a
45 dds 053b 1.05 2283 799 13.80ab 3759
70 dds 056 ¢ 1.03 2140 8.13 1487 b
Sig. ADEVA' (A) Ns Ns * Ns Ns Ns
Sig. ADEVA (T) ** Ns Ns Ns * Ns
Sig. ADEVA (AXT) Ns Ns Ns Ns Ns Ns
CV (%) 492 34.14 9.82 1638 18.22 9.92

*Medias seguidas con una letra comdn no son significativamente diferentes seguin Lsd Fisher (p > 0.05).
fdds = dias después de la siembra, 45 dds (etapa vegetativa del maiz V3-V4), 70 dds (etapa vegetativa V6-V7).
'Ns = no significativo, * = significativo (p < 0.05), y ** = altamente significativo (p < 0,001).

El andlisis de la varianza para la biomasa tuvo significacion estadistica para la aplicacion
de abono verde y no tuvo significancia estadistica para tiempo de aplicacion y la
interaccion. La prueba de significacion del LSD al 5% obtuvo dos rangos de significacion,
siendo el mayor el cultivo de chocho con una biomasa de 22.69 t ha™ (Tabla 5).

El andlisis de la varianza para el rendimiento de grano no encontré significacion
estadistica para la aplicacién del abono verde, tiempo de aplicacion y la interaccion. El
coeficiente de variacion fue de 16.38% (Tabla 5).

El andlisis de la varianza para la eficiencia de uso de "N (EU™N), mostré significacion
estadistica para el tiempo de aplicacién de nitrégeno y no encontréd significacion
estadistica para la aplicacion de abono verde y la interaccion. El coeficiente de variacion
del 18.22%. La prueba de LSD al 5% para el tiempo de aplicacién del nitrégeno obtuvo
dos rangos, siendo el mejor a los 70 dfas después de la siembra con 14.87% (Tabla 5).
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El andlisis de la varianza para la eficiencia de uso acumulado de "N (EU™N acumulado),
no tuvo significacion estadistica parala aplicacion del abono verde, tiempo de aplicacion
y la interaccion. El coeficiente de variacién fue de 9.99% (Tabla 5).

DISCUSION

La cantidad incorporada de abono verde esta en funcién de la especie empleada,
desarrollo vegetativo, tipo de suelo, condiciones climéticas y demas factores de la
produccion. La mejor época para realizar la incorporacion del abono verde es en la
floracién de las especies debido a que en este estado los nutrientes estan concentrados
en los érganos vegetativos y aun no han sido trasladados hacia otros érganos como
frutos, por lo que los nutrientes serdn aprovechados en su totalidad [11].

La acumulacién y re-movilizacién de N en la planta de maiz se expresa con el indice
de cosecha, el cual tiene valores que varian entre 59 y 69%, considerando la relacién
fuente-demanda. Se estima que entre el 31y 41% del N acumulado en la biomasa se
queda en el rastrojo y es devuelto al suelo mediante la incorporacion [7].

Otros estudios han reportado un efecto de la incorporacién de abono verde sobre el
rendimiento del cultivo [22, 23]. En este estudio no se observé un efecto significativo de
la incorporacién de abonos verdes, tanto en el método convencional como isotdpico
(Tabla 4). Esto pudo deberse a varios factores, como la disponibilidad de nitrégeno
en el suelo donde se realizd el experimento (Tabla 2) y la incorporacién del abono
verde que fue muy cerca de la siembra (45 dias); lo que no permitié que el nitrégeno
incorporado por el abono esté disponible para el cultivo de maiz debido a los periodos
de mineralizacion, que por las condiciones de altitud y temperatura se alargan en la
Sierra del Ecuador [24].

Se observé un efecto significativo sobre el rendimiento del cultivo de maiz, en biomasa
y de grano, con la aplicacion del nitrégeno utilizando como fuente la urea. Estos
resultados corroboran lo indicado por [25, 26], quienes reportaron un incremento de
rendimiento de hasta 10% sobre el testigo. En este estudio, el mayor rendimiento de
grano se observd con la dosis de 135 kg ha™ con 6.76 t ha' (grano seco, ajustado al
14% de humedad), lo que representé un incremento de 39% en referencia al testigo sin
aplicacion de nitrégeno (Tabla 4).

La eficiencia agrondmica del nitrégeno (EAN) en el cultivo de maiz de altura fue mayor
con la menor dosis de nitrégeno (45 kg N ha™), que correspondié a un rendimiento de
6.12 tha”, lo que significa que con cada kilogramo de N aplicado se obtuvo 39.99 kg de
maiz. Zamudio y colaboradores [27] reportaron EAN de 20.9 kg de grano kg de N, con
una dosis de 168 kg N ha™, que fue similar a la EAN obtenida en este estudio con la dosis
de 180 kg N ha™ (Tabla 4y Figura 2).
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FIGURA 2. Efecto de cinco dosis de nitrdgeno en el rendimiento de grano y la eficiencia agronémica del uso del
nitrdgeno (EAN) en el cultivo de maiz de valles altos. Las barras representan la desviacion estandar de la media.

El'uso de "N permitié encontrar diferencias estadisticas significativas para el tiempo
de aplicacién del nitrégeno en el cultivo de maiz de altura, mientras que con el
uso de la técnica convencional de N total no fue posible (Tabla 5). Este estudio
reportd que la mayor absorcion de nitrégeno (ER™N) se obtuvo a los 70 dds, con
una eficiencia de 14.87%. Este resultado es diferente a la recomendacion que realiza
el Programa de Maiz del INIAP, que indica que el fertilizante se debe aplicar a la
siembray a los 45 dias después de la siembra [18]. Esto implica que se deben revisar
las recomendaciones sobre el tiempo de aplicacién de la fertilizacion nitrogenada
para el cultivo de maiz de altura.

La eficiencia de uso de la fertilizaciéon nitrogenada EU™N acumulada para la
incorporacion de abono verde en el cultivo de maiz de altura fue de 37.68%, 11.77%
superior al testigo donde no se incorpord materia verde. Estos valores son muy similares
a los reportados por otros autores [19].

CONCLUSIONES

La incorporacion de abono verde (lupino) incrementd la biomasa (follaje) en el cultivo
de maiz en un 15% con respecto al testigo; pero no influyé en el rendimiento de
grano, que en promedio fue de 8.10 t ha™. La fertilizacién nitrogenada tuvo un efecto
significativo sobre el rendimiento del cultivo. El mayor rendimiento de grano y follaje
se observo con la dosis de 135 kg N ha''; mientras que la mayor eficiencia agrondémica
(EAN) se obtuvo con la dosis de 45 kg N ha™, lo que significa que con cada kilogramo
de N aplicado se obtuvo 39.99 kg de maiz.

La técnica isotopica permitié diferenciar la época en la que el cultivo de maiz de
valles altos de la region Andina del Ecuador realiza la mejor absorcion de nitrégeno,
observandose que la mayor eficiencia en el uso de nitrégeno (EUN) con 14.87% que
se logré a los 70 dds. La EUN acumulada fue de 33.59%. Estos resultados reflejan la
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importancia del uso de la técnica isotdpica para trabajos de nutricién vegetal, que
permitirdn revisar las recomendaciones de manejo de la fertilizacion nitrogenada para
el cultivo de maiz de altura.
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Tratamiento postcosecha con radiacion gamma
para extender la vida ttil de papa chaucha amarilla
(Solanum phureja)
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Post-harvest treatment with gamma radiation to increase
shelf life of yellow chaucha potato Solamun phureja

Resumen

Solanum phureja es una variedad andina de papa con un alto potencial de exportacion,
gracias a sus propiedades nutricionales, organolépticas y funcionales; sin embargo,
su tiempo de vida en percha es muy reducido. Esta investigacion tuvo como objetivo
evaluar el tratamiento de este tubérculo con radiacion gamma para retardar la brotacion.
Se empled un disefo factorial 4x2 para seleccionar la mejor combinacion de dosis (0,
80, 120 0 160 Gy) y tiempo después de la cosecha (uno o cinco dias) del tratamiento.
Asimismo, se utilizd un disefio factorial 3x2 para seleccionar la mejor combinacion de
dosis de clorprofam (CIPC) (0, 20 0 30 mg kg™) y tiempo después de la cosecha (uno
o cinco dias); este es un tratamiento quimico comun para retrasar la germinacion de
la papa. El mejor tratamiento fisico correspondié a la irradiacion con una dosis de 120
Gy, cinco dias después de la cosecha; que produjo una pérdida de peso de 16.5%, una
pérdida de firmeza de 17.2%, ausencia de brotes y 4.0% de pudricién, después de 40 dias
de almacenamiento a 19 ° Cy 60% de humedad relativa. El mejor tratamiento quimico
correspondié a la aplicacion de 30 mg de CIPC kg™ a los cinco dfas de la cosecha, y
produjo una pérdida de peso del 17.4%, una pérdida de firmeza del 21.0 %, un 8.0% de
podredumbre vy la aparicion de brotes después de 25 dias. En las papas de la muestra
control (sin ningun tratamiento), la pérdida de peso fue del 23.7%, la pérdida de firmeza
del 20.9%, la pudricion del 7.0% y la aparicion de brotes a los seis dias. Los andlisis
sensoriales (apariencia, color, textura y sabor) y proximal (contenido de humedad,
cenizas, proteina, extracto etéreo, fibra cruda y carbohidratos totales) revelaron que los
tratamientos aplicados no afectaron las caracteristicas organolépticas y nutricionales
de las papas. Estos resultados sugieren que la irradiacién de chaucha amarilla permite
incrementar su vida Util en aproximadamente 33 dias, conservando su calidad.

Palabras clave: Clorprofam, Pudricion, Radiaciones ionizantes, Tubérculo.
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Abstract

Solanum phureja is an andean potato variety with a high export potential, thanks to its
nutritional, organoleptic and functional properties; however, its shelflife is very short. The
aim of this research was to evaluate the treatment of this tuber with gamma radiation to
delay sprouting. A 4x2 factorial design was used to select the best dose (0, 80, 120 or 160
Gy) and time after harvest (one or five days) of the treatment. Similarly, a 3x2 factorial
design was used to select the best chlorpropham (CIPC) dose (0, 20 or 30 mg kg™) and
time after harvest (one or five days). This is a common chemical treatment to delay
sprouting in potato. The best physical treatment corresponded to the irradiation with
a dose of 120 Gy, five days after harvest; it produced a weight loss of 16.5%, a firmness
loss of 17.2%, no sprouts and 4.0% of rottenness after 40 days of storage at 19 °C and
60% relative humidity. The best chemical treatment corresponded to the application
of 30 mg CIPC kg™ five days after harvest, and it produced a weight loss of 17.4%, a
firmness loss of 21.0%, 8.0% of rottenness and the appearance of sprouts after 25 days.
In the potatoes of the control sample (without any treatment), weight loss was 23.7%,
firmness loss was 20.9%, rottenness of 7.0% and the appearance of sprouts after six days.
Sensory analysis (appearance, color, texture and flavor) and proximal analysis (moisture,
ashes, protein, lipids, crude fiber and carbohydrates content) showed that the applied
treatments did not significantly affect the organoleptic or nutritional content of the
potatoes. These results suggest that irradiation of Solanum phureja could increase its
shelf life and keep the quality by approximately 33 days.

Keywords: Chlorpropham, lonizing radiations, Rottenness, Tuber.

INTRODUCCION

La papa Solanum tuberosum se origind y domestico en los Andes. Es el cuarto producto
agricola de mayor consumo a nivel mundial, luego del trigo, maiz y arroz [1]. Por su
alto consumo y distribucion global, fue definida con el lema “Papa, alimento ayer, hoy y
siempre”en el XXVI Congreso de la Asociacion Latinoamericana de la Papa—-ALAP en el
2014 [2]. Un 50% de la produccion mundial de papa se consume en fresco, el resto se
destina a la elaboracion de productos e ingredientes alimenticios procesados, piensos
de animales, semillas, industria farmacéutica y de combustibles [1]. En Ecuador, el
porcentaje de papa que se destina al consumo en fresco es mayor al promedio mundial,
aungue se ha observado una tendencia a la baja, de un 90% en 2002 a un 74% en 2012
[3, 4]. En los Andes de Pert, Bolivia y Ecuador crecen més de 4000 variedades nativas,
entre ellas se encuentra la papa chaucha amarilla Solanum phureja [1]. Esta variedad se
caracteriza por una corta vida postcosecha, debido a la aparicion de brotes entre cinco
y ocho dias luego de la cosecha [5, 6], o inclusive antes [7, 8], pero tiene un corto ciclo
vegetativo (110 a 120 dias) que permite establecer de tres a cuatro ciclos de siembra-
cosecha por ano [9, 10].

Por su corta vida util, la comercializacién de chaucha amarilla se torna dificil y los

productores sufren altas pérdidas econdmicas. No se reportan datos en Ecuador,
pero en el vecino pafs de Colombia la variedad chaucha amarilla registra pérdidas
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postcosecha de hasta un 50% en el almacenamiento, transporte e industrializacién [11].
Por lo tanto, la inhibicion de brotes durante el periodo de dormancia de los tubérculos
es de gran importancia econémica. Para ello, se utiliza el almacenamiento refrigerado
a temperatura entre 4 y 10 °C y humedad relativa (HR) de 85 a 90%, y la aplicacion de
reguladores de crecimiento; en paises tropicales se utiliza la combinacion de ambos [12].

Por mas de 50 afos, el isopropil 3-clorocarbanilato [13, 14], clorprofam, CIPC o N-3-
clorofenil isopropil carbamato ha sido utilizado como el principal inhibidor de brotes en
papas, pero en la actualidad existen preocupaciones por el alto grado de toxicidad que
exhiben los metabolitos presentes o formados en los tubérculos tratados con él [12]. Por
su extensivo uso, ademas, se presenta el riesgo de contaminacion de los tubérculos que
se usan como semilla, lo que provoca un retraso en el crecimiento de las plantas y una
baja produccion de tubérculos [15]. La Organizacién de Proteccién de Plantas de Norte
América (NAPPO por sus siglas en inglés) establece como limite méximo de residuos de
CIPC en papas frescas para consumo humano el valor de 15 mg kg para Canadé y de
30 mg kg para Estados Unidos [12]. Con el fin de asegurar la seguridad alimentaria y
satisfacer la demanda de los consumidores por alimentos naturales, frescos, con mejor
calidad nutricional y con una vida util amplia, existe la necesidad de aplicar nuevas
tecnologias o de modificar o combinar las técnicas tradicionales de conservacién [16].

Paul Ezekiel y Pandey [12] discutieron la necesidad de buscar alternativas mds seguras y
efectivas que el CIPCy sefialaron al tratamiento con radiacién gamma como una opcion.
El Organismo Internacional de Energia Atémica (IAEA, por sus siglas en inglés) manifiesta
que la irradiacion de alimentos constituye una tecnologia multiproposito y comprende
un proceso mediante el cual un producto alimenticio se expone a radiaciones ionizantes
con el fin de mantener su calidad e inocuidad [17]. La radiacién ionizante actla en
tres fases: (1) accién fisica primaria sobre los dtomos, la cual provoca la formacion de
moléculas ionizadas y radicales libres; (2) cambios quimicos, que forman compuestos
radioquimicos estables, de constitucion determinada por la composicion y estructura
molecular del material tratado; (3) efectos bioldgicos, que incluyen la modificacion
en la membrana celular, reduccion de la actividad enzimatica y, por consecuencia, la
reduccion de la sintesis de dcidos nucleicos, lo cual afecta el metabolismo energético de
la fosforilacién y altera la composicion del ADN [18].

La irradiacion se utiliza a escala comercial para esterilizar, favorecer el control de
plagas, prevenir enfermedades transmitidas por alimentos y retardar la germinacién y
maduracion de frutas y vegetales [19]. Cada afio se incrementan a nivel mundial los
centros multipropdsito de irradiacion y, por ende, el nimero de alimentos procesados
y productos agricolas tratados principalmente con irradiacion gamma [20, 21]. El IAEA
ha propuesto dosis entre 0.1 y 1.0 kGy para la inhibicién de brotes y el retraso en la
maduracion de bulbos y tubérculos [17].

En 1958, la ex Unidn Soviética autorizd el consumo de papas irradiadas, desde entonces
se han llevado a cabo numerosos estudios acerca de la aplicacion de radiacion gamma
sobre este producto [22]. La irradiacién es una técnica postcosecha eficaz para el
almacenamiento de papas en condiciones no refrigeradas; se han reportado también
valores de 0.08 y 0.12 kGy como las mejores dosis para mantener las propiedades fisicas
y mecanicas en la variedad “Kufri Sindhuri’, almacenada a 22 °C durante 120 dias [23].
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Otros estudios en la variedad "Agata’, almacenada por 35 dias a 21 °C 'y 39% de HR,
reportaron 0.15 kGy como la mejor dosis para reducir pérdidas postcosecha [24].

Para el caso de la variedad chaucha amarilla, Zavala [25] evalud los efectos de diferentes
dosis de radiacion gamma (0.025; 0.050; 0.075 y 0.10 kGy) sobre la expresién fenotipica; la
dosis de 0.050 kGy indujo el retraso en la brotacion y existieron cambios morfolégicos en
la coloracion y forma de hojas y flores. Guzman, [26] realizé la caracterizacion fenotipica
empleando radiacion gamma sobre papa chaucha amarilla y determind que no se
inhibe el proceso de germinacién, solamente se retrasa el tiempo de emergencia de los
brotes, al aplicar una dosis relativamente baja de 0.025 kGy.

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto del tratamiento con radiacion
gamma sobre la vida Util de la papa chaucha amarilla en condiciones de almacenamiento
no refrigerado (19 °C y 60% de humedad relativa) en la ciudad de Quito y compararlo
con la aplicacion de CIPC, como tratamiento referencial.

MATERIALES Y METODOS
Materiales y equipos

Se utilizd como materia prima tubérculos de chaucha amarilla cosechados el 16y 20
de julio de 2017 (Grado A; 10% con no mas del 1% de pudriciones hiimeda y parda, de
tercera de acuerdo con su tamafio de entre 30 y 44 mm de didmetro) en la parroquia
Toacazo, cantdn Latacunga, provincia de Cotopaxi. Se consideraron los requisitos de
calidad para consumo humano, establecidos en la Norma NTN INEN 1516 [27].

Los reactivos utilizados fueron clorprofam o CIPC (Sigma Aldrich; pureza > 98%) y alcohol
industrial (WEIR; pureza > 96%) para diluir el CIPC.

Los equipos utilizados fueron un irradiador panordmico con una fuente de cobalto 60,
una balanza digital BODECO BPS-51 y un penetrémetro (McCORMICK FT-11; con sonda
plana de 6 mm de didmetro).

Seleccion de la mejor dosis de irradiacion

Las papas cosechadas fueron lavadas con agua potable para eliminar residuos de tierray
se secaron a condiciones ambientales de la parroquia Toacazo (15 °Cy 60% de humedad
relativa (HR)). Luego, se realizo la clasificacion, seleccién, empacado y etiquetado en
saquillos de nylon de 1 kg cada uno. Las muestras se transportaron a la ciudad de Quito
y se almacenaron a condiciones ambientales (en promedio 19 °C 'y 60% de HR), a fin
de emular la forma en la que comunmente se almacenan las papas en esta ciudad. Los
tubérculos cosechados el 16 (después de un dia o 1D) y el 20 de julio de 2017 (después
de cinco dias o 5D), fueron irradiados el 21 de julio de 2017, con la fuente de cobalto
60 ubicada en el Laboratorio de Tecnologia de Radiaciones (LTR) que pertenece a la
Escuela Politécnica Nacional (EPN). Los saquillos fueron ubicados a 0.3 m del contorno
de la fuente y los tiempos de irradiacion fueron de 56, 83 y 111 min, en funcién de la
dosis requerida.
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Se utilizd un disefio experimental 4x2, en el que las variables de disefio fueron la dosis
de radiacion gamma (0, 80, 120 y 160 Gy) y el nimero de dias desde la cosecha hasta la
irradiacion (1D y 5D). Se realizaron tres repeticiones; las unidades experimentales fueron
saquillos de 1 kg de tubérculos. En el producto tratado se evaluaron pardmetros de calidad
y se hizo un andlisis proximal y un analisis sensorial, segun se describe posteriormente.

Seleccion de la mejor dosis de CIPC

Las papas lavadas y seleccionadas fueron tratadas con clorprofam. Se utilizé un disefio
experimental 3x2, en el que las variables de disefio fueron la dosis de CIPC (0, 20 y 30
mg de CIPC kg de papa) y el nimero de dfas desde la cosecha hasta la irradiacion (1D
y 5D); se realizaron tres repeticiones.

Para ambos disefios experimentales, las muestras control correspondieron a papas del
mismo tiempo postcosecha sin ningun tratamiento.

Evaluacion de los parametros de calidad poscosecha

Las muestras irradiadas y tratadas con CIPC fueron almacenadas en un cuarto oscuro a
condiciones ambientales. Los pardmetros de calidad postcosecha: brotacion externa,
didmetro y longitud de los brotes, pérdida de peso, pudricion, pérdida de firmeza,
apariencia general y tiempo de vida util, fueron evaluados los lunes, miércoles y viernes
durante 40 dfas luego de la irradiacién o la aplicacion de CIPC.

Brotacion externa

Se determind la brotacion externa mediante el contaje del nimero de tubérculos con
brotes visibles [28] y se reporté su valor como porcentaje, con respecto al nimero total
(10) de tubérculos examinados por cada repeticion [29]; es decir que, una brotacion
externa del 0% significaria que ninguna de las papas evaluadas presenté brotes visibles.

Diametro y longitud de los brotes

La medicion del didmetro y de la longitud de los brotes se realizé con ayuda de una
regla de acetato; se registraron los valores de un total de 10 tubérculos examinados por
cada repeticion.

Pérdida de peso

Los saquillos con papas fueron pesados antes de la aplicacion de los tratamientos y cada
dos dias durante el periodo de almacenamiento, en una balanza electrénica BODECO BPS-
51 (4000 g + 0.1 ). Los resultados se reportaron como porcentaje de peso perdido [24].

Pudricion
La pudricion fue determinada mediante el pesaje de los tubérculos afectados con

sintomas de descomposicion o desintegracion de tejidos. El valor obtenido se reportd
como porcentaje con respecto al peso total del saquillo de cada tratamiento [29].
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Pérdida de firmeza

Para la valoracién de la pérdida de firmeza, se midié este parametro cada viernes,
durante los 40 dias de almacenamiento, con un penetrémetro McCORMICK FT-11 de
sonda plana de 6 mm de didmetro; se realizaron tres lecturas en la zona ecuatorial de los
tubérculos por cada tratamiento [24].

Apariencia general y tiempo de vida util

Para valorar la apariencia general de las papas, se tomd en cuenta el encogimiento, la
marchitez y dafos fisicos en la superficie de los tubérculos. Se utilizd una escala de uno a
cinco, segun los siguientes criterios: (de 4 a 5) los tubérculos mantienen las caracteristicas
iniciales, (de 3 a4) los tubérculos presentan cierto deterioro y dafio, pero alin son aptos
para comercializacién, (de 1 a 3) los tubérculos no son comercializables [30]. Para la
valoracion del tiempo de vida Util se marcé el dia en el cual los brotes alcanzaron 2 mm
de longitud, de acuerdo con la Norma NTN INEN 1516:2012 [27] y también se tomo en
cuenta la aparicion de pudriciones y necrosis en los tejidos de los tubérculos.

Analisis proximal

Para la caracterizacién quimica de los tubérculos se realizd el andlisis proximal de las
muestras tratadas que presentaron los mejores resultados de calidad postcosechay una
muestra fresca (cosechada dos dias antes). Se tomaron como referencia los requisitos
establecidos en las Normas AOAC, ICC y FAO para el contenido de: humedad (AOAC
925.10), cenizas (AOAC 923.03), proteina (AOAC 2001.11), extracto etéreo (AOAC 934.01),
fibra cruda (ICC 113), carbohidratos totales (FAQO) y valor caldrico (FAQ); los anélisis fueron
realizados por triplicado [9], con muestras de 100 g. El andlisis proximal fue realizado
en el Departamento de Ciencia de Alimentos y Biotecnologia (DECAB) de la Escuela
Politécnica Nacional.

Analisis sensorial

Se usé una pruebadiscriminativa de comparacién multiple para determinar la preferencia
entre los tubérculos correspondientes al mejor tratamiento fisico (irradiacion), el mejor
tratamiento quimico (aplicacién de CIPC), y una muestra fresca (cosechada dos dias
antes). Para la coccion se utilizaron 1.5 kg de papa por cada tratamiento y se llevo a
cabo en tres cacerolas a 91 °C durante 8 min. En recipientes desechables codificados,
se presentaron a los panelistas dos tubérculos cocidos por cada tratamiento, un vaso
de agua y la respectiva hoja de evaluacién. Se registré la calificacion de un total de 14
panelistas de tipo juez consumidor, quienes evaluaron apariencia, color, textura y sabor
[30]. Los panelistas recibieron una explicacion tedrica del andlisis que debfan realizar.

Anélisis estadistico
El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizd con ayuda del programa
Statgraphics Centurion XV.Il, mediante un andlisis multifactorial de varianza, y la prueba

de rangos multiples con el método de Fisher o LSD (diferencia minima significativa), con
el 95% de confianza [31].
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RESULTADOS

Calidad postcosecha

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacion de las papas
de la variedad chaucha amarilla tratadas con rayos gamma, con CIPC y sin tratamientos
(control). En todos los casos, las papas fueron evaluadas al final de un periodo de
almacenamiento por 40 dias, a condiciones ambientales de la ciudad de Quito.

Brotacion externa

En la Fig. 1 se muestran los porcentajes de brotacion externa correspondientes a los
tratamientos con radiacion gamma y con CIPC de muestras de papa chaucha amarilla,
luego de 40 dias de almacenamiento. Los tratamientos que inhibieron la brotacion en
mayor medida fueron: la irradiacién con dosis de 120 Gyy con 160 Gy y la aplicacién de
30 mg CIPC kg, todos a cinco dias luego de la cosecha.
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Figura 1. Porcentaje de brotacion en tubérculos de Solanum phureja a) irradiados y b) tratados con CIPC, luego
de 40 dias de almacenamiento no refrigerado (media + LSD, n=30).
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En la Fig. 2 se comparan el mejor tratamiento fisico y el mejor tratamiento quimico para
inhibir brotes con respecto al control; se encontraron diferencias significativas (p < 0.05)
y valores de alrededor de 0% para la irradiacién a 120 Gy, 90% para la aplicacién de 30
mg CIPCkg™'y 100% en la muestra control.
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% 30

0 120 Gy 30mg CIPC
Tratamientos

y~ £ 15D (n=30)

Figura 2. Porcentaje de brotacion en tubérculos de Solanum phureja a) irradiados a 120 Gy y b) tratados con 30
mg CIPCkg™, luego de 40 dias de almacenamiento no refrigerado (media = LSD, n=30).

Diametro y longitud de los brotes

La muestra control presentd 100% de brotacién, con brotes de 10 mm de didmetro y
17 mm de longitud. En el tratamiento con irradiacién a 120 Gy y 5D no se presentaron
brotes y, en el caso de la aplicacion de 30 mg CIPC kg™, se presentaron brotes de 2 mm
de didmetroy 2 mm de longitud.

En la Fig. 3 se presentan imagenes de la brotacion externa en los tubérculos de chaucha
amarilla. Se observa una gran cantidad de brotes en la muestra control, convirtiéndola
en no apta para el consumo ni la comercializacion; por el contrario, las papas irradiadas
presentan un aspecto similar al de las papas de pocos dias de cosecha.

Los resultados del andlisis estadistico y visual de la brotacion se encuentran en las Fichas
técnicas | y Il del material suplementario.

Pérdida de peso

En la Fig. 3 se evidencia una menor pérdida de peso en las papas irradiadas cinco dias
después de la cosecha (5D), con dosis de 120 y 160 Gy. También, se observo que el
tratamiento quimico con menor pérdida de peso fue la aplicacién de 30 mg CIPCkg'y 5D.

La muestra control presentd un 23.7% de pérdida de peso frente a 16.5% en el
tratamiento fisico con 120 Gy y 17.4% en la aplicacion de 30 mg CIPC kg™. El andlisis
estadistico determind que existieron diferencias significativas (p < 0.05) entre estos tres
tratamientos, como se muestra en la Fig. 4.
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Figura 3. Porcentaje de pérdida de peso en tubérculos de Solanum phureja A) irradiados y B) tratados con CIPC,
luego de 40 dias de almacenamiento no refrigerado (media + LSD, n=30).
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Figura 4. Porcentaje de pérdida peso en tubérculos de Solanum phureja a) irradiados a 120 Gy y b) tratados con
30 mg CIPC/kg, luego de 40 dias de almacenamiento no refrigerado (media = LSD, n=30).
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Los resultados detallados del anélisis estadistico de la pérdida de peso se encuentran en
la Ficha técnica Ill del material suplementario.

Pudricion

En la Fig. 5 se observan los porcentajes de pudricién en la papa correspondiente a
cada tratamiento. Se evidencia que, tanto a mayor dosis de irradiacion como a mayor
concentracion de CIPC, existid un aumento en el porcentaje de pudricion. Sin embargo,
la pudricién en las papas irradiadas con 120 Gy y 5D fue significativamente menor (p
< 0.05) frente a papas tratadas con 30 mg CIPC kg™ y 5D. En la Fig. 6 se observa que la
pudricion promedio fue de un 4% al aplicar el tratamiento con la dosis de 120 Gy, 8% al
aplicar CIPCy 7% en las muestras control.
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Figura 5. Porcentaje de pudricién en tubérculos de Solanum phureja A) irradiados y B) tratados con CIPC, luego
de 40 dias de almacenamiento no refrigerado (media + LSD, n=30).
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Figura 6. Porcentaje de pudricién en tubérculos de Solanum phureja a) irradiados a 120 Gy y b) tratados con 30
mg CIPCkg™, luego de 40 dias de almacenamiento no refrigerado (media + LSD, n=30).

Los andlisis estadistico y visual de la pudricién pueden encontrarse en las Fichas técnicas
IV'yV del material suplementario.

Pérdida de firmeza

En cuanto a la firmeza, también se observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre
los tratamientos. Se presentd una pérdida de firmeza del 20.9% para la muestra control,
frente a 17.2% en el tratamiento con la dosis de 120 Gy y de 21% en el tratamiento
con 30 mg CIPC kg™ y 5D. Los detalles del andlisis estadistico referente a la firmeza se
encuentran en la Ficha técnica VI del material suplementario.

Apariencia general y tiempo de vida util

La muestra control presenté un tiempo de vida de Util de siete dias y fue no apta para el
consumo a los 40 dias de almacenamiento por la presencia de brotes. El mejor tratamiento
quimico, correspondiente a la aplicacion de 30 mg CIPC kg™ y 5D, generd un aumento
en el tiempo de vida util de 18 dfas. El mejor tratamiento fisico, de 120 Gy y 5D, permitid
incrementar la vida util de la papa chaucha amarilla en aproximadamente 33 dfas.

Los detalles del andlisis estadistico de la apariencia general y el tiempo de vida Uutil de
los tubérculos se encuentran en las Fichas técnica VIl y VIIl del material suplementario.

Andlisis proximal

Los resultados del andlisis proximal de las muestras tratadas y la muestra control fresca
se presentan en la Fig. 7. Se observa que no existieron diferencias significativas (p > 0.05)
entre las papas del mejor tratamiento fisico 120 Gy y 5D. El mejor tratamiento quimico
30 mg CIPC kg™ y 5D y la muestra control fresca en cuanto al contenido de cenizas,
proteina, extracto etéreo y fibra cruda. La humedad disminuyd en aproximadamente
un 10% en las muestras tratadas, que fueron almacenadas por 40 dias, mientras que el
porcentaje de carbohidratos totales se incrementd también en un 10%.
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Figura 7. Andlisis proximal (% g/100 g) en tubérculos cocidos de Solanum phureja irradiada a 120 Gy, tratada
con 30 mg CIPCkg™'y muestra fresca (2D).

En la Ficha IX del material suplementario estan colocados los resultados de los anélisis
proximales realizados.

Analisis sensorial

Los resultados del andlisis sensorial realizado por un grupo de 14 panelistas se muestran
en la Fig. 8, donde se observa que no existieron diferencias significativas (p > 0.05)
entre las muestras de papa chaucha amarilla que corresponden al mejor tratamiento
fisico de conservacion y la muestra control fresca, en los pardmetros color de la pulpa y
textura. En los pardmetros apariencia y sabor, las muestras irradiadas tuvieron una mejor
calificacion que las muestras frescas. En la Ficha técnica IX del material suplementario se
pueden observar las hojas entregadas a los panelistas.

m 120Gy 5D

40 = 30mg (PC5D
m Control 2D

(alificacién total
=

Apariencia Color pulpa Textura Flavor
y~ £ LD (n=30)

Figura 8. Andlisis sensorial en tubérculos cocidos de Solanum phureja, irradiada a 120 Gy, tratada con 30 mg
CIPCkg 'y muestra fresca (2D).
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DISCUSION

Brotacion externa

El mejor tratamiento fue la irradiacion gamma con dosis de 120 Gy, debido a la ausencia
de brotes. Con la dosis de 160 Gy se obtuvo un similar efecto de inhibicion, pero se eligio
el primero porque una menor dosis tendrfa un menor costo; ademés, hubo ausencia de
necrosis en los tubérculos tratados con la dosis de 120 Gy.

Diametro y longitud de los brotes

La inhibicion de brotes mediante irradiacion se debe principalmente a los efectos sobre
los tejidos meristematicos; en primera instancia, se interrumpe la sintesis de ATP y por
ello no se completa el proceso de respiracion celular, esto provoca una disminucién en
la tasa de sintesis del ADN y ARN y el consecuente bloqueo de la division celular [32, 33].

El crecimiento de los brotes perjudica de forma directa a la calidad de la papa, ademads,
provoca una pérdida de peso y de turgencia, una disminucién de la firmeza y afecta sus
propiedades nutricionales por la hidrdlisis del almidén y de las proteinas, la acumulacion
de azucares simples, y la disminucion del contenido de vitamina C [12, 34]. Por lo
tanto, la inhibicion de brotes es un factor clave para el adecuado almacenamiento y la
industrializacion de papas. En el caso especifico de la papa chaucha amarilla, se consideran
tubérculos germinados a aquellos en los que los brotes miden 2 mm o mas [5]. La Norma
INEN 1516 acepta papas con brotes de hasta 3 mm de longitud para el consumo humano,
mientras que dentro del comercio intereuropeo no se admiten brotes [27, 35].

Pérdida de peso

Todos los tubérculos perdieron peso durante el almacenamiento, lo cual se explica
principalmente porque fueron almacenados a condiciones ambientales de la ciudad de
Quito (en promedio 19 °Cy 60% HR). La temperatura y humedad relativa ptimas para el
almacenamiento a largo plazo de papas pueden cambiar en funcién de la variedad, pero
se encuentran entre 8y 12 °C, y entre 85 y 90%, respectivamente [12]. A temperaturas
mayores o humedades relativas menores se incrementan la tasa de respiracion vy la
brotacion, lo que a su vez genera un aumento de la pérdida de peso.

La menor pérdida de peso en las muestras irradiadas se explica por la radidlisis del
agua, que genera especies quimicas muy reactivas (H, ‘OH, HZOZ, Hy H3O*), las cuales
reaccionan con moléculas aledafas en tiempos muy cortos, provocando que las
moléculas de agua se reordenen o queden ligadas a nuevas estructuras bioquimicas
[36]; como consecuencia, se inhabilita la sintesis de la enzima acido indol acético (AIA)
por activacion de una proteasa que acelera su degradacion [32], lo cual a su vez inhibe la
respiracion y transpiracion celular, de modo que existe un menor consumo de glicidos

y, por ende, una minima pérdida de peso [12].

Thomas y Sparks [32] concluyeron que aplicar dosis entre 50 y 200 Gy provocan una
reduccion de mas del 50% en la pérdida de peso en todas las variedades de papa
irradiadas, en comparacién con sus respectivos controles.
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Disminuir la pérdida de peso es de suma importancia, ya que se trata de un parametro
de calidad para la comercializacion, por ejemplo, en las papas destinadas al consumo
humano y a la industrializacién dentro del comercio intereuropeo se tolera entre el 2
y 6% de pérdida de peso en los tubérculos [35].

Pudricion

Para la selecciéon de los tubérculos, se considerd la normativa ecuatoriana (Norma
NTN INEN 1516), que admite un 10% de los tubérculos con no mas del 1% de
pudriciones himeda y parda [27]. Esta decisién tuvo el propdsito de verificar si el
tratamiento propuesto funcionarfa con una muestra de papas similar al producto que
se comercializa en los mercados locales.

Algunos autores manifiestan que la necrosis y la pudricion debidas a la irradiacion
de tubérculos se producen por dafos en el ADN superiores al 3%, que disminuyen
la sintesis del &cido nucleico [18, 32]. En el experimento se pudo constatar que dosis
de 160 Gy provocaron la necrosis de los tubérculos en un 17%, lo cual muestra que
dosis por encima del valor éptimo sobre papa chaucha amarilla provocan efectos
indeseables.

Al considerarse entre los principales factores de pérdida postcosecha durante el
almacenamiento y la comercializacion, es de suma importancia mantener un bajo
porcentaje de pudricidon o necrosis. El comercio intereuropeo acepta como maximo
el 3% (en peso y no méas de 3.5 mm de profundidad) de pudricion en tubérculos para
consumo humano [35], la Norma INEN 1516 tolera hasta 5% de dafios fisioldgicos para
papa de consumo [27].

Pérdida de firmeza

La pérdida de firmeza en papas se debe a factores ambientales y al porcentaje
de germinacién de los tubérculos, esto debido a que la epidermis del brote es
aproximadamente 100 veces mas permeable al agua en comparacion con el resto del
tubérculo [12].

La pérdida de firmeza en tubérculos irradiados se debe a una disminucion de hasta un
50% de glucidos como el almiddn, la celulosa y la pectina [33, 36]. En papa irradiada
se ha reportado la degradacién o debilitamiento de los granulos de la membrana
y la despolimerizacién o acortamiento de las cadenas de amilosa y/o amilopectina,
debido a la ruptura de los enlaces glicosidicos [37].

En el presente estudio, las menores pérdidas de firmeza se presentaron en muestras
iradiadas a 120 y 160 Gy, asociadas con una baja tasa de respiracion, la no existencia
de brotes y una menor pérdida de peso. Resulta clave mantener la firmeza de los
tubérculos ya que repercute en su comercializacién; asi, el comercio intereuropeo no
admite tubérculos marchitos y contraidos que han perdido su firmeza [35], mientras
que la Norma INEN 1516 manifiesta como requisito tubérculos firmes y de aspecto
fresco para papa de consumo [27].
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Apariencia general y tiempo de vida util

Los tubérculos tratados con 30 mg CIPC kg' (5D) y aquellos expuestos a la mejor
dosis de irradiacion aumentaron su tiempo de vida Util, ya que mantuvieron por un
mayor nimero de dias su apariencia y fueron aptos para el consumo, con base en las
caracteristicas descritas en la Norma INEN 1516, que establece: “tubérculos limpios y
firmes, libres de defectos fisioldgicos y mecénicos, sin germinar o con brotes inferiores
a 3 mm de longitud, se acepta hasta el 5% (en peso) en dafios mecénicos y defectos
fisiolégicos” [27]. Para el comercio intereuropeo se establecen requisitos similares, pero
la aceptacion en dafios mecdnicos y defectos fisioldgicos es del 3% en peso [35].

En un estudio similar en papa [23] se concluyd que la irradiacién con dosis entre 0.08
y 0.12 kGy es una técnica postcosecha eficaz para conservar la apariencia y extender la
vida util de papas “Kufri Sindhuri’, almacenadas a 22 °C durante 120 dias.

Analisis proximal

Los resultados permiten inferir que las caracteristicas nutricionales de la papa chaucha
amarilla se conservaron en ambos tratamientos durante el almacenamiento [38]. El
incremento en el porcentaje de carbohidratos totales se debe a la pérdida de humedad,
ya que dicho pardmetro fue calculado por la diferencia del 100% y los porcentajes de
los otros componentes.

En la actualidad, los consumidores buscan alimentos que beneficien su dieta y se
tengan beneficios para la salud; el aporte nutricional de esta variedad de papa esta
representado por su alto contenido de carbohidratos (principalmente almidoén), alto
contenido de proteina (si se compara con otros tubérculos), bajo contenido de grasa y
fitoquimicos bioactivos [9, 39].

La tecnologia de irradiacion gamma permitié conservar las caracterfsticas nutricionales
en los tubérculos tratados por un tiempo més prolongado, en comparacion con los
tubérculos no irradiados [23, 39].

Analisis sensorial

Existié una buena aceptacion de la papa chaucha amarilla irradiada por parte de los
panelistas; algunas personas manifestaron que observaron un color amarillo mas
intenso en la pulpa y un sabor dulce agradable al momento de la degustacién en
ambas muestras tratadas (fisica o quimicamente), lo cual indica que las caracteristicas
organolépticas no se vieron perjudicadas en ninguno de los dos casos [38].

La aceptabilidad por parte de los consumidores para productos irradiados es muy
importante [39]. Un estudio similar al presente, llevado a cabo en Chile, evalud la
aceptacion publica de tubérculos irradiados; se irradiaron 164 variedades de papa a 100
Gyy se almacenaron por ocho meses (a 6-10 °C 'y 80-85% HR). No se observaron cambios
en las cualidades organolépticas o culinarias al momento de la coccién y los andlisis
sensoriales, en los que participaron un total de 4000 personas, revelaron una ligera
preferencia por papas irradiadas en comparacion con las muestras no irradiadas [23, 32].
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La industria alimentaria ha realizado ensayos de comercializacion de tubérculos
irradiados en Hungrfa, Italia, Sudéfrica y Uruguay y los resultados revelan una aceptacion
positiva por parte de los consumidores al degustar papas irradiadas [32].

CONCLUSIONES

La muestra control (sin tratamientos) presenté 23.7% de pérdida de peso, pérdida
de firmeza de 20.9%, 7.0% de pudricién y aparecimiento de brotes a los seis dias de
almacenamiento a 19 °C y 60% HR. El mejor tratamiento fisico correspondié a la
irradiacién con una dosis de 120 Gy, cinco dias después de la cosecha. Con este
tratamiento se obtuvo una pérdida de peso de 16.5%, pérdida de firmeza de 17.2%,
cero brotes luego de 40 dias de almacenamiento; existié un 4% de pudricién y 3% de
necrosis al final del periodo. El mejor tratamiento quimico fue con 30 mg de CIPC kg™
de tubérculos, cinco dias después de la cosecha. Los mismos pardmetros de calidad
obtuvieron valores de 16.4% a 21% y aparecimiento de brotes a los 25 dfas. Existié un 8%
de pudricién y 5% de necrosis al final del periodo.

De acuerdo con el andlisis proximal y el analisis sensorial realizado en papas cocidas, la
papa chaucha amarilla irradiada con la mejor dosis tuvo una buena aceptacion y sus
propiedades organolépticas y nutricionales no resultaron perjudicadas con respecto a
las muestras frescas, salvo por una pérdida de humedad y la aparicion de un sabor dulce
agradable que estarfan relacionados con el tiempo de almacenamiento.

Estos resultados sugieren que la irradiacion gamma de papa chaucha amarilla con la
dosis adecuada permite incrementar su vida Util en aproximadamente 33 dias. Esto
resultaria de gran beneficio para los productores, industrializadores y consumidores.
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Effect of gamma irradiation on the quality characteristics
and durability of stored potato (Solanum tuberosum)

Resumen

A través del monitoreo y evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas, se estimo la
durabilidad de tres variedades de papa (chola, chaucha y ratona), las cuales recibieron
un tratamiento de irradiacion (120 Gy, 34.68 min) y se almacenaron por 40 dias, bajo
condicién de ambiente (12°C, 70% humedad relativa) y refrigeracion (7°C, 70% humedad
relativa). Los resultados se compararon con los de los tubérculos que no fueron irradiados
y se almacenaron bajo similares condiciones. En general, durante el almacenamiento,
la intensidad respiratoria y varios nutrientes disminuyeron, mientras que la materia
seca, los azucares reductores y el tamafo de los brotes se incrementaron. Sin embargo,
estos cambios fueron menos drasticos en la variedad chola irradiada y almacenada
en refrigeracién, que presentd mayor contenido de humedad, menor pérdida de
nutrientes, baja intensidad respiratoria y ausencia de brotes a los 40 dias de monitoreo y
prueba, proyectando su durabilidad hasta 106 dias, bajo las condiciones mencionadas.
Un comportamiento diferente presenté la variedad chaucha amarilla, sin tratamiento
de irradiacion y almacenada en condiciones de ambiente (12°C y 70% de humedad
relativa), que presento crecimiento de brotes a partir del quinto de almacenamiento con
mayores pérdidas de nutrientes y degradacion de las caracteristicas fisicas. Se concluyd
que la irradiacion y refrigeracién combinadas, ayudarian a extender la durabilidad de la
papa hasta 44 dias (ratona), 114 dias (chaucha) y 106 dias (chola).

Palabras clave: Brotes, Dormancia, Intensidad respiratoria, Nutrientes, Tegumento.

Abstract

Through the monitoring and evaluation of the physical-chemical characteristics, the
durability of three potato varieties (chola, yellow chaucha and ratona) was estimated,
which received an irradiation treatment (120 Gy, 34.68 min) and were stored for 40 days,
under ambient conditions (12°C, 70% relative humidity) and refrigeration (7°C, 70%
humidity). The results were compared with those of the tubers that were not irradiated
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and were stored under similar conditions. In general, during storage, respiratory intensity
and various nutrients decreased, while dry matter, reducing sugars, and shoot size
increased. However, these changes were less drastic in irradiated and refrigerated Chola
variety, which presented higher moisture content, less loss of nutrients, low respiratory
intensity and absence of sprouts after 40 days of monitoring and testing, projecting its
durability up to 106 days, under the conditions mentioned. A different behavior showed
the yellow chaucha variety, without irradiation treatment and stored under ambient
conditions (12°C and 70% relative humidity), which had sprouts growth from the fifth
of storage, greater losses of nutrients and degradation of the characteristics physical. It
was concluded that the application of irradiation and refrigeration combined, helped to
extend the durability of the potato up to 44 days (ratona), 114 days (chaucha) and 106
days (chola).

Keywords: Dormancy, Nutrients, Respiratory intensity, Sprouts, Tegument.

INTRODUCCION

La papa es el tercer cultivo alimenticio mas importante a nivel mundial y ha sido
recomendada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion como un rubro estratégico de seguridad alimentaria para enfrentar el
crecimiento exponencial de la poblacion y los problemas de suministro de alimentos.
En el 2016, Ecuador presentd una produccion de 421000 t, de este volumen,
aproximadamente el 81% es comercializado para consumo en fresco y el resto es
utilizado por la industria alimenticia para el procesamiento de papa frita en forma
de hojuelas o bastones [2]. La papa contribuye a la generacion de ingresos de 82000
familias productoras de un total de 90 cantones de la Sierra ecuatoriana [1]. En su
composicion quimica destaca el alto contenido de humedad (70-80%) por lo que es
muy perecibley se dificulta su transporte. En la postcossecha las pérdidas anuales de los
tubérculos varfan entre 10-15%y en algunas variedades la pérdida de la dormancia que
se manifiesta con el aparecimiento de brotes, es uno de los factores més limitantes [5].
Los factores que contribuyen al deterioro cualitativo y cuantitativo de la papa podrian
agruparse en cuatro categorfas que incluyen fisico, fisiolégicos, microbioldgicos
y entomoldgicos [3]. Las tasas de respiracion, transpiracion y la presencia de
microrganismos contribuyen a los procesos fisiolégicos que aceleran el deterioro [4]. El
manejo postcosecha de las variedades susceptibles a la brotacion es muy importante,
ya que puede ayudar a retrasar este proceso y aumentar la durabilidad para el consumo
asf como esperar una mejora en el precio de venta, lo cual es vital para la economia
de los agricultores dedicados a este rubro. Los métodos de almacenamiento ayudan a
prolongar el periodo de dormancia y retardar o inhibir cambios quimicos indeseables.
El almacenamiento refrigerado es limitado por el alto costo. Las bajas temperaturas de
almacenamiento también inducen el endulzamiento de la papa, debido al incremento
de azlcares totales y reductores, o que limita su uso para la elaboracién de chips [3].
Los métodos quimicos se basan en el uso de productos para retrasar la brotaciéon de los
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tubérculos [6], con este fin se utiliza el dcido abscisico (ABA) y el etileno. La inhibicion
del crecimiento de brotes (ICB), depende de factores como, la variedad, condiciones
ambientales de almacenamiento, los estados fisioldgicos de la planta cosechada,
presencia de compuestos fendlicos, metabolismo de azucares, la cantidad y nimero de
aplicaciones [7]. La irradiacion gamma es un método conocido para eliminar o inactivar
las causas del deterioro sin efectos adversos sobre la nutricién y calidad sensorial de los
alimentos [3]. Esta técnica puede extender la vida Util, reducir el requisito de productos
quimicos para la conservacién y control de plagas, esterilizar productos que luego
se pueden almacenar sin refrigeracién, retrasar la maduracion de frutas y hortalizas,
limitar el deterioro de la calidad de cultivos almacenados como tubérculos y bulbos,
evitando la brotacién postcosecha [8]. El problema critico, es encontrar el éptimo
nivel de radiacién que puede cumplir con el requisito de conservacién sin causar
graves alteraciones quimicas en los alimentos, que afecten su aceptabilidad fisica,
organoléptica y su estado sanitario. Estudios realizados en varios paises, indican que
dosis entre 50-150 Gy aplicados durante el periodo de dormancia son recomendados
para el control de brotes en los tubérculos [9]. La duracion del periodo de dormancia
de la papa es ligeramente afectado por la temperatura de almacenamiento pero
es significativamente dependiente de la variedad [10]. Generalmente las fuentes
de radiacion son los rayos del nucleo excitado de elementos como el Cobalto 60 y
el Cesio 137, siendo el primero el mas utilizado en aplicaciones industriales [11]. Los
rayos gamma son muy penetrantes y en la mayoria de los alimentos son eficaces a
profundidades de incluso 20 cm. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha
autorizado dosis de radiacion de incluso 7 KGy por ser absolutamente inocuas para
el consumo humano [11]. La aceptacion publica del concepto de la irradiacion de
alimentos no ha tenido acogida en algunos paises. El miedo a la guerra termonuclear
y ciertos accidentes como el sobrevenido en “Three Mile Island”en los Estados Unidos
de América y en Chernobyl en la URSS han hecho que mucha gente desconfie del uso
de la energia nuclear con diversos propdésitos, aunque se trate de algo tan conveniente
como mejorar la cantidad y la calidad de los alimentos. Esa desconfianza, se basa a
menudo en la falta de informacién y en la confusion entre el proceso de irradiacion
y la contaminacién radiactiva. En algunas partes del mundo, donde la irradiacion
de alimentos lleva practicandose desde hace muchos afos, ni el publico ni los que
influyen en la opinion publica no estan bien informados sobre el proceso [23], por lo
que, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la irradiacion gamma y dos
condiciones de almacenamiento sobre algunas caracteristicas fisico-quimicas vy la
durabilidad de tres variedades de papa. Informacién que puede contribuir a valorar los
efectos de esta tecnologia en la conservacion de la calidad y mejora de la inocuidad no
solo de la papa sino también de otros alimentos perecibles.

MATERIALES Y METODOS

Para este estudio, se utilizaron variedades de papa de consumo habitual en la Sierra
ecuatoriana (chola) y otras que histéricamente presentan un corto periodo de dormancia
(chaucha amarilla y ratona). Estas variedades se cultivaron en la provincia de Cotopaxi,
parroquia Toacazo en la comunidad Wintza. La irradiacion de los tubérculos se realizéd
en la Planta de la Subsecretaria de control y aplicaciones nucleares (SCAN), adscrita al
Ministerio de Electricidad y Energfas Renovables (MEER), ubicada en Aloag, Pichincha.
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El almacenamiento, monitoreo y los andlisis fisico-quimicos se realizaron en el
Departamento de Nutricion y Calidad de la Estacion Experimental Santa Catalina. Una
vez cosechados los tubérculos fueron transportados a la Estaciéon Santa Catalina, donde
se clasificaron, seleccionaron y lavaron. Se trabajé con tubérculos de peso medio entre
41-60 g, que se lavaron con agua destilada y se escurrieron con la ayuda de papel toalla.
Luego de estas operaciones, se determinaron las caracteristicas fisico-quimicas de los
tubérculos al tiempo cero posteriormente la muestra global fue divida en dos partes,
una para el tratamiento de irradiacion (120 Gy, 34.68 min) y otra sin irradiacion. Tomando
como referencia los resultados del estudio realizado por Ruiz-Ramos [12], se establecid
la dosis y el tiempo de aplicacion de la radiacion gamma, a través de una fuente de
Cobalto 60. Los lotes de tubérculos experimentales se almacenaron separadamente
en una cadmara bajo condiciones ambientales (12°C, 70% de humedad relativa) y en
refrigeracion (7°C, 70% HR). Se realizaron muestreos cada cinco dias por un periodo de
40 dias y se analizaron las siguientes caracteristicas fisico-quimicas:

Materia Seca

La materia seca se determind con base a la pérdida de peso que experimento la papa
sometida a desecacion en estufa (Memmert, Schwabach, Germany) a una temperatura
de 100-105°C, hasta peso constante o durante 24 horas. La materia seca resultd de
sustraer al peso total de la muestra el contenido en humedad, segun el método 930.15
AOAC.[13].

Color del tequmento

La medicion del color se realizé usando un espectrofotémetro portatil (Lange Spectro-
Color d/8° modelo LZM 268, Chelmsford, UK) basado en el sistema de color CIEL¥, a*¥,
b*. Se midieron los siguientes atributos de la sensacion visual del color: L* (luminosidad),
C* (croma), and H* (matiz). La diferencia de color entre la papa fresca (tiempo 0), tratada
(con vy sin irradiacion gamma) y almacenada fue calculada aplicando la siguiente
ecuacion: AE = (AL*2 + AC*2 + AH*2)% [14].

Azucares reductores

Los tubérculos fueron triturados en una licuadora Oster por 3 min, con alcohol etilico
al 80%, luego se filtrd el conjunto y se aforé a 25 mL; se tomd 1 mL de filtrado y se
traté con 6 mL de acido picrico, este reactivo reacciona con los aztcares reductores
formando picramato, de color amarillo, cuya intensidad se determiné a 510 nm en
un espectrofotémetro UV-Visible (Evolution 201, Thermo Scientific, Madrid, Espafa). El
porcentaje de azUcares reductores se calculé en referencia a una curva de calibracion
construida de lalectura de absorbancia de una serie de soluciones de glucosa preparadas
en alcohol etilico [13].

Acido ascorbico
La determinacion se realizd usando el método espectrofotométrico [15], para lo cual se

utilizé una solucion de dcido oxalico al 0.4% y acetona al 20%, pH 1.1. El &cido ascérbico
de la muestra reacciona con el 2,6 dicloroindofenol (2,6 DCIP) y lo reduce. Conforme el
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reactivo de color es reducido, su coloracion azul caracteristica disminuye hasta rojo o
grosella. El cambio de coloracion es registrado a 520 nm y la concentracion de acido
ascorbico de la muestra se calculd usando una curva de calibracion que emplea el
L-4cido ascérbico como estandar.

Tamaiio de los brotes

Se tomd una muestra de 10 tubérculos por cada tratamiento y repeticion, lo que
representa el 60% de la muestra global; se midi¢ la longitud de los brotes con un
paquimetro digital Mitutoyo (Suzano, Brasil) [16].

Intensidad respiratoria

El método se basa en la captura del anhidrido carbdnico mediante carbonatacién del
hidréxido de bario. Se determin la diferencia de captura de anhidrido carbodnico entre
el blancoy la muestra, este resultado se relaciond con el peso de la muestra y el tiempo
de respiracion en la camara [17].

Durabilidad

La durabilidad de la papa se estimé con base a la metodologia sugerida por Alvarado
[18], segun la cual, la condicién de pérdida de calidad en la cual la papa se considera
inaceptable para el consumo en fresco es inferior al 65% de humedad. Luego se
determind el orden de reaccién que permita predecir el tiempo en que se alcanzaria la
condicién de inaceptable y se calculo el tiempo de vida Util o durabilidad.

Analisis Estadistico

Losdatos se procesaronatravés de un analisis de varianza multifactorial (ANOVA) 3x2x2x9,
usando el programa estadistico INFOSTAT (Universidad de Cérdova, Argentina), para la
comparacion de las medias con respecto a la variedad, condicién de los tubérculos y
ambiente de almacenamiento. La prueba de rango multiple de Tukey fue usada para
determinar diferencias significativas a un nivel del 5%. Todos los andlisis se hicieron por
triplicado, los resultados estdn expresados como la media + desviacién estandar. La
estimacion de la vida Util se realizd con base a las ecuaciones que relacionan la variacion
de la humedad con el tiempo de almacenamiento, Como limite critico de aceptabilidad
para el consumo de la papa en estado fresco, se establecié un 65% de humedad [16].

RESULTADOS Y DISCUSION
Materia Seca

La materia seca vari¢ significativamente con la variedad de papa, el tratamiento, el
tiempo vy la condicion de almacenamiento (p < 0.05). Tukey al 5 % para la interaccion
"variedades x tratamiento x condicién de almacenamiento x tiempo de almacenamiento”
identificé 27 rangos de significacion. En el primer rango con el menor contenido de
materia seca se encuentra la variedad ratona no irradiada, almacenada al ambiente o
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refrigeraciéon por un dia con 17.06% y en el Ultimo rango de significacion con el mayor
contenido de materia seca se ubica la misma variedad no irradiada, almacenada al
ambiente por 40 dias, con 60.98%. Este pardmetro guarda relacién directa con el
contenido de humedad, el cual a su vez influye en la calidad y aceptabilidad de la papa
para el consumo en estado fresco. Durante el almacenamiento los tubérculos perdieron
humedad por deshidrataciéon, debido a la diferencia entre la humedad relativa del
aire y la del tubérculo, esta Ultima corresponde a la del aire saturado (90%). La tasa de
evaporacion fue mayor en los tubérculos no irradiados con respecto a los que recibieron
radiacion. La variedad ratona mostrd un mayor contenido de materia seca almacenada
bajo condiciones ambientales, (Figuras 1y 2). Estos resultados evidencian el efecto de

la irradiacion en la disminucion de la actividad metabdlica de la papa y la velocidad de
pérdida de humedad.

80
=@~ (hola ambiente
0 Chaucha ambiente
% Ratona ambiente
% 10 =@~ (hola refrigeracion
= o—"— =@~ (haucha refrigeracién
0 A~
Ratona refrigeracién
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo de almacenamiento (dfas)
Figura 1. Variacion de la materia seca con el tiempo de almacenamiento de la papa no irradiada
40
=@~ (holaambiente
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—@— (hola refrigeracién
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Figura 2. Variacion de la materia seca con el tiempo de almacenamiento de la papa irradiada
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Almidon y Azicares reductores

El almidén es el mayor componente de la materia seca y principal carbohidrato de
reserva de la papa. Se sintetiza durante la formacién del tubérculo y se degrada para
proveer los carbohidratos necesarios para el crecimiento de los brotes [19]. En la papa
almacenada ocurrieron cambios quimicos importantes, entre los mas relevantes se
menciona la disminucién del almidén y humedad, aumento del contenido azicares y
materia seca. Estos dos ultimos variaron significativamente por efecto de la variedad,
el tratamiento (con y sin irradiacién), la condicién (ambiente y refrigeracion) y
el tiempo de almacenamiento (p<0.05) como se muestra en la Tabla 1. La prueba
de Tukey al 5 % para la interaccion “variedades x tratamiento x condicion de
almacenamiento x tiempo de almacenamiento”identificd 58 rangos de significacion.
En el primer rango con el mayor contenido de almidén se encuentra la variedad
chaucha irradiada, almacenada al ambiente y en refrigeracion por un dia con 80.31%
y en el Ultimo rango de significacién con el menor contenido de almidén se ubica la
misma variedad no irradiada, almacenada en refrigeracion por 40 difas, con 43.23%.
En general, los tubérculos no irradiados, almacenados en refrigeracion presentaron
la mayor pérdida de almidon. Este fendmeno se revirtié con la irradiacion y el
almacenamiento al ambiente, bajo estas condiciones las variedades chola, ratona y
chaucha presentaron pérdidas en el orden del 9.96, 14.34 y 17.34%, respectivamente.
Paralelo a la disminucion de este nutriente, se registré un aumento de los azucares
reductores y se alcanzé un promedio de 1g/100g en la variedad chaucha no irradiada
y almacenada en refrigeracion. Al respecto, Rodriguez & Moreno [6] indican que el
almidon tiende a disminuir en los tubérculos almacenados a bajas temperaturas,
debido a la hidrolisis de este compuesto en azucares o el inicio de la brotacién. Tukey
al 5% para la interaccién “variedades x tratamiento x condicion de almacenamiento x
tiempo de almacenamiento”identificd 50 rangos de significacion. En el primer rango
con el menor contenido de azlcares se encuentra la variedad chola irradiada y no
irradiada, almacenada al ambiente y en refrigeracién por 1y 5 dias con 7.62 mg/100 g
y en el Ultimo rango de significacién con el mayor contenido de azUcares reductores
se ubica la variedad chaucha no irradiada, almacenada en refrigeracién por 40 dias,
con 1.07 g/100 g. En general, la irradiacion disminuyd la magnitud de cambio, efecto
que fue notable en la variedad chola que presentd el menor contenido de azucares
reductores (44.48 mg/100 g) después de 40 dias de almacenamiento al ambiente.
Estos resultados concuerdan con las investigaciones realizadas por Claasens [19],
quien encontrd que durante la iniciacién de la dormancia se produce una sintesis
de almiddn, mientras que al final de la misma predomina el desdoblamiento del
compuesto hacia sus monémeros constituyentes, como la sacarosa. Viola et al. [20]
asume que este cambio funcional permite la difusién de sacarosa en el apoplasto de
tubérculos fuente, aumentando su disponibilidad para la absorcién en el floema'y el
transporte hacia los brotes.
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Tabla 1. Variacion del contenido de almidén y azucares reductores por efecto del tratamiento, condicién y tiempo
de almacenamiento de tres variedades de papa

Almidon (%) Azucares Reductores (mg/100 g)
:‘E::at; n‘s\ahrr':izcnet-o Dias Chola Chaucha Ratona Chola Chaucha Ratona
T ] 7637076 | 80.2+0.16° 78.30+0.16" 841+1.48" 31064145+ 16.46:+1.88"
5| 74174016" | 7683+0.16 | 756440017 | 1921036 7650£3.17 64.78+2.26"0
10 | 72060100 | 7316+010" | 7261001 | 41041057 | 18092+237"0 | 172134168
'GEJ 15 | 69.13£0.10 70874016 | 70051006 | 63751307 | 2511543085 | 275.16+1.14%
% 20 | 66.1+016" | 6418+0167 | 6537+016" | 85.68+284* 353.24£1.22 348624196
<§ 25 | 63681004 | 61314£003" | 6269+£003% | 105.19+1.177 | 43168+158- | 445674148
30 | 61.00£002" | 57.35+£001" | 594140.02" | 12599163 | 517.19+1.64™ | 536974183
5 35 | 5834002 | 5338+003° | 56.13+002" | 14979+176% | 60274146 | 62827242
%J’ 40 | 55681002 | 49424004 | 52854002 | 16859+£3.03"¢ | 68821328 | 719574191
g T 7637+£016" | 802+0.16° | 7830£0.16" 8414148 31064145+ 1646188
& S| 7298042 | 7820+016' | 730740.16™ | 39364824 | 13288+263* | 77.18+3212F
10 | 700540.76¢" | 717040167 | 69.13+0.16 | 6388+133*0 | 236.14+1.12"" | 187854161
?é 15 | 68031016 | 68851016 | 6684001 | 9415+1.21%F | 38419+079* | 2827743237
§ 20 | 6455+0.16" | 6170£016° | 6198+0.16" | 12877+228" | 549.1243.10" | 369.66+3.08
‘E 25 | 616140017 | 57.78+003% | 57944002 | 157.91+208% | 66435+149% | 468274237
30 | 5864+002' | 5293+005¢ | 5391+004" | 18865+224" | 798714208 | 56336+182"
35 | 5270045 | 4808+003 | 4988+002 | 219394198 | 933.05+219" | 65846+296"
40 | 527H004 3234002 | 4586002 | 250134390 | 106744192 | 75355+1.23*
1 | 7637+0.161% | 80.31+001* | 79.21+0.07" 7.62+0.67* 183442624 | 1398+1.13"
5 | 75004002* | 7829+002 | 77.59+0.02 9.42+1.48" 2898+182"F | 19.99+151%0
10 | 73624016 | 7573+0.167 | 75644001 | 12914132% | 47.29+2.23*% | 3439+202%¢
% 15 | 73.08+£0.03" | 7498+0.02¢ | 74.76+0.02* 18.89+2.3° 69.09+2.59"0 | 5854169
% 20 | 7174016% | 7280+0.16" | 73.16+001" | 22.25+074"0 | 84741.22%% | 686341900
g 25 | 71164002 | 71.66:+0.03" | 71.93+0.03® | 2837+252% | 109.2+1.63" 97.141.55¢
30 | 69.95+0.16" | 71.05+0.16% | 70.60+0.16% | 31.82+161%F | 1223241504 | 112654191
- 35 | 69.24+004 | 6835+002" | 69.10£0.03 | 37.84+216M" | 1493+£191% | 135.65+1.64°
:§ 40 | 6876+0.28" | 6638+0.16¢ | 67.85+0.16" | 44.48+125 | 177.08+292¢ | 1633+1.40°
8 1 | 763740.160" | 8031+001* | 79.21+£0.01% | 7.62+262 183442604 | 13.98+1.13%
= 5 | 74574002 | 7836+002 | 77804002 | 15364297 | 4363+148 | 26.18+155%
10 | 726140107 | 75184016 | 75004006 | 2295+2.93%F | 73.06+139*F | 48454133+
?é 15 | 71.924002% | 7383002 | 73974002 | 2985054 | 90.14+163% | 66.49+1.46"°
§ 20 | 70.05+0.16" | 71.97+0.160° | 7344001 | 393043294 | 119.43+£134-" | 79.89+1.59*
EJ 25 | 69264002 | 6930+002 | 70.13£0.02" | 44.33+2.03% | 136.65+2.24%7 | 106.8+1.50%-"
30 | 68.12+0.16° | 6840+0.16" | 68.58+016" | 53741717 | 15538147 | 118.82+1.49"
35 | 66.61£0.02% | 64.78+0.02° | 66.29+£0.03 | 588241244 | 18317416650 | 147.114£1.22%
40 | 65.5540.1670 | 61.5240.16" | 63.63+0.16% | 6330423740 | 20543+127°¢ | 176.13+£2.77"¢
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Tabla 2. Variacion del dcido ascérbico y la intensidad respiratoria por efecto del tratamiento, condicion y tiempo

avances de almacenamiento de tres variedades de papa

en cencias e
ingenierias

Adido ascérhico (mg/100 g) Intensidad respiratoria (mg (O/kg*h)

Trata- Almace-

i T Dias Chola Chaucha Ratona Chola Chaucha Ratona

1| 7314008% | 934+014 | 7934024 | 73.88+0.12° | 8328+054° | 8247+162%

5 | 5.55+0.16™ | 540+0.06™ | 6.25+£0.07% | 65.23+1.10% | 7371170 | 70.69+045*

10 | 441007™ | 44140617 | 503+0037 | 6001108 | 6452087 | 6148+193"

% 15 | 4784003 | 398+033*° | 3.58+005" | 5029+003 | 51.5620.52°¢ | 5201048

3 20 | 3524003° | 348+004*" | 3.61+0.13"0 | 4569+0.13%0 | 4408+063*C | 44864025

<E< 25 | 35140027 | 3474002+ | 35940059 | 37.11+0017 | 3246+0.02" | 3349+001"
30 | 3484002+ | 34440047 | 34640017 | 2970+001" | 220040027 | 2376+0.02"

5 35 | 3460017 | 310£001%F | 3424002 | 2230£002" | 11.53+003% | 14.03+002"
é 40 | 34240027 | 340400270 | 339+001+" | 19.90+0.02° | 1074001 4304002
£ 1| 7314008% | 9344014 | 7934024 | 7388+0.127 | 8328+054° | 82474160
& 5 | 538+0.0™ | AS58+007™ | 4731038 | 7155+017+" | 76.84+005™ | 77.06+043"
10 | 35740047 | 356002 | 376£0.02 | 69.13+019™ | 7294+048™ | 7154019

Té 15 | 3524003 | 3481004 | 3614013 | 66.86+£0.19" | 67.51+026™ | 66.96+025™

§ 20 | 350£0.027" | 3.80+£0.177 | 3474003 | 64524018 | 635140297 | 63714029

E 25 | 34840021 | 3730050 | 344+002¢ | 61980017 | 57.82+003" | 57.73+003"

30 | 34440037 | 362400770 | 34140017 | 59.554£0.01°° | 5275+001" | 52.79+0.03

35 | 34040013 | 3584003 | 338+002%¢ | 5711001 | 476940024 | 47.85+0.02

40 | 336400270 | 3474003 | 33740039 | 54.68+0.01"° | 4262002 | 42914002

1| 734008 | 90240667 | 829+147 | 72934045 | 83384028 | 8246+2.12¢°

5 | 61540067 | 7.14+062¢ | 7.16+079¢ | 7225+001™ | 80.77+0.02% | 81.2740.029°

10 | 4874003 | 5304086 | 594+017 | 71414048 | 7740+028 | 80.34+036"

% 15 | 4681006 | 499+0.20 | 5544+023™ | 69.73+0.02*° | 76.11+002° | 76834002

s 20 | 44940067 | 465+049% | 52240227 | 6841+001°° | 7433+064 | 73.77+058"
<% 25 | 4454004 | 458+0.20" | 51040107 | 67.214001" | 7145+002° | 7240+003™

30 | 4434006 | 4544020 | 50040119 | 66.07+176" | 6823+001™ | 70.29+0.64*
- 35 | 4360040 | 445407040 | 465+004% | 64.58+017% | 66.78+0.01°% | 67.96+0.03™
7% 40 | 4284002 | 4424008 | 4324001 | 632640027 | 65074036 | 6577+001°
B 1| 7.34008¢ | 9024066 | 829114759 | 7293+045™ | 8338+028 | 8246+0.21%
= 5 | 6004018 | 7.03£021¢ | 7.00+074% | 73.80+0.02" | 82324003 | 816620029
10 | 463403390 | 4974012 | 563+009 | 7373+068" | 81.11+0.86g-0 | 80.82+0.22"

Té 15 | 456017M | 4674006 | 53040057 | 72.93+£0.02" | 7971001 | 79.42+0.02°

% 20 | 448+0.12° | 440+008™" | 4924003 | 72524019 | 7855+024 | 78.25+0.19%

&E 25 | 43940070 | 43940040 | 4814002 | 72074002 | 77.10+001% | 77.17+001%

30 | 4314001 | 438+001°" | 4714002 | 71.39+0.897 | 75194053 | 75.69+0.90"

35 | 4274001 | 43140040 | 440+018™ | 71.21£0.027 | 74494002 | 74.93+0.02%

40 | 4244001 | 4274005 | 4284002 | 70.86+0.187 | 73.54+029™ | 74.04+029°
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Acido ascérbico e intensidad respiratoria (IR)

Otros pardmetros que disminuyeron significativamente con el tiempo de almacenamiento
fueron el contenido de acido ascorbico vy la intensidad respiratoria (p < 0.05). Tukey al 5 %
para la interaccién “variedades x tratamiento x condicion de almacenamiento x tiempo de
almacenamiento” identificd 25 rangos de significacion. En el primer rango con el mayor
contenido de écido ascorbico se encuentra la variedad chaucha no irradiada, almacenada
al ambiente y en refrigeracion por un dia con 9.34 mg/100 g y en el Ultimo rango de
significacién con el menor contenido de &cido ascérbico se ubica la variedad chola no
irradiada, almacenada en refrigeracion por 40 dfas, con 3.36 mg/100 g. El dcido ascérbico
o vitamina C es un agente antioxidante necesario para la formacion y mantenimiento
adecuado del material intercelular; puede reducir la accion perjudicial de los radicales
libres y coadyuva al mejoramiento de la absorcion del hierro no heminico [21, 22]. Es muy
sensible a la luz, temperatura y oxigeno degradandose facilmente durante el procesamiento
y almacenamiento de los alimentos [21]. En el monitoreo del tiempo de almacenamiento
se determind que el 4cido ascérbico disminuyd subitamente en los primeros 10 dias de
almacenamiento, en un 45% en la papa irradiada y 62.36% en la papa sin tratamiento de
irradiacion. Lo que evidencia la sensibilidad de este nutriente al almacenamiento, la radiacion
y el oxigeno del aire, a través de las oxidasas cataliticas y/o trazas de algunos metales. Segun
varios autores, la oxidasa del dcido ascorbico estd ampliamente distribuida en los tejidos de
las plantas y cataliza la reaccién hasta acido dehidroascérbico y una reaccion estrechamente
relacionadatienelugar paralareaccion directa del oxigeno del aire, mostrando que la radiacion
no inactiva las enzimas de la papa [15, 18]. Al término del periodo de almacenamiento estas
pérdidas alcanzaron el 54% en la papa irradiada y 65% en la papa no irradiada (Tabla 2),
evidenciando el efecto de deterioro en almacenamiento. Estos resultados concuerdan con
los reportados por otros autores, quienes registraron pérdidas de dcido ascorbico en el orden
del 64% en papas almacenadas por dos meses a 18°C [3, 15].

La respiracion es un proceso vital que proporciona la energia requerida para mantener
vivos los tejidos de los tubérculos. En este proceso, los aziicares son convertidos en agua y
diéxido de carbono mediante la captacion de oxigeno del ambiente, liberando a su vez calor
[20]. La prueba de Tukey al 5% para la interaccion “variedades x tratamiento x condicion de
almacenamiento x tiempo de almacenamiento” identificd 40 rangos de significacion. En el
primer rango con la mayor intensidad respiratoria se encuentra la variedad chaucha irradiada,
almacenadaalambiente porun dia con 83.38 mgCO,/kg*hyen el Ultimorango de significacion
con la menor intensidad respiratoria se ubica la variedad chaucha no irradiada, almacenada
en condicion de ambiente por 40 dias, con 1.07 mgCO,/kg*h. Durante la respiracion la
produccion de energia proviene de la oxidacion de las propias reservas de almiddn, azucares
y otros metabolitos. Una vez cosechada, la papa no puede reemplazar estas reservas que se
pierden y la velocidad con que disminuyen es un factor de gran importancia en la duracion
de la vida poscosecha del tubérculo [12]. La intensidad respiratoria (IR) de la papa, disminuyd
con el tiempo de almacenamiento, en mayor proporcion y velocidad en los tubérculos no
irradiados y almacenados en condiciones de ambiente (Tabla 2); en las variedades chaucha y
ratona no irradiadas y almacenadas al ambiente, la IR disminuyd en un 94%, mientras que en la
variedad chola almacenada a 7°C, la IR disminuyd en un 21.43% con respecto a la papa recién
cosechada. La irradiacion de los tubérculos y una menor temperatura de almacenamiento
atenuaron la disminucién de la IR a un promedio de 13%, en las tres variedades en estudio;
bajo estas condiciones la IR de la variedad ratona en refrigeracion, sélo disminuyd un 6.25%,
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con respecto al valor inicial (80 mgCO,/kg*h). Estos resultados concuerdan con los reportados
por Rezaee et al. (2011) y Prakash et al. (2000) [3, 4], quienes indican que las bajas temperaturas
de almacenamiento ayudan a disminuir la velocidad de respiracion y a prolongar la durabilidad
postcosecha de la papa.

Color del tegumento y tamaiio de los brotes

A diferencia de los componentes nutricionales e intensidad respiratoria, la diferencia
de color total (AE) del tegumento y el tamafo de los brotes aumentaron con el tiempo
de almacenamiento (p < 0.05) (Tabla 3). La prueba de Tukey al 5 % para la interacciéon
"variedades x tratamiento x condicion de almacenamiento x tiempo de almacenamiento”
identificé 35 rangos de significacién. En el primer rango con la menor diferencia de color se
encuentra la variedad ratona irradiada, almacenada al ambiente por cinco dias con un (AE)
de 185.07 y en el Ultimo rango de significacion con el mayor AE (382.39) se ubica la variedad
chola noirradiada, almacenada en refrigeracion entre 35-40 dias. En general, El color es un
atributo de apariencia de la papa, depende de varios factores y tiene importancia desde el
punto de vista comercial ya que determina su grado de aceptacion por el consumidor. Los
tubérculos almacenados en refrigeracion, sin el tratamiento de irradiacion, experimentaron
una mayor variacion (AE), con respecto al color inicial, especialmente las variedades
chaucha y ratona. Los resultados muestran que la refrigeracién provocé un mayor efecto
que lairradiacion sobre el color del tegumento, ya que los tubérculos que fueron irradiados
y almacenados al ambiente experimentaron menor variacién de color. Este resultado
también sugiere que el limite superior de dosis para la irradiacion de la papa corresponde
a 120 Gy, dosis mayores pueden provocar un oscurecimiento de la papa [12].

En cuanto al tamano de los brotes, desde el inicio de la formacién de los tubérculos hasta el
momento de la cosechay parte inicial del periodo de almacenamiento las papas se encuentran
en estado de “dormancia’; es decir, no brotan por estar bajo el efecto de inhibidores naturales.
Este periodo durd entre a 3 a 5 dias en las variedades chaucha y ratona, no irradiadas y
almacenadas a 12°C y 70% de humedad relativa, mientras que el periodo de dormancia de
la variedad chola, superd los 40 dias de monitoreo, sin demostracion visible del crecimiento
de brotes (Tabla 3), resultado que puede tener repercusiones econémicas, al prolongar la vida
util de las papas nativas disminuyendo las pérdidas postcosecha [24]. La variedad chaucha,
almacenada a 12°C, sin irradiar, presenté dormancia de 10 a 15 dias a 7°C. El periodo de
dormancia de la variedad ratona sin irradiar fue de 20 dias a 12°C y 25 dias a 7°C. La prueba
de Tukey al 5 % para la interaccion “variedades x tratamiento x condicion de almacenamiento
x tiempo de almacenamiento” identificd 12 rangos de significacién. En el primer rango con
ausencia de brotes se ubicaron las tres variedades, irradiadas, almacenadas al ambiente y en
refrigeracién de 5 a 40 dfas y en el Ultimo rango de significacion con el mayor crecimiento
de brotes se ubico la variedad ratona no irradiada, almacenada al ambiente por 40 dias.
Generalmente se considera que la dormancia se pierde cuando un tubérculo contiene uno o
mas brotes con una longitud mayor de dos milimetros [20]. Con el tratamiento de irradiacion,
independientemente de la temperatura de almacenamiento, el periodo de dormancia de las
tres variedades de papa superd los 40 dias de monitoreo y prueba, lo cual seguin Viola et al. [20]
podria relacionarse con la presencia de aislamiento simplastico en el brote apical, que retarda
la conversion de carbohidratos almacenados en azucares disponibles para el inicio de la
brotacién. Siendo éste resultado uno de los mayores efectos perceptibles en la papa irradiada.
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Tabla 3. Variacion del color y tamafio de los brotes por efecto del tratamiento, condicién y tiempo de almacena-
miento de tres variedades de papa

Diferencia total de color del tegumento (AE)

Tamaiio de los brotes (mm)

Chola Chaucha Ratona Chola Chaucha Ratona
5| 49504139 | 21564058 | 229904038 000° 100+007%¢ 100:£001%¢
10 | 25529£196% | 221174058 | 253354038 000 167001 100007
15| 259024133 | 22998+058* | 27756038 0.00° 300:£0.02% 100+001%
% 20 | 26798148 | 23848+058"F | 28873+038" 0.00° 3674003 133001
E 25 | 2BI0K077 | 245994058 | 312562038 00¢ 5.00::004 2674002
30 | 280274195 | 25338+028% | 33263049 0.00° 500004+ 3674002
s 35 | 28699+139° | 26111028 | 352704049 000° 5004003 467003
é 40 | 29361078 | 268840287 | 37277049 000 500004 500003
g 5| 4666064 | 19283+028° | 271304049+ 0.00° 100001 100+001%
VE’ 10 | 2686942265 | 20895+028* | 29262+049% 0.00° 167H001% 1.00:£001%¢
= 15 | 793135 | 23681028 | 30527049 00 233002 100007
é 20 | 28895+060" | 26805+028" | 31852049 0.00° 333002 1674001
é 25 | 304514218% | 290.04+047% | 335514049 0.00° 4334003 2004003
= 30 | 31853107 | 31539£047° | 350940497 000 467004 233+002%
35 | 38239+049) | 3407410477 | 36637+04% 000° 500-£0.04¢ 333002
40 | 34625+056e | 366.1£04797 | 381811049 0.00° 5004004 433+003"
S| B30L224% | 216.29H047 | 185.06£050° 00 0.00::000° 0.00°
10 | 23504038 | 217874047+ | 197.25+050% 0.00° 0.00+£0.00° 0.00°
15 | 2585H141% | 21872047 | 227074042 0.00a 0.00+0.00° 0.00°
% 0 | BoME140" | 219390407 | 25885042 0.00a 0.00::000° 000
§ 25 | 23780204 | 21939+040° | 269.08+0.42" 0.00a 0.00£0.00° 0.00°
30 | 2393+200°% | 21939404259 | 29499+0.40°¢ 0.00a 000+0.00° 0.00°
- 35 | 400541505 | 219394042 | 311.09+040° 0.00a 0.00::000° 000
:§ 40 | 1284231 | 21939042 | 325.24+0.409 0.00° 0.00+£0.00° 0.00°
_rg 5| 25774059 | 216294043 | 32215+040' 000° 0.00+0.00° 0.00°
B 10 | 23085089 | 216994043 | 324.27+040" 000 0.00::000° 000
< 15 | 23608194 | 21939+037+" | 32579+040° 000° 0.00£0.00° 0.00°
'é 0 | 2234200 | 219394037+ | 32696+038h 0.00° 000+0.00° 0.00°
fé“ 25 | M7004055% | 21939+037 | 329431038 00 0.00::004 0.00°
= 30 | 2502140407 | 21939+037 | 331624038 0.00° 0.00+£0.04° 0.00°
35 | 25791+180°¢ | 219394037+ | 33306038 000° 000+0.04 0.00°
40| 26460H047° | 219390307 | 33484+038" 000 1.00£0.04 000
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Durabilidad

Larepresentacion gréfica de la variacion de humedad con el tiempo de almacenamiento,
correspondié a una cinética de orden cero (p < 0.05) (Tabla 4) y se observé un buen
ajuste con los datos experimentales, con coeficientes de correlacién entre 0.97 y 1.00.
A partir de las ecuaciones descritas en la Tabla 4 se realizé la prediccion del tiempo
en que la papa alcanzaria el 65 % de humedad, considerado como limite critico
de aceptabilidad para el consumo en estado fresco, bajo este nivel los tubérculos
presentaron arrugamiento, pérdida de coloraciény crecimiento de brotes. Se determiné
una menor durabilidad para los tubérculos almacenados al ambiente y sin tratamiento
de irradiacion, en el siguiente orden: 17 dfas (ratona), 28 dias (chaucha) y 48 dias (chola).
El almacenamiento en refrigeracion permitiria aumentar la durabilidad de las tres
variedades a 19 difas (ratona), 45 dias (chaucha y 69 dias (chola). Cuando los tubérculos
se irradian, la durabilidad en condicién de ambiente se prolongaria a 38 dias (ratona),
58 dias (chaucha), 80 dias (chola). El efecto sinérgico de la irradiacion vy la refrigeracion
prolongarfa la durabilidad de los tubérculos a 44 dias (ratona), 114 dias (chaucha 'y 106
dias (chola), retardando su descomposicién y reduciendo su infestacién por insectos y/o
la contaminacién por otros organismos.

Tabla 4. Cinética de la variacion de humedad de papa con el tiempo de almacenamiento

J‘E::;'o nﬁlrrnniaecnet-o Chola Chaucha Ratona
s % y=-0.375+77.83 (*=09877) | y=-0.609x+81.87 (’=0.9912) y="-1.109x + 83.39 (r*= 0.9838)
E ;g:} y=-0.257x+77.66 ("=09950) | y=-0382x+8220(’=09869) | y=-0.968x+83.13 (*=0.97795)
- % y=-0.251x+80.07 (*=09866) | y=-0.287x+ 8157 (*=0.9744) y=-0477x+83.09 (*=0.9911)
é § y=-0.188x+80.02 ("=0.9698) | y=-0.145x+81.54 (’=0.98%4) y=-0.411x+83.15 ("= 0.9750)
CONCLUSIONES

Los mayores cambios en los contenidos de almidén y los azlcares se produjeron en los
tubérculos no irradiados y almacenados en condiciones de ambiente (12°C y 70% de
humedad relativa).

La radiacién gamma retardd los cambios bioquimicos vy la intensidad respiratoria de
la papa, efecto que fue potencializado con la baja temperatura de almacenamiento
permitiendo extender la vida Util de la variedad ratona hasta 44 dfas y de chaucha
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hasta 114 dias. No obstante, la irradiacion de alimentos a mayor escala esta sujeta a
la disponibilidad de una fuente industrial de cobalto 60 (Co, ), que se encuentra hoy
en dia bajo consideracion y estudio del Ministerio de Produccién, comercio Exterior,
Inversiones y Pesca, MPCEIP.

El control de algunos factores que controlan la brotacion acelerada mediante la
irradiacién es de gran importancia para fitomejoradores, productores y procesadores
de papa en estado fresco, en la medida en que constituyen herramientas para mejorar
la competitividad y generar nuevas opciones para el desarrollo agricola de Ecuador.

Este estudio presenta informacion que puede ayudar a los diferentes actores a decidir
con sensatez sobre el lugar que debe ocupar la irradiacion en sus esfuerzos por
garantizar un suministro de papa suficiente, sano y fiable.
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Proceso editorial

Por favor, revise estas directrices para preparar su manuscrito, pues todos los manuscritos enviados a la revista ACl
Avances en Ciencias e Ingenierias deben cumplirlas. Estas directrices le ayudardn a estar seguro que su manuscrito esta
completo y que el proceso editorial se conducird lo mds dgil posible.

Asegurese de revisar el Enfoque y Alcance de ACI Avances en Ciencias e Ingenierias asi como nuestros Criterios de
Publicacion para conocer lo que publicamos.

Lea nuestras Politicas Editoriales, incluyendo las Politicas de Seccién, Proceso de Evaluacion por Pares, Frecuencia de
Publicacién, Politica de Acceso Abierto, y Requisitos de Autoria.

Todos los autores deben cumplir con los requerimientos de autoria establecidos de la politica de Requisitos de Autoria de
Al Avances en Ciencias e Ingenierias. Aquellos que hayan contribuido al trabajo pero que no cumplan estos requisitos
puede ser mencionados en los Agradecimientos.

El Autor para correspondencia debe ingresar su identificador tinico ORCID al momento del envio del manuscrito
(6ptimamente, todos los doctores del manuscrito deberian contar su propio ORCID). + Info sobre ORCID.

Los nombres de los autores se publicaran exactamente como aparecen en el manuscrito. Por favor revise la informacion
con cuidado para asegurarse de que es correcta.

ACl Avances en Ciencias e Ingenierias recibe manuscritos que presentan informacién original y la evaluacion de los manuscritos
se realiza a través de un proceso de revisién por pares (peer-reviewed) que toma en consideracion una determinacién objetiva de la

s Ll

robustez cientifica y metodoldgica, no en factores subjetivos como “impacto” o “interés”.

Revisar los criterios de  publicacién de la revista y nuestras politicas del proceso de evaluacion por pares en el siguiente enlace:
http://revistas.usfq.edu.ec/index.php/avances/about/editorialPolicies

Para la organizacién de los articulos y comunicaciones, la revista se divide internamente en tres secciones:
Seccidn A: Ciencias Exactas y Fisicas

Seccion B: Ciencias Bioldgicas y Ambientales

Seccion C: Ingenierias.

ACI Avances en Ciencias e Ingenierias se adhiere a los lineamientos de autoria de la ICMJE. Revisa mds detalles sobre los requisitos
de autoria en el siguiente enlace: http://revistas.usfq.edu.ec/index.php/avances/about/editorialPolicies

DIRECTRICES PARA AUTORES/AS

Por favor, revise estas directrices para preparar su manuscrito, pues todos los manuscritos enviados a la revista ACl Avances
en Ciencias e Ingenierias deben cumplirlas. Estas directrices le ayudaran a estar sequro que su manuscrito estd completo y
que el proceso editorial se conducird lo mas agil posible. Asegirese de revisar el Enfoque y Alcance de ACI Avances en Ciencias e
Ingenierias asi como nuestros Criterios de Publicacion, nuestras Politicas Editoriales, incluyendo las Politicas de Seccién, Proceso de
Evaluacion por Pares, Frecuencia de Publicacion, Politica de Acceso Abierto, y Requisitos de Autoria en el siguiente enlace: http://
revistas.usfq.edu.ec/index.php/avances/about

La revista ACI Avances en Ciencias e Ingenierias publica contribuciones en espafiol e inglés, todas son sujetas a un proceso de
revision por pares, y se pueden enmarcar en una de las siguientes categorias:

Articulo: Un manuscrito que reporta conclusiones substanciales para el entendimiento de un problema, debiendo ser actualizado y
exhaustivo en sus andlisis y conclusiones, e incluir el conjunto completo de datos empiricos que soportan las ideas expuestas (se incluyen
revisiones sistematicas de la literatura y meta-andlisis). Estos manuscritos usualmente tienen mds de 2000 palabras y no hay limite maximo
de palabras, figuras o tablas. Estos manuscritos deben tener divisiones con subtitulos (ver seccién Organizacién del manuscrito).

Comunicacion: Corresponde a un reporte conciso de un tema de investigacion especifico destinado a la presentacion rapida
de resultados novedosos pero de interés puntual. El tipo de informacién reportada es flexible, y puede incluir manuscritos que
prueban nuevas metodologias, que describen observaciones de historia natural, o que presentan datos empiricos puntuales y
novedosos. Estos manuscritos usualmente tienen menos de 2000 palabras y pueden incluir méximo tres tablas y tres figuras. El
texto de estos manuscritos no tiene divisiones (ver seccion Organizacién del manuscrito).

Ciertos manuscritos podrian ser reclasificados entre Articulos y Comunicaciones a discrecién de los Editores de la revista y con el
permiso del autor.
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Revision de Libro: Corresponde a una critica objetiva que analiza el contenido y estilo de un libro recientemente publicado y de
relevancia dentro del enfoque de la revista. Cada revision resume, evaltia y discute el contenido del libro a la luz de las necesidades
actuales de la comunidad cientifica. No se incluyen datos originales o sin publicar. Las revisiones son solicitadas por invitacion
de los Editores de la revista y tienen mdximo 1500 palabras. Si estd interesado en realizar una revision o en sugerir un libro para
revision, por favor pdngase en contacto con la revista: avances@usfq.edu.ec

Numeros especiales: La revista publicard nimeros especies sobre un tema especifico o en honor a un académico (Festschrift).
Cada nimero especial serd coordinado por un Editor Invitado, quien trabajard junto a los Editores de la revista. Personas interesadas
en liderar un ndmero especial deben enviar su propuesta al Editor en Jefe de la revista. Todos los manuscritos aprobados del
ntimero especial seran publicados en version digital y, dependiendo de la cantidad se imprimiran como parte del siguiente nimero
de la revista 0 como un niimero impreso por separado.

PREPARACION DEL MANUSCRITO

Formato de archivo. Para el envio inicial, los manuscritos pueden estar en cualquiera de los siguientes formatos: DOC, DOCX.,
RTF, o PDF.

Si utiliza Mendeley u otro paquete para sus referencias, debe transformar los campos de Mendeley en texto simple.
Se recomienda que los manuscritos que contengan ecuaciones sean producidos en LaTeX. Manuscritos producidos en LaTeX
deben ser enviados en formato PDF (si el manuscrito es aceptado, se le solicitard el archivo *.TEX).

Tipo de letra. Times de 12 puntos
Los encabezados deben ir en maydsculas y centrados (aquellos descritos en la seccion Organizacién del manuscrito).

En caso de incluir subtitulos adicionales a los encabezados, se los colocard en negrillas y con estilo de oracién (primera letra
en mayuscula y el resto en mindsculas).

El resto del texto no debe tener ningun tipo de formato adicional, excepto colocar palabras en negrillas y en cursiva. No usar
tabulaciones, diferentes tamafios de letra, numeracion o estilos para subtitulos, etc.

Disefio de pagina. Alineacién a la izquierda (no justificado), textos a espacio sequido, hojas tamafio A4, margenes de 2,5 cm a
cada lado.

Encabezados. Los encabezados principales se especifican en la seccion Organizacion del manuscrito. Adicionalmente puede haber
hasta dos niveles més de subtitulos.

Numeros de pagina. Todas las paginas deben estar numeradas de manera secuencial en la esquina inferior derecha.

Notas al pie. No se debe colocar notas al pie, pues toda la informacién debe estar en el texto principal o en las referencias.

Abreviaciones. Defina las abreviaciones en la primera vez que las usa en el texto (indl. acrénimos, acortamientos, abreviaturas, y siglas).
Mantenga al minimo el nimero de abreviaciones. No utilice abreviaciones no estandarizadas al menos que las utilice més de
tres veces en el texto.

Formato de referencias. Siga el estilo APA (6a edicién). Revise las directrices para citas y referencias.

Ecuaciones. Manuscritos que contengan ecuaciones se recomienda sean producidos con LaTeX.

Utilizar MathType para generar y desplegar ecuaciones, caso contrario también es adecuado Equation Editor.

Numere las ecuaciones al lado derecho entre paréntesis. Por ejemplo: At = At1 + At2 + At3 (1)

No utilice MathType o Equation Editor para colocar signos de variables, simbolos griegos, u operadores matematicos en el
texto general del manuscrito. En estos casos, inserte los simbolos como texto normal con los valores Unicode (hex) correctos.

Lenguaje. Escriba el texto y las leyendas de tablas y figuras de manera clara y sin ambigiiedades, enfocado en una audiencia
internacional. Siga las normas de escritura académica establecidas en el campo al cual corresponde el manuscrito.
Manuscritos en Inglés pueden usar Inglés Americano o Inglés Britanico pero de manera consistente.

Manuscritos en Espafiol deben seguir las recomendaciones de la Real Académia de la Lengua Espafiola (con excepcidn del
uso de tilde en“et al.”).

Medidas, fechas y hora. Use el Sistema Internacional de Unidades. Puede usar unidades especificas a la disciplina que no son
Sl solo cuando estas han sido ampliamente adoptadas en dicho campo cientifico. Coloque un espacio entre el nimero y el
simbolo de la unidad, no coloque un punto al final del simbolo de la unidad, ejemplo: 4 km
Las fechas deben indicarse como Dia Mes Aio. No abrevie el mes. Ejemplo: 12 de febrero 2015, 14 January 2013
La hora debe sequir el formato de 24 horas, ejemplo: 13h00

Numeracion y porcentajes. Escribir los nimeros del 1al 9 en palabras, a menos que sean unidades.

No incluya un espacio entre el valor y el simbolo de porcentaje, ejemplo: 45%

Coordenadas geograficas. Exprese las coordenadas geogréficas en grados decimales. No reporte coordenadas en grados-

minutos-segundos 0 en UTM. Incluya el sistema de referencia geodésico.
Use N/S para denotar latitud y E/W para denotar longitud, independiente el idioma del manuscrito.
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Nomenclatura
Nombres cientificos de especies se escriben en cursiva. Escriba el género y la especie de manera completa en el titulo del
manuscrito y la primera vez que mencione al organismo en el texto, abstract, resumen, y leyendas de tablas y figuras. Asi
mismo, escriba el género completo cada vez que lo mencione por primera ocasién en un pdrrafo o cuando inicie una oracion.
Luego de la primera mencién en el pérrafo se puede abreviar género utilizando sélo la primera letra.
Genes, mutaciones, genotipos o alelos se escriben en cursiva. Utilice el nombre recomendado consultando la base de
datos apropiada de nomenclatura genética. Usualmente es recomendable indicar los sindnimos para el gen la primera vez
que aparece en el texto. Los prefijos de genes tales como los usados para oncogenes o la localizacién celular deben mostrarse
en caracteres de tipo romano (e.g., v-fes, c-MYC).
Compuestos quimicos deben tener un nombre sistematico correcto, siguiendo los convenios de la Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC). Una vez que se ha proporcionado el nombre sistemético, es aceptable definir un nombre
comun o un acrénimo y para esto ser utilizado para el resto del texto, tablas y figuras. Los nombres generados por ChemDraw
u otro software a partir de formulas gréficas introducidas deben ser verificados para guiones adicionales y otras desviaciones
de las convenciones de la [UPAC. Los nombres sistematicos o genéricos deben usarse para productos comerciales en lugar de
nombres patentados o de marca registrada.
Sustancias farmacéuticas deben mencionarse hajo la Denominacién Comtn Internacional (DCI, o INN International
Nonproprietary Name)

Evidencia en estudios bioldgicos. Si sumanuscrito utiliza datos de organismos bioldgicos, se debe declarar explicitamente la
disponibilidad de la evidencia bajo una de las siguientes opciones:
Especimenes voucher depositados en colecciones cientificas abiertas al publico (es necesario indicar el nombre de la coleccion
y los ndmeros de catélogo de los especimenes).
Secuencias de aminodcidos o genes depositadas en GenBank o un repositorio equivalente (indicando el nombre del
repositorio y los cddigos de acceso).
Fotografias, grabaciones de audio o video enviadas como parte de las figuras o como material suplementario del manuscrito.
Fotografias, grabaciones de audio o video que han sido depositadas en un repositorio institucional o ptblico (por ejemplo,
Macaulay Library, o xeno-canto), para las cuales es necesario indicar el nombre del repositorio y citar el registro usando el
formato de citacién APA para recursos electrénicos e incluirlo en la seccién de Referencias.
La coleccion de datos de organismos bioldgicos debe realizarse de acuerdo a la legislacion nacional e internacional vigente.
Esimprescindible que los permisos de investigacion y coleccién otorgados por las autoridades competentes se indiquen en la
seccion de Agradecimientos del manuscrito.

Datos y codigos. Si sumanuscrito se basa en andlisis de datos sin procesar (raw data) o c6digos, estos deben estar a disposicion
de los revisores. Por favor, envielos por una de las siguientes vias:
- Como enlaces a un repositorio donde los datos son accesibles y citados en el manuscrito. Este repositorio puede ser

institucional, comercial o de acceso abierto (por ejemplo, figshare o Dryad)

- Como archivos de Material Suplementario.
Si el manuscrito es aceptado, los datos deberdn hacerse publicos de tal forma que los datos estén disponibles pablicamente
para todos los investigadores interesados.
Sin embargo, entendemos que pueden haber restricciones éticas y legales que prohiban la apertura de los datos, por lo que
cuando exista legislacién o marcos éticos locales que llamen a evitar o limitar la liberacién de datos, los autores deben dejar
estas limitaciones claras al momento del envio de su manuscrito (en la seccién de Comentarios para el editor/a).
Posibles excepciones a la disponibilidad de datos publicos incluyen: datos que no pueden ponerse a disposicion del piblico
pues comprometeria la confidencialidad o la privacidad del participante; o datos que de ponerse a disposicién publica podrian
presentar alguna amenaza, como revelar las ubicaciones de depdsitos fésiles, especies en peligro de extincidn, etc.
Silos datos sin procesar o los cédigos pertenecen a terceros y Ud. no tiene permiso para publicarlos, debe presentar la fuente y
|a verificacion del permiso de uso de los datos asi como la Informacién de contacto donde un investigador interesado tendria
que aplicar para obtener acceso a los datos pertinentes, en la seccion Materiales y Métodos. Sin embargo, tenga en cuenta
que los autores son responsables de asegurarse de que los datos estaran disponibles a partir de la publicacion, de la misma
manera que los autores obtuvieron los datos.

ORGANIZACION DEL MANUSCRITO
1. La primera pagina del manuscrito debe incluir las siguientes partes, cada una separada por una linea:
« Titulo del articulo: En negrillas, con maximo 300 caractéres, debe ser especifico, descriptivo, conciso y comprensible
para los lectores fuera del campo. Slo la primera palabra y los nombres propios empiezan con maydsculas.Puede dividirse
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en titulo y subtitulo, separados por el signo de puntuacion dos puntos (:). Para revisiones sisteméticas o meta-andlisis, el
subtitulo debe incluir el disefio del estudio.
Titulo abreviado: En negrillas, con méximo 100 caracteres, describe el tpico de estudio. Sélo la primera palabra y los
nombres propios empiezan con maydsculas.
Nombres de los Autores: Presente los nombres de los autores tanto en la primera pagina del manuscrito como en la
plataforma de la revista. Para cada autor debe incluir el primer nombre, el segundo nombre (o su inicial, si la usa) y los
apellidos. Los autores se separan entre si por comas (no colocary, and, &).
Afiliaciones: Cada autor de lalista debe tener una afiliacion. La afiliacion debe incluir al menos el nombre de la organizacion
o universidad y su ubicacion. Las afiliaciones se asociaran con los autores por medio de superindices numéricos. Miltiples
afiliaciones por autor se separarén en lineas diferentes y con superindices propios. Se marcara al autor responsable del
manuscrito con un asterisco junto a los superindices, asociado con la frase “Autor para Correspondencia / Corresponding
Author, e-mail:" sequido por el correo electrénico. Si todos los autores comparten la misma afiliacién o si hay un solo autor
no usar superindices numéricos. Si hay un solo autor, no incluir la frase “Autor Principal / Corresponding Author”
Titulo en idioma alternativo: Si su manuscrito es en Espaiol, el titulo alternativo es la traduccién en Inglés, y viceversa.
Abstract: En Inglés, redactado como un pérrafo continuo de mdximo 400 palabras. Detalla brevemente los principales
objetivos del estudio; explica cémo se realiz6 el estudio, incluyendo cualquier organismo modelo utilizado, pero sin entrar
en detalles metodoldgicos; resume los resultados méds importantes y su significado. No debe incluir citas bibliograficas ni
abreviaciones y no debe estar separado en pérrafos.
Key words: Mdximo 10 palabras o grupos de palabras en Inglés. Deben ser diferentes a lo que aparece en el titulo del
manuscrito.

+ Resumen: Es |a traduccién al Espafiol del Abstract, y tiene sus mismas caracteristicas.

« Palabras clave: Maximo 10 palabras o grupos de palabras en Espaiiol. Deben ser diferentes a lo que aparece en el titulo

del manuscrito.

« Se puede incluir un tercer resumen en Portugués, Francés, Italiano, Alemdn u otra lengua, silo considera necesario.
2. Desde la siguiente pagina se presentaran el texto organizado por encabezados, luego las tablas y las figuras del manuscrito.
La organizacién dependerd del tipo de contribucién. Se sugiere usar una organizacién segtin el método cientifico, por ejemplo:

.

.

Organizacion de un manuscrito sometido como  Organizacion de un manuscrito sometido como

Articulo Comunicacion
Introduccion Texto (sin divisiones)
Materiales y métodos Agradecimientos
Resultados Referencias
Discusion Contribuciones de los autores
Agradecimientos Tablas
Referencias Figuras
Contribuciones de los autores
Tablas
Figuras

Otras secciones pueden ser: revision de literatura, conclusiones, recomendaciones. La estructura del articulo serd revisado por
y evaluado el/los editor(es) y los revisores.
3. En los Agradecimientos se incluye:
- Declaracion explicita de las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo.
+ Los detalles de los permisos o autorizaciones para el desarrollo de la investigacion y las instituciones que los emitieron.
« Aquellos que hayan contribuido al trabajo pero que no cumplan con los requisitos de autoria pueden ser mencionados en
los Agradecimientos con una descripcién de sus contribuciones.
« Los autores son responsables de asegurarse que toda persona nombrada en los agradecimientos estd de acuerdo con eso.
4. La seccion de Contribuciones de los Autores es necesaria cuando hay mds de un autor. Se debe describir la contribucion de
cada uno de los autores para el desarrollo del articulo de manera explicita pero sucinta. La contribucion puede ser:
- concepcion de la investigacion;
- disefio de la metodologia;
« curacion de datos para la investigacion;
- administracion del proyecto;
- adquisicién, andlisis o interpretacién de los datos, incluyendo las labores de campo, laboratorio, experimentales,
estadisticas, o el soporte técnico;
- adquisicion de fondos;

« provision de recursos, incl. equipos, materiales, reactivos, entre otros;
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+ desarrollo de software;

« supervision o tutoria;

- validacion y verificacion de los resultados;

« redaccién del manuscrito;

- revision critica del contenido intelectual del manuscrito;

« produccion de tablas, figuras o material complementario.
Ejemplo:
Maria Alvarez y Pedro Pérez concibieron la investigacion; Juan Norton y Maria Alvarez desarrollaron la metodologia y realizaron
el trabajo de campo; Juan Norton, Jonathan Castro y Pedro Pérez disefiaron el modelo y corrieron los andlisis; Jonathan Castro
y Maria Alvarez realizaron los analisis moleculares; Pedro Pérez proveyd reactivos; Juan Norton y Jonathan Castro redactaron el
manuscrito; Juan Norton, Jonathan Castro, Pedro Pérez, Maria Alvarezy Pedro Pérez revisaron criticamente el contenido intelectual
del manuscrito; Juan Norton tomd las fotografias de las figuras 1y 3.
Recuerde que la autoria del manuscrito debe sequir los lineamientos de autoria de la ICMJE.

DIRECTRICES PARA REFERENCIAS

« En el texto, usar citas numeradas colocadas al final de la oracion entre corchetes. Los niimeros de citas diferentes deben
separarse por comas, a menos que sea un rango continuo de citas en cuyo caso se usara un guion. Ejemplos: [10] [10,15,22]
[12-20].

« Numerar las citas secuencialmente seguin aparecen en el texto (NO en orden alfabético de las referencias).

- (Citar los trabajos sin publicar, en preparacién o en proceso de revision como “(datos sin publicar)’; precedido por las iniciales
y apellido del autor. Por ejemplo: A. Sudrez (datos sin publicar)

« Se debe evitar las citas de informacién proveniente de correos electronicos, cartas o documentos enviados entre
colaboradores, pero si es absolutamente necesario, se deben referir como “com. pers.” cuando corresponden a comentarios
sin respaldo de correspondencia, y como “in litt." cuando hubo correspondencia escrita. En ambos casos, precedidos por
las iniciales y apellido del colaborador y sequida del afio. Por ejemplo: (J. Mufioz in litt. 2009) (J. Mufioz com. pers. 2010)

« Subtitular la lista de referencias como Referencias (no Bibliografia o Literatura Citada).

« Ordenar la lista de Referencias de acuerdo al orden secuencial que aparecen en el texto del manuscrito (NO en orden
alfabético).

« El formato de las referencias debe sequir el estilo APA (6a Edicion). Este estilo arma cada referencia con los siguientes
componentes generales:

« Autores. (Afio). Titulo de la obra. Datos de publicacion.

« Ejemplos:

Articulo en revista impresa:

Andersson, L. G. (1945). Batrachians from East Ecuador, collected 1937, 1938 by Wm. Clarke-Macintyre and Rolf

Blomberg. Arkiv for Zoologi (Stockholm), 37A(2), 1-88.

Articulo en revista con URL:

Ahlman, R. (2016). Green-winged Teal Anas crecca carolinensis, first record for Ecuador. Cotinga, 38, 40. Recuperado de

http://www.neotropicalbirdclub.org/wpcontent/downloads/C38online/Ahlman.pdf

Articulo en revista con DOI:

Jacobsen, D., Schultz, R., & Encalada, A. (1997). Structure and diversity of stream invertebrate assemblages: the

influence of temperature with altitude and latitude. Freshwater Biology, 38(2), 247-261. doi: http://www.dx.doi.

0rg/10.1046/j.1365-2427.1997.00210.x

Libro impreso:

Diamond, J. (2006). The Third Chimpanzee: The evolution and future of the human animal. New York: Harper Perennial.

Libro con URL:

Suber, P. (2102). Open Access. The MIT Press Essential Knowledge Series. Cambridge: The MIT Press. Recuperado de

http://bit.ly/oa-book

Libro con editores con DOI:

Walsh, S. J., & Mena, C. F. (Eds.). (2012). Science and conservation in the Galapagos Islands: frameworks & perspectives.

Vol. 1. New York: Springer Science & Business Media. doi: http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4614-5794-7

Capitulo de un libro impreso:

Minogue, K. (2014). Does the idea of “self-interest” explain the character of modern free societies? En P. Lucio Paredes &

S. Oleas (Eds.), The Complexity of Liberty: Selected essays from the Mont Pelerin Society Special Meeting in Galdpagos
132



June 2013. Quito: Universidad San Francisco de Quito.

Capitulo de un libro con DOI:

Maldonado, M., Maldonado-Ocampo, J. A., Ortega, H., Encalada, A. C., Carvajal-Vallejos, F. M., Rivadeneira, J. F., Acosta,
F., Jacobsen, D., Crespo, A. & Rivera-Rondén, C. A. (2011). Biodiversity in aquatic systems of the Tropical Andes. En S. K.
Herzog, R. Martinez, P. M. Jorgensen, & H. Tiessen (Eds.), Climate change and biodiversity in the tropical Andes (pp. 276—
294). Paris/Sao José dos Campos: Inter-American Institute for Global Change Research (IAl) and Scientific Committee
on Problems of the Environment (SCOPE). Recuperado de http://www.iai.int/wp-content/uploads/2014/06/book.pdf
Disertacion:

Brandt, M. (2003). Influencia del erizo lapicero (Eucidaris thouarsii) en la estructura de la comunidad submarina de la
cara norte del Islote Caamario, Galdpagos (Tesis de Licenciatura). Universidad San Francisco de Quito USFQ, Quito.
Enciclopedia en linea (cita global de toda la enciclopedia):

Frost, D. R. (2016). Amphibian Species of the World: an Online Reference (Version 6.0). American Museum of Natural
History. Recuperado el 5 de febrero de 2017 de http://research.amnh.org/herpetology/amphibia/index.html

Ficha en enciclopedia en linea con URL:

Frost, D. R. (2016) Nymphargus buenaventura (Cisneros-Heredia and Yénez-Mufioz, 2007). En Amphibian Species of the
World: an Online Reference (Version 6.0). American Museum of Natural History. Recuperado el 5 de febrero de 2017
de  https://web.archive.org/web/20170206001235/http://research.amnh.org/vz/herpetology/amphibia/Amphibia/
Anura/Centrolenidae/Centroleninae/Nymphargus/Nymphargus-buenaventura

Noticia en periddico en linea:

En el limbo futuro de telescopio en Arecibo (2017, enero 30). El Universo. Recuperado de https://web.archive.org/
web/20170206002227/http://www.eluniverso.com/vida-estilo/2017/01/30/nota/6023449/limbo-futuro-telescopio-arecibo

- Separar cada autor con una coma, y colocar “&” antes del tltimo autor. Las iniciales de los nombres de los autores van
después de los apellidos. Indicar todos los autores y no usar et al.

« Incluir el nimero de la revista entre paréntesis luego del volumen, si esta disponible.

- Separar el rango de paginas por un guion n (—). No confundir esto con un guion simple (-).

« Colocar el DOI (Digital Object Identifier) en todas las referencias que lo tengan disponible, precedido por “doi:". El DOI debe

estar en formato de enlace largo: http://doi.org/xxx.xxx.xxx

No colocar un punto después del DOI .

« Siun DOl no estd disponible (debe hacer una busqueda exhaustiva), colocar un enlace estable hacia el sitio web de la revista
(por ejemplo, el enlace estable de JSTOR) o un repositorio institucional (por ejemplo, Archive.org), con el texto “Recuperado
de”. No colocar enlaces a paginas web personales, servicios no-permanentes de carga/descarga de archivos.

« Paraincluir la direccion de Internet o URL de una pdgina que podria cambiar en el futuro debe primero respaldar dicho URL
en un archivo digital que resguarden dicha referencia para el futuro. Para esto puede usar Wayback Machine de Internet
Archive https://archive.org/web/ o el sistema archive.is http://archive.is. Esto debe ser hecho en particular para péginas
que provienen de enciclopedias en linea, periddico de noticias, pdginas personales o institucionales.

- Cuando se hace referencia a publicaciones en linea que tienen fechas especificas (como los blogs), se debe colocar (Afio,
Mes dia) y no solo el afio.

« Colocar Andnimo cuando no exista un autor determinado.

+ Colocar n/f cuando no se conozca el afio de publicacién.

Citar manuscritos aceptados para publicacién como “in press” solamente si ya tiene la informacién de publicacion del articulo

(ndmero de la revista y paginas). Articulos que no tengan esta informacion son considerados aceptados, pero no en prensay

seran citados como “datos en proceso de publicacion” dentro del texto, pero no se incluirén en las Referencias Bibliograficas.

No se aceptara literatura gris entre las referencias bibliograficas. La literatura gris corresponde a documentos que no estan

disponible por canales bibliogréficos regulares (como bibliotecas o bases de datos en linea), y usualmente corresponde a reportes

técnicos, informes y otros trabajos sin publicar. De ser en extremo necesario, su uso serd autorizado por el Editor del manuscrito. Sin
embargo, es preferible considerar la opcion de colocar esa informacién como “datos sin publicar” o “comunicacién personal’. De ser
aprobada su inclusién como referencia, una copia del documento de literatura gris debe ser depositada en la Biblioteca de la USFQ.

DIRECTRICES PARA TABLAS
« (itar tablas en el texto con numerales ardbigos en el orden que aparecen. Ejemplos: “Tabla 1”“Tablas 1-3"
« Colocar las tablas luego del texto, cada una iniciard en su propia pagina.
« Las tablas deben alcanzar en una hoja A4 con mérgenes de 2,5 cm, pudiendo esta orientarse de manera vertical y horizontal,
seglin sea mejor para la apariencia de la tabla.
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- (ada tabla debe tener su propia leyenda explicativa, la cual debe ser comprensible sin hacer referencia al texto y serd
colocada antes de la tabla. Cada leyenda empezard con el nimero de la tabla. Ejemplo:
TABLA 1. Comparacion de los efectos...
+ Incluir unidades en los encabezados de columnas y filas entre paréntesis.
« De ser necesarias, colocar notas al pie de |a tabla enlazadas con los siguientes simbolos en el mismo orden: *, 1, %, §, 1. Sin
embargo, es preferible colocar cualquier aspecto importante como parte de la leyenda.

DIRECTRICES PARA FIGURAS

- Avances en Ciencias e Ingenierias publica sin costo figuras a color, siempre y cuando se relacionen directamente con el

manuscrito.

El término Figura hace referencia a todo tipo de imdgenes, incluyendo gréficos, dibujos, fotografias y mapas.

Citar figuras en el texto con numerales ardbigos en el orden que aparecen usando la abreviatura “Fig”. Ejemplo: “Figs. 1-3”

En el envio inicial, las figuras deben ir en baja resolucion, siempre que sean legibles, e incluidas en el archivo de texto

del manuscrito, luego de las tablas. Sin embargo, una vez aceptado el manuscrito, las figuras deben ser enviadas en

resolucién alta (minimo 300 dpi, recomendable 600 dpi) en uno de los siguientes formatos: *.tiff, *.eps, *.emf, *.bmp,

como documentos separados del archivo de texto.

(ada figura ird en su propia pagina y precedida por su leyenda. La leyenda serd autoexplicativa, debiendo ser comprensible

sin hacer referencia al texto y serd colocada antes de la figura. Cada leyenda empezard con el nimero de la figura. Ejemplo:

FIGURA 1. Mapa de la region...

Figuras dibujadas con lineas (line artwork) se preparan mejor en programas graficos basados en vectores (e.g. Corel Draw,

Illustrator, Freehand, Inkscape, ArcView). Por lo que es recomendable presentarlas en formato EPS. No use lineas de un

ancho menor a 0.3 puntos.

Las fotografias en blanco y negro, fotografias a color y mapas y graficos realizados en programas basados en raster(e.g.

Photoshop, Gimp) es recomendable que sean enviadas en formato *.tiff. Para archivos * tiff, note que la resolucién es

irrelevante, es importante el tamafio en pixeles, por lo que recomendamos un tamafio minimo de 1000 pixeles.

Todo manuscrito que incluya un sitio de estudio debe incluir un mapa del mismo. Dicha figura debe: (1) ir rodeada de

un horde con lineas delgadas, (2) estar geogréficamente referenciado con algunas marcas de latitud y longitud y con un

pequefio mapa insertado que indique la localizacién general, (3) tener una barra de escala en km, (4) tener una flecha que

indique el Norte (no usar una rosa de los vientos), y (5) tener lineas de referencia como limites de paises, carreteras, rios o

elevaciones, extendiéndose hasta el borde.

Para todas las figuras use lineas con un grosor entre 0.3-1.0 puntos y tamaiios de letra de 12 puntos.

Todas las letras y textos usados dentro de las figuras deben ir en Times.

Si es que desea agregar varias imagenes como una sola figura compuesta o crear una lamina con varias imégenes que ocupe toda

una pagina, no se preocupe por el disefio de la misma. En el primer envio del manuscrito no debe armar dicha figura, sino que debe

colocar la leyenda de la figura y luego pegar cada imagen separada. Cada imagen debe tener su propia denominacién a través de

literales en mayusculas (ej. A) colocados en la esquina inferior derecha de cada imagen. Cuando el manuscrito avance en el proceso

de publicacién. el equipo de disefio de la revista se ocupard de armar y disefiar sus imagenes compuestas o laminas.

Recuerde que las figuras serdn ajustadas al tamafio de una o dos columnas en una pagina A4, por lo que todos los elementos

de la imagen deben ser lo suficientemente grandes para ser legibles después de la reduccién de tamanio, en especial los

textos internos y las lineas.

Eliminar espacios blancos o vacios innecesarios alrededor de las figuras.

Incluir los créditos respectivos de la figura en la leyenda. Recuerde que es responsabilidad del autor tener los permisos

necesarios para poder reproducir la figura bajo la Licencia Creative Commons de la revista.

- Siusa un mapa como una figura, debe citar la fuente del mapa. De ser posible, use mapas que sean de uso piblico o que
permitan su uso irrestricto. Si usa Google Earth o Google Maps, debe sequir los lineamientos de atribucion de Google.

DIRECTRICES PARA MATERIAL SUPLEMENTARIO
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- Los autores pueden publicar material suplementario junto a su manuscrito. Este material corresponde a informacion que
complementa o provee soporte al manuscrito publicado y que se podra descargar como archivos independientes.

« Diferentes tipos de informacion pueden ser incluidos como material suplementario: textos extensos sobre metodologias,
bases de datos, archivos de video, de audio, fotogréficos y otros respaldos audiovisuales, entre otros.

« Los Materiales Suplementarios reemplazan a los Apéndices.



- Estos materiales serdn citados al final del manuscrito con enlaces al portal de la revista donde estardn a disposicion del
publico de manera gratuita.

« Si el material suplementario estd compuesto por texto, debe ser presentado con el mismo formato general requerido para
el manuscrito.

« De ser necesario, citar archivos de Material Suplementario en el texto siguiente el siguiente formato: Fig. S1, Tabla $1,
Datos S1, Videos S1, Articulo S1, Audio S1. Donde la S indica que es material suplementario, y el nimero indica la secuencia
numérica de dicho material.

« Para maximizar compatibilidad, sugerimos que envio su Material Suplementario en los siguientes formatos: Imagenes en
JPG, EPS 0 PNG; tablas en XLS o XLSX; textos en PDF; videos en AVI, MOV o MP4, y archivos de audio en WAV o MP3.

« Sets grandes de datos suplementarios se pueden presentar en formato comprimido (zip o tar).

DIRECTRICES SOBRE NOMENCLATURA BIOLOGICA Y DESCRIPCION DE NUEVAS ESPECIES

« ACl Avances en Ciencias e Ingenierias cumple con los requisitos establecidos por los diferentes cddigos de nomenclatura sobre la
validez para la descripcion de nuevas especies y la disponibilidad de los articulos en linea como trabajos publicados, incluyendo
el International Code of Zoological Nomenclature y el International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants.
La revista se encargara de obtener los registros y el GUID (LSID) en Zoobank, IPNI'y Mycobanl o Index Fungorum.
Todos los articulos y comunicaciones de ACl Avances en Ciencias e Ingenierias estan siendo depositados en Internet Archive
Archive.org y en el repositorio USFQ.
Los autores deben adherirse a los lineamientos establecidos por los cddigos internacionales de nomenclatura respectiva al
organismo tratado.
Las descripciones de especies nuevas de seres vivos o los andlisis taxondmicos deben seguir lo establecido en el respectivo
cddigo de nomenclatura.
Cuando un taxén bioldgico es mencionado por primera vez, se debe escribir su nombre comtn (como nombre propio)
seguido por su nombre cientifico en cursiva, por ejemplo: Oso de Anteojos Tremarctos ornatus. No colocar el nombre
cientifico 0 el nombre comun entre paréntesis. Mas adelante en el manuscrito se puede usar solamente el nombre cientifico
0 el nombre coman.
Si el manuscrito corresponde a un analisis taxonémico o si existe controversia en relacion a la nomenclatura del organismo
estudiado, presentar el nombre del taxén seguido por los datos de autoria taxondmica al mencionarlo por primera. Los
datos de autoria taxonémica de nombres zooldgicos son los apellidos de los descriptores y el afio de descripcion, separados
por una coma, ejemplo: Grallaria ridgelyi Krabbe et al., 1999. La autoria taxondmica de nombres botanicos debe sequir
lo especificado en The International Plant Names Index. Colocar la autoria taxondmica entre paréntesis solo si existié un
cambio a nivel del género. Cuando hay tres o mds descriptores utilizar “et al.” sin cursivas.

ENViO DEL MANUSCRITO

1. Todos los manuscritos sometidos a la revista ACl Avances en Ciencias e Ingenierias deben ser enviados a través del portal en linea.
En la seccion Envios en Linea podrén registrarse y crear un Nuevo Envio.

2. Si manuscrito tiene mds de un autor, por favor incluya la informacion de todos los autores en el sistema (incluyendo sus correos
electronicos).

3. Almomento de someter su manuscrito, debe indicar el nombre, institucién y correo electrénico de por lo menos cuatro posibles
revisores que podrian hacer la evaluacién de pares académicos de su manuscrito. Estas personas deben ser capaces de proveer
una evaluacién objetiva de su manuscrito, por lo que no pueden pertenecer a la institucion de ninguno de los autores, ni estar
involucrados en el estudio de manera directa o indirecta. El equipo editorial de la revista se reserva el derecho de seleccionar a
los revisores sugeridos al momento del envio del manuscrito o de buscar a otros revisores.

4, Para el envio inicial, el manuscrito debe consistir de un solo archivo que incluya: el texto, las tablas y figuras. Las tablas y las
figuras deben ir luego del texto (no intercaladas en el texto). Cada tabla y figura ird en su propia pagina y estard precedida por
su leyenda. En caso de enviar Material Suplementario, deberd ser enviado como archivos separados y subidos al momento del
envio inicial.

5. Si es que algunas de las figuras de su manuscrito es una figura compuesta por varias imdgenes, no debe armar dicha figura sino
que debe colocar la leyenda de la figura y luego pegar cada imagen separada. Cada imagen debe tener su propia denominacién
a través de literales en maysculas (ej. 5A) colocados en la esquina inferior derecha de cada imagen.

6. La revista mantendrd comunicacion directa con el autor para correspondencia, quien es el responsable de someter el manuscrito,
recibir las revisiones, enviar el manuscrito revisado, aprobar la correccién de originales y las pruebas de imprenta.
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LISTA DE COMPROBACION PARA LA PREPARACION DE ENViOS
Como parte del proceso de envio, los autores/as estan obligados a comprobar que su envio cumpla todos los elementos que se
muestran a continuacion. Se devolverdn a los autores/as aquellos envios que no cumplan estas directrices.

« El estudio presenta los resultados de investigacién cientifica primaria.

- El'envio no ha sido publicado previamente ni se ha sometido a consideracion en otra publicacion.

NOTA: ACI Avances en Ciencias e Ingenierias apoya a los autores que desean compartir su trabajo de manera temprana
a través de archivos/repositorios de prepublicaciones (preprint servers/repositories), incluyendo arXiv, bioRxiv, figshare,
Peer) Preprints, SSRN, Zenodo, entre otros. De igual forma consideramos manuscritos que han salido inicamente como
tesis en repositorios institucionales o trabajos que han sido presentados en actas de conferencias.

- Todas las metodologias de analisis, tanto experimentales, estadisticas y otras, se han realizado bajo estandares técnicos de
alta calidad y se describen en suficiente detalle para garantizar su reproducibilidad.

« Todas las conclusiones se pasan en la interpretacion justificada y apropiada de los resultados. Los autores deben evitar
exagerar el alcance de sus conclusiones y si bien pueden discutir el posible impacto de sus resultados deben identificar sus
ideas como hipdtesis y no como conclusiones.

« Los textos estdn escritos de una manera entendible y clara, teniendo un correcto uso del lenguaje. Los manuscritos aceptados
por la revista ACl Avances en Ciencias e Ingenierias pasan por una correccion del lenguaje y estilo, sin embargo errores en el uso
del lenguaje pueden nublar el correcto entendimiento del contenido y provocar evaluaciones negativas por parte los revisores.

- El estudio debe cumplir con todos los estdndares aplicables de ética en la experimentacién e integridad cientifica. Todos
los estudios relacionados con seres vivos, lineas celulares, muestreo de campo o que tengan potenciales implicaciones de
bioseguridad deben contar con las aprobaciones de un comité de ética institucional / IRB, asi como con todos los permisos
legales requeridos por el pais donde se realiza la investigacion.

« EI manuscrito sigue estandares utilizados por la comunidad de su disciplina cientifica y garantiza la disponibilidad de
los datos. La disponibilidad de los datos se puede realizar colocandolos como material suplementario del manuscrito o
depositandolos en repositorios digitales confiables.

« Todos los autores han participado en el desarrollo del manuscrito, lo han leido y estan de acuerdo con su envio a la revista ACI Avances en
Ciencias e ingenierias, y de ser aceptado, estan de acuerdo que sea publicado segtin a la Politica de Acceso Abierto de la revista.

« Todos los autores cumplen con los requisitos de autoria detallados en la Politica de Autorfa.

« El envio inicial del manuscrito consiste de un solo archivo, que incluye: el texto, las tablas y figuras en el mismo archivo. Las
tablas y las figuras van luego del texto (no intercalarlas con el texto). Cada tabla y figura estd en su propia pagina y esta
precedida por su leyenda. En caso de enviar Material Suplementario, se lo envia como archivos separados.

« Sies que hay figuras compuesta por varias imagenes, se colocd la leyenda de la figura y luego se pegd cada imagen separada. Cada
imagen tiene su propia denominacién a través de literales en mayusculas (ej. A) colocados en la esquina inferior derecha de cadaimagen.

- Siempre que sea posible, se proporcionan DOI o direcciones URL estables para las referencias.

AVISO DE DERECHOS DE AUTOR/A
Los autores que publiquen en la revista ACl Avances en Ciencias e Ingenierias aceptan los siguientes términos:

« Los autores conservardn sus derechos de autor y garantizarén a la revista el derecho de primera publicacion de su obra, la
cual estard simultdneamente sujeto a la Licencia de reconocimiento de Creative Commons que permite a terceros compartir
la obra siempre que se indique su autor y su primera publicacién esta revista.

- Los autores podrén adoptar otros acuerdos de licencia no exclusiva de distribucién de la versién de la obra publicada,
pudiendo de esa forma publicarla en un volumen monogrdfico o reproducirla de otras formas, siempre que se indique la
publicacion inicial en esta revista.

« Se permite y se recomienda a los autores difundir su obra a través de Internet:

« Antes del envio a la revista, los autores pueden depositar el manuscrito en archivos/repositorios de pre-publicaciones
(preprint servers/repositories), incluyendo arXiv, bioRxiv, figshare, Peer) Preprints, SSRN, entre otros, lo cual puede producir
intercambios interesantes y aumentar las citas de la obra publicada (Véase El efecto del acceso abierto).

« Después del envio, se recomiendo que los autores depositen su articulo en su repositorio institucional, pdgina web personal,
o red social cientifica (como Zenodo, ResearchGate o Academia.edu).

DECLARACION DE PRIVACIDAD

Los nombres y las direcciones de correo electrénico introducidos en esta revista se usaran exclusivamente para los fines establecidos
enellay no se proporcionaran a terceros o para su uso con otros fines.
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