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Contenido
1. Antecedentes

Dentro de las leguminosas de grano cultivadas en Ecuador, el cultivo de arveja ocupa el
tercer lugar en cuanto a superficie sembrada y nivel de produccion, después del fréjol y el
haba. Se cultiva principalmente en las provincias de Tungurahua, Bolivar, Imbabura,
Chimborazo, Carchi, Loja y Cotopaxi. En el afio 2009 se cosecharon 3342 ha de grano seco
de arveja con una produccion de 944 Tm. En cuanto a la superficie cosechada de arveja
tierna en vaina, ésta fue de 5793 ha con una produccién de 8522 Tm (INEC, 2010). Es un
producto de amplio consumo en todos los estratos sociales de la poblacion (Caicedo y
Peralta, 1999). Tiene un contenido de proteina que varia entre el 22 al 26% en grano seco,
lo cual la convierte en un importante componente de la nutricion de los ecuatorianos
(Peralta et al., 2010a).

Este cultivo es afectado severamente por tres especies de hongos pertenecientes al
llamado “Complejo Ascochyta”. Estas especies son Ascochyta pisi, Mycosphaerella pinodes
(Forma anamorfa: Ascochyta pinodes) y Phoma medicaginis var. pinodella. Ocasionan
lesiones en hojas, tallos y vainas, pudiendo éstas extenderse hasta la regién del cuello de la
planta (Skoglund et al., 2011). De acuerdo a Hagedorn (1984), M. pinodes puede ocasionar
una reduccion del 50 al 75% de la producciéon de un campo de arveja si la infeccion es de
grado moderado a fuerte. En Ecuador, de acuerdo al Programa de Leguminosas y Granos
Andinos (PRONALEG-GA) del INIAP, con variedades susceptibles y condiciones
ambientales favorables para este complejo de hongos, las pérdidas pueden ser alrededor
del 80%1

Las estrategias de control para esta enfermedad son la rotacidon de cultivos, destruccion de
rastrojos infectados de la anterior cosecha y tratamiento quimico de las semillas antes de la
siembra, lo cual reduce la cantidad de inoculo primario. Durante el cultivo se realizan
aplicaciones foliares de fungicidas, las cuales controlan en forma efectiva estos organismos.
Sin embargo, los costos asociados a estas aplicaciones pueden reducir significativamente la
rentabilidad de este cultivo. La mejor estrategia a largo plazo para un control efectivo es el
desarrollo de variedades de arveja resistentes a Ascochyta spp. Sin embargo existen pocas
fuentes de resistencia a esta enfermedad dentro del germoplasma de arveja analizado a
nivel mundial. Especies silvestres estrechamente relacionadas a P. sativum poseen fuentes
de resistencia, pero lamentablemente no estan disponibles en nuestro medio (Bretag et al.,
2006).

A nivel local, en el afio 2010, el PRONALEG-GA evalud la reaccidon a Ascochyta spp. de 250
accesiones del banco de germoplasma de arveja. Todas fueron susceptibles, es decir, no se
identifico fuentes de resistencia genética (INIAP, 2010). Una alternativa para generar
fuentes de resistencia es la inducciéon de mutaciones. Esta ha sido una técnica largamente
desarrollada a nivel mundial y cuya aplicacién ha permitido la liberacién de mas de 3000
cultivares mejorados de 170 especies cultivadas (Burkart, 2009). Cabe mencionar que
existen 34 variedades de arveja registradas en la Base de Datos de Variedades Mutantes
(MVD) de la FAO/IAEA, las cuales presentan mejores caracteristicas agrondmicas que sus
variedades parentales (FAO/IAEA, 2011). Para inducir mutaciones se emplean agentes
mutdgenos, los cuales se pueden clasificar en fisicos y quimicos. A la primera categoria
pertenecen las radiaciones ionizantes, como los rayos gamma. En la segunda se tienen
sustancias como la azida sodica y los agentes alquilantes, que tienen la propiedad de
aumentar varios cientos de veces las tasas de mutacion espontanea (Prina et al., 2010)

IMurillo, A. 2011. Cultivo de la Arveja en el Ecuador. (Comunicacion personal). PRONALEG-GA.
INIAP. Estacién Experimental Santa Catalina. Quito-Ecuador.
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Entre las variedades de arveja registradas en la MVD, se debe mencionar la bulgara
“Sredetz”, obtenida a partir de lineas mutantes provenientes del cultivar “Kubrat-3”. Las
semillas de este cultivar recibieron un tratamiento combinado de rayos gamma vy
metanosulfonato de etilo (EMS) a dosis que fluctuaron entre los 2,5 a 100 Gy en el caso de
los rayos gamma; y entre los 0,1 y 0,05% de concentracién con respecto al EMS. Este
cultivar presentd una buena resistencia a Ascochyta pisi (Mehandjiev et al.,, 1999;
Tomlekova, 2010). En Ecuador se han llevado a cabo trabajos de induccién de mutaciones
en naranjilla (Solanum quitoense) para generar resistencia a nematodos (Tapia y Zambrano,
2004), y papa (Solanum spp.) para obtencion de resistencia a Phytoptora infestans,
(Villavicencio y Benitez, 2008; L6pez y Yanez, 2011).

La informacion concerniente al nimero de genes involucrados en la expresion de la
resistencia al “Complejo Ascochyta” y la forma en la que éstos se heredan no esta
claramente dilucidada. Algunos autores sugieren que la resistencia a A. pisi esta
determinada por un gen simple dominante mientras otros mencionan que involucra tres
genes denominados Rap-1, Rap-3 y Rap-4. Asi mismo se sugiere que la resistencia a M.
pinodes es heredada en forma de cardcter cuantitativo y estd gobernada por una serie de
genes simples dominantes (Bretag et al., 2006). Timmerman-Vaughan, et al. (2002)
encontraron trece loci de caracter cuantitativo (QTL’s-Quantitative trait loci) para resistencia
al “Complejo Ascochyta” en arveja.

Para la induccion de mutaciones, irradiando semillas de arveja con rayos gamma, el rango
de dosis recomendadas esta entre los 100 a 150 Gy (Jaranowski y Micke, 1985;
Maluszynski et al., 2009; OIEA, 2001). Sin embargo, la respuesta de cada material ante la
accién de un agente mutageno difiere incluso entre distintos cultivares de una misma
especie. Es por esto que se debe llevar a cabo una prueba preliminar para determinar la
severidad de los efectos somaticos que se presentan en el material tratado, o M,, yen base
a esta informacion determinar aquella dosis que permita obtener la mayor cantidad de
sectores mutantes sin comprometer la viabilidad del material. A esta dosis se la conoce
como critica u éptima (Maluszynski et al., 2009).

Segun el Foro de Cooperacion Nuclear en Asia (FNCA por sus siglas en inglés) (2004), los
efectos de la radiacion deben ser medidos inicialmente en la “Dinamica de Germinacion”,
“Porcentaje de Sobrevivencia”, “Altura de Plantulas” y “Longitud de Raices”. La dosis que
produzca una reduccién de hasta el 30% en los valores de estas variables, se considera
como apropiada para un programa de mejoramiento mediante induccién de mutaciones. En
cuanto al numero de semillas a ser tratadas, Maluszynski et al. (2009) recomiendan emplear
de 5000 a 10000 semillas M! que permitan formar una poblacion M2 de al menos 50000
plantas. También sugieren el empleo de una variedad ya liberada en la cual el mejoramiento
de una o dos caracteristicas incremente su valor agronémico.

La variedad de arveja INIAP 436 Liliana, de tipo decumbente, posee buenas caracteristicas
agrondmicas, tales como: ciclo medianamente precoz, buen vigor y carga, grano de tamafio
grande con buena demanda en el mercado y aptitud para elaboracion de harina (Peralta et
al., 2010b). Sin embargo, es afectada severamente por los hongos del “Complejo
Ascochyta”.

2. Justificacion

Dado que no existen fuentes de resistencia genética al ataque de los hongos del “Complejo
Ascochyta" en el Banco de Germoplasma de arveja del INIAP, y que tal caracteristica
tampoco ha sido hallada en germoplasma fordneo, la induccién de mutaciones es una
alternativa viable y facilmente disponible para generar variabilidad genética dentro de la cual
se pueda seleccionar genotipos resistentes a esta enfermedad.
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3. Objetivos
3.1. General

e Inducir mutaciones, usando rayos gamma, en la variedad INIAP 436 Liliana, para
identificar genotipos resistentes a Ascochyta spp.

3.2. Especificos

» Establecer la dosis 6ptima de rayos gamma para inducir mutaciones en la variedad
INIAP 436 Liliana.

+ Determinar en el campo los efectos somaticos que se presenten en la poblacion Mi.

+ Determinar la frecuencia de mutaciones en la poblacion M2

» Evaluar la reaccién de la poblacion M2de arveja a hongos del “Complejo Ascochyta”.

4. Hipotesis

HO: La irradiacién de semillas de arveja con rayos gamma no permite inducir mutaciones
para resistencia a Ascochyta spp.

5. Materiales y Métodos

5.1. Materiales

a. Dosimetria

Semillas de arveja de la variedad INIAP 436 Liliana.
Papel para germinacion de semillas

Bandejas de germinacion

b. Generacion M1

Semillas de arveja de la variedad INIAP 436 Liliana.
c. Generacion M2

Semillas de arveja provenientes de las plantas
Fuente de inoculo de Ascochyta spp.

5.2. Metodologia

La presente investigacion constara de tres etapas. En la primera se realizaran las pruebas
de dosimetria, bajo invernadero, con el fin de determinar la dosis 6ptima de radiacion para
llevar a cabo la induccién de mutaciones. La dosis 6ptima se refiere a aquella que produzca
una reduccién de hasta el 30% en las variables medidas en estas pruebas, las cuales seran:
“Dindmica de Germinacion”, “Porcentaje de Sobrevivencia”, “Altura de Plantulas” y “Longitud
de Raices". En la segunda etapa se irradiaran una gran cantidad de semillas con la dosis
optima determinada. Estas semillas, que constituiran la generacion M-, se sembraran en el
campo. Una vez que esta generacion culmine su ciclo vegetativo y produzca semillas, estas
se cosecharan y constituiran la generacion M2, cuyo desarrollo en el campo constituira la
tercera etapa. Cuando esta generacion llegue a etapa de pre-floracion, sera inoculada con
Ascochyta spp. y se evaluara la reaccidon de las plantas ante el hongo para identificar los
genotipos resistentes.
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5.2.1. Caracteristicas del sitio experimental

La irradiacion de las semillas se realizara en las instalaciones de la Subsecretaria de
Control, Investigacion y Aplicaciones Nucleares, del Ministerio de Electricidad y Energia
Renovable; las mismas que estan ubicadas en la localidad Aychapicho del canton Mejia,
Provincia de Pichincha.

Las pruebas de dosimetria se llevaran a cabo en los invernaderos de la Estacion
Experimental Santa Catalina (EESC) del INIAP, localizada en la parroquia Cutuglagua,
cantdn Mejia, Provincia de Pichincha. Esti ubicada a una altitud de 3057 m; temperatura
promedio de 11.6°C; con una precipitacion promedio anual de 1500 mm y una humedad
relativa de 79% (INIAP, 2008).

Las generaciones Mi y M2se sembraran en el campo en el Instituto Agropecuario Simon
Rodriguez ubicado en el cantdon Latacunga, Provincia de Cotopaxi a una altitud de 2850 m.
Las condiciones climaticas de esta localidad de acuerdo a los Anuarios del Instituto
Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI) son las siguientes: temperatura promedio:
14°C; precipitacion promedio anual: 500 mm y humedad relativa del 70%.

5.2.2. Factores en estudio
a. Dosimetria

Se utilizardn dosis de 0, 50, 100, 150 y 200 Gy de rayos gamma las cuales se aplicaran a
semillas de arveja de la variedad INIAP 436 Liliana (Anexo 1). El intervalo seleccionado es
igualmente espaciado con la finalidad de encontrar un coeficiente y una ecuacién de
regresion que permita establecer de manera precisa la dosis 6ptima.

b. Generacion Mi

En esta generacion los factores en estudio serdn: la poblacidon testigo y la poblacién
irradiada a la dosis 6ptima.

c. Generacion M2

En esta generacion los factores en estudio seran: la poblacién testigo y la poblacion
irradiada a la dosis éptima (estas poblaciones estardn conformadas por la descendencia de
las plantas de las dos poblaciones de la generaciéon M~

5.2.3. Tratamientos
a. Dosimetria

Cuadro 1. Tratamientos en la etapa de Dosimetria

Tratamientos Dosis (Gy)
T1 0
T2 50
T3 100
T4 150
T5 200

b. Generacion Mi
En esta generacion los tratamientos estaran constituidos por:

Poblacién testigo (dosis 0 Gy)
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Poblacién dosis 6ptima,
c. Generacion M2

En esta generacion los tratamientos estaran constituidos por las poblaciones descendientes
de la Generacioén Se tendrd una poblacién testigo y una poblacién dosis 6ptima.

5.2.4. Unidad experimental
a. Dosimetria

Cuadro 2. Descripcion de la unidad experimental en la etapa Dosimetria

Unidad Experimental 150 semillas
Numero de tratamientos 5

NUmero de repeticiones 3

Numero de unidades experimentales 15

Numero total de semillas 2250 (0,75 kg)

De las 150 semillas de arveja tratadas con una dosis determinada, 50 semillas se
destinaran para cada una de las siguientes pruebas.

1) “Dindmica de germinacion"

2) “Porcentaje de supervivencia”

3) “Altura de plantula y longitud de raices”
b. Generacion Mi

En esta generacion se tendran dos poblaciones, por lo tanto, dos unidades experimentales.
La poblacién testigo estara conformada por 1500 plantas y la poblacién dosis 6ptima por
15000 plantas.

Cuadro 3. Caracteristicas del area del experimento en la generacion M

Area total del experimento 3300 m
Dimensiones del area del experimento 75 mx44 m
Ndamero total de hileras 55

Numero de plantas por hilera 300
Longitud de hileras 75 m
Separacion entre hileras 0,8 m
Separacion entre plantas 0,2 m
Numero de hileras de la poblacién testigo 5

Nuamero de hileras de la poblaciéon dosis éptima 50

La distribucién de las hileras de la poblacién testigo entre las hileras de la poblacion dosis
Optima sera uniforme (Anexo 2). Dentro de cada hilera, cada diez plantas, se tendra un
espacio de 0,5 m sin plantas, el cual servirA para observar rapidamente los cambios
fenotipicos en las plantas de ambas poblaciones.

c. Generacion M2

En esta generacibn se tendrdn dos unidades experimentales conformadas por las
poblaciones descendientes de aquellas estudiadas en la primera generacion: poblacion
testigo y poblacion dosis Optima. Dado que se sembraran las semillas provenientes de la
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primera vaina del tallo principal de cada planta, la poblacién testigo estara conformada por
7500 plantas y la poblacion dosis 6ptima por 50000 plantas.

Cuadro 4. Caracteristicas del area del experimento en la generacion M2

Area total del experimento 11475 m2
Dimensiones del area del experimento 153 mx 75 m
Numero total de hileras 192

Numero de plantas por hilera 300

Longitud de hileras 75 m
Separacion entre hileras 0,8 m
Separacion entre plantas 0,2 m
Ndamero de hileras de la poblacion testigo 25

Namero de hileras de la poblacidon dosis éptima 167

Se ubicaran dos hileras de plantas testigo en los bordes del area experimental. A partir de la
primera hilera, cada siete hileras de plantas de la poblaciéon dosis Optima, se ubicara una
hilera de la poblacion testigo (Anexo 3).

5.2.5 Disefo Experimental
a. Dosimetria

Disefio completamente al azar con cinco tratamientos y tres repeticiones en las tres pruebas
a realizarse.

b. Generacion Mi

No se empleara disefio experimental
c. Generacion M2

No se empleara disefio experimental
5.2.6 Analisis Estadistico

a. Dosimetria

Se determinara el coeficiente y la ecuacion de regresion entre las dosis de radiacion y los
efectos de las mismas en las variables evaluadas en las pruebas de dosimetria con el fin de
establecer la dosis Optima de radiacién en la curva de regresion.

b. Generacion \

Se elaborara un cuadro de promedios para las variables a evaluarse en la poblacion testigo
y la poblacién dosis 6ptima

c. Generacion M2

Se elaborara un cuadro de promedios para las variables a evaluarse en la poblacién testigo
y la poblacién dosis 6ptima
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5.2.7. Variables y método de evaluacién
a. Dosimetria

Segun el FNCA (2004), para determinar la dosis o6ptima de radiaciéon para inducir
mutaciones en las semillas de leguminosas, se deben realizar, bajo invernadero, las
siguientes pruebas:

Dinamica de germinacion

En esta prueba se tomaran las 50 semillas de arveja y se las colocara sobre papel de
germinacion humedecido. Se las cubrird con otro papel, también hiamedo. Se contabilizara
el numero de plantulas que germinen en cada unidad experimental. De acuerdo a Gardéfalo
(2011) para considerar que una semilla ha germinado, tanto la parte aérea como la raiz
deberan presentar un desarrollo inicial. El monitoreo se llevara a cabo cada dos dias hasta
los diez dias2.

Porcentaje de supervivencia

En esta prueba se sembraran las 50 semillas de arveja en un sustrato estéril colocado en
bandejas. Las semillas se sembraran a un cm de profundidad. El riego del sustrato sera
realizado con agua destilada cuando se observe disminucion en la humedad del mismo. A
los 30 dias se registrara el nUmero de plantulas que aun continden su desarrollo2

Longitud de parte aérea

En esta prueba las 50 semillas de arveja se desarrollaran en papel de germinacion
humedecido. A los 30 dias se realizaran las mediciones, en centimetros, de la altura de las
plantulas2.

Longitud de raices

Para evaluar esta variable se realizard la medicion, en centimetros, de la raiz principal de
cada plantula en el momento que se lleve a cabo la medicién de la parte aérea2.

b. Generacién Mi

Una vez determinada la dosis éptima que produzca una reduccién de hasta el 30% en las
variables medidas en las pruebas de dosimetria, una cantidad de 15000 semillas seran
irradiadas a esta dosis, con lo cual se generara la poblacion dosis 6ptima. Ademas, 1500
semillas no tratadas se sembraran para constituir la poblacion Testigo. En éstas se
evaluaran las siguientes variables:

Porcentaje de emergencia

Una vez transcurridos 15 dias después de la siembra, se procedera a contar el nimero de
plantas emergidas en las poblaciones testigo y dosis 6ptima2.

Porcentaje de plantas sobrevivientes hasta la madurez-letalidad

Esta variable se medira una vez que las plantas hayan alcanzado su madurez. Para esto se
contabilizara el niumero de plantas en cada poblacién que llegan a producir semillas y son
capaces de pasar a la siguiente generacion (Prina, 1989).

2Gardfalo, J. 2011. Dosimetria. (Comunicacion personal). Programa de Cereales. INIAP. Estacion Experimental
Santa Catalina. Quito-Ecuador.
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Porcentaje de plantas con sectores soméaticos mutantes (quimeras)

Para medir esta variable se contabilizara el nimero de plantas que a nivel del cuarto, quinto
y sexto foliolo presenten manchas irregulares de color més claro que el tejido circundante,
es decir, que presentan sectores somaticos mutantes en cuanto al caracter “cantidad de
clorofila producida” (Prina, 1989).

c. Generacion M?
Frecuencias de mutaciones clorofilicas de cada poblacién.

Para esto se debe contabilizar, en cada poblacion, el nimero de plantas mutantes
clorofilicas M2de 15 dias de edad que entran en las categorias albina (blanca, sin clorofila),
xantha (amarilla, sin clorofila pero con carotenoides) y viridis (verde claro, menor contenido
de clorofila). Con esta informacion se aplica la siguiente férmula (Maluszynski et al., 2009):

(nimero de plantillas mutantes (albina + xantha + viridis) x 100)

En donde:

M = frecuencia de mutacién como porcentaje.

N = ndmero de todas las plantulas M2 analizadas para una dosis particular.
Identificacién de plantas resistentes a Ascochyta spp.

Las plantas M2 seran inoculadas con el hongo Ascochyta spp. en estado de pre-floracion, y
una vez transcurridos 15 dias, se realizara la evaluacion de la reaccion ante el ataque del
patégeno. Para esto se utilizara la escala empleada por Timmerman-Vaughan et al. (2002)
para medir la severidad del ataque de los hongos del “Complejo Ascochyta” en hojas, tallos
y vainas. Esta escala tiene valores desde 1 a 10 (cuadro 5).

Cuadro 5. Escala para medir la severidad del dafio causado por Ascochyta spp.

Valor Tallos Hojas Vainas
1 Ninguna lesion Ninguna lesion Ninguna lesion
2 Manchas pequefas Pocas lesiones puntuales
3 Lesiones en hojas hasta %
de la altura de la planta
4 Pocas lesiones grandes Muchas lesiones puntuales
Lesiones hasta la mitad de la
5 altura de la planta con varias

areas enfermas.
Muchas lesiones puntuales

6 Muchas lesiones grandes junto con pocas lesiones
unidas y hundidas

Lesiones hasta las % partes

7 de la altura de la planta con

varias areas enfermas
8 Tallo rodeado por lesiones Amplias lesiones hundidas
9

Lesiones hasta el tope de la
10 Planta muerta planta con severa apariencia
de enfermedad
Fuente: (Timmerman-Vaughan etal., 2002)

Vainas ennegrecidas en su
totalidad.

En esta investigacién se consideraran como resistentes y Utiles a las plantas M2 que
presenten reacciones hasta el valor de 3 dentro de la escala propuesta.

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina



10

Efectividad y eficiencia mutagénica de las distintas dosis de radiacion aplicadas.

De acuerdo a Konzak et al. citados por Dhulgande et al. (2011) la efectividad de un
mutageno es una medida de la frecuencia de mutaciones inducidas por unidad de agente
utilizado. La féormula sugerida por Konzak et al.y citada por Wani (2009) es la siguiente:

Efectividad (agente fisico) = ggg.csugglcmtea;elrjltoa%;)

La eficiencia provee la proporcion de mutaciones en relacion con otros efectos biolégicos no
deseados asociados tales como letalidad, esterilidad del polen vy aberraciones
cromos6micas. Su formula es la siguiente (Konzak et al. citados por Dhulgande et al. 2011 y
por Wani 2009):

Frecuencia de mutacion

Eficlencia o4 e plantas que no llegan a producir semilla (letalidad)

5.2.8. Manejo especifico del experimento
a. Dosimetria

Las 2250 (0,75 kg) semillas de la variedad INIAP 436 Liliana se dividiran en 5 grupos de 450
semillas (150g), las cuales constituyen las tres repeticiones de cada tratamiento. Las
semillas deberan estar con un contenido de humedad del 15% (Maluszynski et al, .2009).
Se empacaran en fundas de papel y se rotulard en estas las dosis que recibiran las
semillas. Una vez irradiadas en las instalaciones ya mencionadas, se realizaran las pruebas
de dosimetria, bajo invernadero en la EESC, y se mediran las variables ya descritas. Con
esta informacion se determinara la dosis 6ptima.

b. Generacion Mi

En las dos poblaciones se realizara el manejo agrondmico recomendado por Peralta et al.
(2010) para el cultivo de arveja. Se efectuard un andlisis de suelo para saber los
requerimientos especificos de fertilizantes para el cultivo. El control de malezas y el aporque
se llevara a cabo entre los 45 y 60 dias. Serd manual porque el uso de herbicidas pueden
influenciar el crecimiento y desarrollo de las plantas tratadas, y algunos de los componentes
activos de estos agroquimicos a menudo tienen propiedades mutagénicas (Maluszynski et
al. 2009).

La aplicacion de pesticidas se lo realizara una vez comprobada la presencia de la plaga y
cuando esta se encuentre en niveles que pueda causar dafio severo. Para el control de
trazadores (Agrotis sp.) se utilizard el producto KSI (organico a base de &cidos laurico,
palmitico y estearico) en dosis de 800 cm3ha'lo Decis (Deltametrina) en dosis de 40 g ha"L
Para afidos (Macrosiphum pisi) o barrenador del tallo (Melanogromyza sp.), se debe usar
Clorpirifos (Lorsban) a una dosis de 400 cm3ha'l

En cuanto a enfermedades, para el control del ataque por parte del “Complejo Ascochyta”
se aplicard Anvil (Hexoconazol) en una dosis de 200 cm3en 200 | de agua inmediatamente
después de la aparicion de la mancha anillada. Para Antracnosis (Colletotrichum pisi) se
empleard Bavistin (Carbendazin) en una dosis de 200 cm3 en 200 | de agua cuando se
presente la infeccidon en el 10% de las plantas. Para controlar Alternaria (Alternaria spp.) se
usara Daconil (Clorotalonil) a una dosis de de 250 cm3 en 200 | de agua cuando se
observen las manchas caracteristicas en las plantas. Para combatir Oidio (Erysiphe
polygoni) se utilizara Elosal (Azufre) en una dosis de 1000 g en 200 | de agua, una vez que
la cenicilla esté presente en tallos y hojas.

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina
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La cosecha se iniciard cuando las plantas presenten secamiento de las vainas. Para la
conformacion de la M2 se utilizaran las semillas producidas por la primera vaina del tallo
principal aplicando el manejo sugerido por Prina (1989).

c. Generacion M2

Las semillas seleccionadas producidas por la IV* constituiran la generacién M2 Seran
sembradas en el mismo terreno donde se desarrolld la El manejo agronémico sera
similar al de la generacién precedente, con la diferencia de que no se aplicaran fungicidas.
La inoculacién con el hongo Ascochyta spp. se la realizara en estado de pre-floracion, dado
gue la planta incrementa su susceptibilidad al hongo conforme alcanza la madurez
(Hagedorn, 1984). Con respecto a esto, Knott, citado por Timmerman-Vaughan et al. (2002),
afirma que entre las fases de inicio de desarrollo de las vainas y llenado de las mismas la
incidencia de la enfermedad se incrementa rdpidamente en el campo.

Para el aislamiento del hongo y obtencion de la fuente de inoculo se aplicard el protocolo
estandarizado por el PRONALEG-GA. Para lo cual se recolectardn muestras de plantas que
presenten sintomas de la enfermedad. Estas muestras serdn cortadas en trozos de 0,1 a 1
cm2y seran desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1%. Después se lavaran tres veces
consecutivamente con agua destilada esterilizada y se fragmentardn en pedazos mas
pequefios dentro de una camara de flujo laminar previamente desinfectada. Estos
fragmentos se ubicaran en cajas Petri con un medio de cultivo no acidificado compuesto por
harina de arveja, dextrosa y agua en cantidades de 40 g, 20 g y 20 g, respectivamente, para
un litro de medio de cultivo. Las cajas seran incubadas a 22°C durante 8 dias. Una vez
obtenidas las colonias, estas seran sub-cultivadas en cajas Petri con el mismo medio. En
estas se seleccionara una sola colonia, la cual servira para un nuevo sub-cultivo, el cual se
incubard por 8 dias a 22°C. A partir de este sub-cultivo se realizar4 la proliferacion del
hongo en cajas Petri adicionales, las cuales se incubaran a 22°C por 15 dias.

Los cultivos del hongo se enjuagardn y rasparan con agua destilada esterilizada para liberar
las esporas. La suspensién de esporas se filtrara a través de una doble capa de gasa de
algodon. La concentracion de conidias se medira con un hematocitémetro y se la ajustara a
50000 conidias mi'l

La inoculaciéon se realizard de la forma aplicada por Boros y Marcinkowska (2010). A la
suspensién con conidias se le afiadird el agente dispersante Tween 20 al 0,01%. La
aplicacion se la realizara con una bomba de mochila de 20 | de capacidad. El inoculo se
aplicara en las ultimas horas de la tarde.

Al cabo de 15 dias después de la inoculacion, se evaluard la severidad del ataque del
hongo en las plantas de acuerdo a la escala adoptada de Timmerman-Vaughan et al.
(2002). Aquellas plantas que se encuentren dentro de los valores 0 a 3 se identificaran
como genotipos con resistencia a la enfermedad.
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6. Cronograma

Cuadro 6. Cronograma de actividades para el proyecto de tesis.

ACTIVIDADES

Elaboracién de
anteproyecto

Presentacion al
Comité

Dosimetria

Generacion Mi

Generacion M2

Procesamiento
de Datos

Correccion de
tesis
Presentacion
del proyecto
final

MESES

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina
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7. Presupuesto

Cuadro 7. Presupuesto del proyecto de tesis.

Precio Precio
Rubro Unidad Cantidad Unitario Total
(D6lares) (Déblares)
Dosimetria
Sustrato estéril Quintal 2 $ 28,00 $ 56,00
Papel de Germinacion Paquete 2 $ 7,00 $ 14,00
Bandejas de Germinacion Unidad 10 $ 3,00 $ 30,00
Irradiaciones 5 $ 150,00 $ 750,00
Generacién M1
Preparacion del suelo
Arada Horas/tractor 1,5 $ 15,00 $ 22,50
Rastrada Horas/tractor 1 $ 15,00 $ 15,00
Surcada Horas/tractor 1 $ 15,00 $ 15,00
Mano de Obra
Siembra Jornal 2 $ 10,00 $ 20,00
Fertilizacion Jornal 1 $ 10,00 $ 10,00
Deshierba Jornal 6 $ 10,00 $ 60,00
Aporque Jornal 6 $ 10,00 $ 60,00
Cosecha Jornal 10 $ 10,00 $ 100,00
Insumos
Fertilizante Kg 66 $ 0,50 $ 33,00
Insecticidas/Fungicidas Kg 1 $ 23,00 $ 23,00
Abonos Foliares Kg 1,5 $ 5,00 $ 7,50
Costales Costal 10 $ 0,30 $ 3,00
Generacion M2
Preparacion del suelo
Arada Horas/tractor 6 $ 15,00 $ 90,00
Rastrada Horas/tractor 4,5 $ 15,00 $ 67,50
Surcada Horas/tractor 3 $ 15,00 $ 45,00
Mano de Obra
Siembra Jornal 9 $ 10,00 $ 90,00
Fertilizacion Jornal 3 $ 10,00 $ 30,00
Deshierba Jornal 30 $ 10,00 $ 300,00
Aporque Jornal 30 $ 10,00 $ 300,00
Cosecha Jornal 45 $ 10,00 $450,00
Insumos
Fertilizante Kg 300 $ 0,50 $ 150,00
Insecticidas Kg 5 $23,00 $ 115,00
Abonos Foliares Kg 5 $ 5,00 $ 25,00
Costales Costal 50 $ 0,30 $ 15,00
Otros gastos
Movilizacién 1 $ 100,00 $ 100,00
Material de Oficina 1 $60,00 $ 60,00
Aranceles 1 $ 500,00 $ 500,00
SUBTOTAL $ 3.556,50
Imprevistos (5%) $ 177,83
TOTAL $3.734,33

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina
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9. Anexos

9.1. Anexo 1
Caracteristicas de la variedad INIAP 436 Liliana.

INIAP 436
CARACTERES LILIANA
MORFOLOGICOS
Habito de Crecimiento Decumbente
Color de grano seco crema
Altura de la planta (cm) 113,7
AGRONOMICOS
Dias a la floracién 68
Dias a la cosecha en verde 92
Dias a la cosecha en seco 121
Rendimiento promedio en grano 1688
seco (kg/ha).
Rendimiento promedio en vaina
verde (kg/ha). 6673
DE CALIDAD
Contenido de proteina (base seca) 25,5%
Fuente: (Peralta et al., 2010b)
9.2. Anexo 2

Distribucién de las hileras de la poblacion testigo entre las hileras de la poblacion
dosis 6ptima en la generacion

44 m

75 m

- Hileras Testigo
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9.3. Anexo 3

Distribucion de las hileras de la poblacién testigo entre las hileras de la poblacién
dosis 6ptima en la generacion M2

153 m

---------- Hileras Testigo
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