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RESUMEN

La alfalfa (Medicago sativa) es una leguminosa forrajera clave para la industria ganadera.
A pesar del alto contenido de proteinas, existen inconvenientes para su uso en las zonas
de la costa ecuatoriana por su poca respuesta de adaptacion a este clima. Para generar
plantas mutantes de alfalfa se impregno semillas de dos cultivares, granada mejorada y
nacional con mutageno quimico Ethyl methane sulfonate (EMS). Se determino la dosis

media letal (DLso), se realizé el analisis probit con el software estadistico staff graphic
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con las variables morfoldgicas y mortalidad. La DLso se determind en una concentracion
de 0.60 % y de 0.50 de EMS para la alfalfa nacional granada mejorada respectivamente.
Estos resultados demuestran el potencial del EMS para ser utilizados en semillas de
Medicago Sativa con el objetivo de generar nuevas variantes genética de esta especie.
Palabras claves: Ethil methane sulfonate, granada mejorada, alfalfa nacional.
ABSTRACT

Alfalfa (Medicago sativa) is a key forage legume for the livestock industry. Despite the
high protein content, there are drawbacks for its use in the Ecuadorian coastal areas due
to its poor adaptation response to this climate. To generate mutant alfalfa plants, seeds of
two cultivars, improved and national pomegranate, were impregnated with the chemical
mutagen Ethyl methane sulfonate (EMS). The mean lethal dose (LD50) was determined,
the probit analysis was performed with the staff graphic statistical software with the
morphological variables and mortality. The LD50 was determined at a concentration of
0.60% and 0.50 EMS for improved national granada alfalfa respectively. These results
demonstrate the potential of EMS to be used in Medicago Sativa seeds with the aim of
generating new genetic variants of this species.

Keywords: Ethyl methane sulfonate, improved pomegranate, national alfalfa.

INTRODUCCION

Por el afio de 1950, se lograron cultivares mejorados mediante mutagénesis. La FAO
publicd en 1994 que se obtuvieron 1.800 cultivares mediante mutagénesis. A principios
del siglo XX se aplicaron técnicas de mutagénesis para obtener individuos rapidamente
mutantes y aumentar la variabilidad en las plantas (Rojas et al., 2016). Actualmente, la
mayoria de los cultivos explotados en el mundo provienen de cultivares mutados. Por
ejemplo, el 70% del trigo (Triticum aestivum L.) sembrado en Italia provino de cultivos
mutados (Gonzélez, 2014).

Corrales et al. (2019) sugirieron que la induccién de mutaciones podria ser una opcion
viable para establecer mejora genética. Esto se debe a que la préactica es capaz de inducir
mutabilidad con agentes mutagénicos.

El uso de agentes mutagénicos, como el metasulfonato de etilo (EMS), tiene un papel
fundamental en la generacion de variabilidad (Porch et al., 2009). Uno de los mutagenos

qguimicos mas utilizados en los programas de mejoramiento genético es el EMS, que
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podria producir tolerancia relacionada con agentes fito y entomopatdgenos. Esto se debe
a que crea muchas mutaciones puntuales en casi todos los géneros estudiados. Ademas,
la periodicidad de las mutaciones inducidas es independiente del volumen del genoma
(Greene et al., 2003; Rojas et al., 2016)

El etil metano sulfonato (EMS) es considerado el mutagénico quimico alquilante méas
poderoso y méas recomendado en el tratamiento de semillas, de facil aplicacion y control
de los efectos posteriores. La base genética de las mutaciones provocadas por el EMS
tiene que ver con que introduce un metilo en la guanina que ya no se aparea con la citosina
provocando la transicion GC— AT. Teniendo en cuenta que el EMS es un agente
alquilante, este solo reacciona con sustancias polares, una de ellas es el agua (Chomon
1972)

Para el empleo de agentes mutagénicos, es necesario determinar la dosis letal 50 (DLso),
la cual se usard como criterio para definir la dosis mutagénica 6ptima, que contribuyen al
50 % de letalidad, la determinacion de DLso es necesaria para producir una alta frecuencia
de mutaciones deseables (Hohmann et al.,2005; Arisha et al., 2014).

Corazon-Guivin, M. et al., (2022) citando a Devi y Selvakumar, (2013) manifiestan que
la concentracién de EMS que produce un 50 % de letalidad (DLso) se usa como un
indicador de alta frecuencia de mutacion.

Clavijo y Cadena (2011), mencionan que la alfalfa (Medicago sativa) es una leguminosa
que a nivel mundial se le ha reconocido sus beneficios nutritivos como alimento para
animales y a su vez es una excelente mejoradora de suelos. Se sabe, que este es un cultivo
que se utiliza en climas estacionales, por lo tanto, en las zonas de tropico es poca la
informacion que se tiene sobre su posible uso.

En este contexto, el empleo de EMS en semillas de Medicago sativa representa una
alternativa viable para aumentar la diversidad genética, generando variantes que permitan
aumentar la base genética de esta especie. Sin embargo, la concentracion optimay tiempo
de exposicion al agente mutagénico en semillas de Medicago sativa no ha sido
investigado hasta la actualidad. Al respecto, el presente estudio tuvo como objetivo
determinar la concentracién éptima de EMS en semillas de Medicago sativa., la cual

reducira la germinacion y/o emergencia de las semillas hasta un 50% (DLso).
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion, relacionada con la siembra del material impregnado con EMS, se realizd
en la Granja Experimental San Pablo de la Universidad Técnica de Babahoyo, ubicada en
el km. 7,5 de la via Babahoyo-Montalvo. Las coordenadas geograficas en UTM fueron
X: 1,7723946; Y: 79,7102593. La zona presenta un clima tropical hiumedo, con una
temperatura que oscila entre los 24 y 26 °C, con humedad relativa de 88%, precipitacion
promedio anual de 1 262 mm, a una altitud de 8 msnm y 990 horas de heliéfania de
promedio anual.

Material vegetal seleccionado

Para la investigacion se impregno con EMS 300 gramos de cada una de las variedades de
semillas, con un disefio completamente al azar (DCA), con cinco tratamientos incluido el
testigo y tres repeticiones, las semillas utilizadas fueron la alfalfa (Medicago sativa)
Nacional y alfalfa (Medicago sativa) Granada Mejorada, variedades comerciales
provenientes de la zona de Riobamba en Ecuador.

La impregnacion con EMS de las semillas de alfalfa, se realiz6 en el laboratorio de
biotecnologia de la Universidad Técnica de Babahoyo con dosis de 0, 0.25, 0.50, 0.75 y

1 % de ethil metano sulfonato.

Variables evaluadas

Se evalud la altura de planta desde el suelo hasta la Gltima insercion del nudo apical de la
planta, se registro el diametro del tallo a 2 cm del suelo utilizando un pie de rey, el nimero
de ramas se contabilizaron el primer nudo desde el suelo hasta el ultimo nudo antes del
cogollo de la planta, por ultimo, se contabilizo el nimero de hojas y ya que la alfalfa al
ser de hojas trifoliadas, al nimero de ramas se las multiplico por tres para determinar la
masa forrajera.

Procesamiento estadistico

Los datos correspondientes a altura de planta, didmetro de tallo, niUmero de ramas, y
namero de hojas, fueron sometidos a un analisis de varianza utilizando el paquete
estadistico InfoStat y para determinar la significancia estadistica entre las medias de los
tratamientos, se aplicé la prueba de LSD Fisher al 0,05 % de significancia. Para analizar
la relacion entre la dosis de impregnacion y las variables altura de planta, diametro de

tallo, nimero de ramas, nimero de hojas y mortalidad se utilizé andlisis de regresion con
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el modelo lineal probit, utilizando el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI. II.
La DLso se determind entre las dosis establecidas de 0 a 1 g de EMS.

RESULTADOS

Como podemos apreciar en la tabla 1, el analisis de la varianza en las variables altura de
planta, diametro del tallo y numero de ramas, la impregnacion con 0.50 % fue el que
obtuvo mejores resultados encontrandose diferencia significativa entre los tratamientos
(p valor >5%).

En cuanto a la variable nimero de hojas, también se encontré diferencia significativa (p
valor >5%) entre los tratamientos, siendo el tratamiento sin impregnacién del mutégeno

quimico el que alcanzo el mejor promedio con 33.2 hojas por planta.

Tabla 1. Comportamiento agronémico de alfalfa nacional impregnada con EMS

Dosis EMS
Indicador 0 0.25 0.50 0.75 1.0
Promedio de altura 18.47° 16.97% 18.882 6.81° 13.072¢
Diametro de tallo (cm) 0.16* 0.17¢ 0.222 0.14* 0.10?
Promedio de ramas 7.67%¢ 8.0 9.132 6.932bed 5.27b<d
Promedio de hojas 33.2° 24.0%¢ 27.4%®  20.8 15.8%

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

La tabla 2 nos muestra que en las variables altura de planta y diametro del tallo el
tratamiento que mejor resultado obtuvo fue la impregnacién a 0.75%, encontrandose
diferencia significativa entre los tratamientos (p valor >5%).

En cuanto a las variables nimero de ramas y nimero de hojas, también se encontraron
diferencia significativa entre los tratamientos, siendo el testigo sin irradiar el que alcanzé

los mejores promedios, con 6.53 ramas y 19.60 hojas por planta.

Tabla 2. Comportamiento agronémico de alfalfa granada mejorada impregnada
con EMS

Dosis EMS
Indicador 0 0.25 0.50 0.75 1.0
Promedio de altura 14.93% 16.53% 18.702 19.702 10.63%
Diametro de tallo (cm) 0.11* 0.15* 0.15* 0.20* 0.17*
Promedio de ramas 6.532bcd 4.20¢ 4.47¢ 4.80b¢ 5.932bed
Promedio de hojas 19.60%¢ 12.60¢ 13.40¢ 14.40% 17.80b¢

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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En las gréficas 1y 2 se observa que las dosis de EMS tienen un efecto sobre la mortalidad
de semillas tratadas durante 1 dia. Se observa que las dosis altas 0.75 y 1.00 provocan
mayor mortalidad de las semillas tratadas, respecto a las dosis bajas 0.25 y 0.50 que
presentan menor mortalidad que la dosis 0.00 (control), es decir, las dosis bajas aumentan
el porcentaje de germinacion de las semillas tratadas.

Gréafica del Modelo Ajustado
con intervalos de confianza del 95,0%
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Figura 1. Gréfica del modelo ajustado con intervalos de confianza del 95.0% de la

mortalidad de semillas de Medicago sativa nacional tratadas con EMS.
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Figura 2. Gréfica Probit con intervalos de confianza del 95.0% de la mortalidad de
semillas de Medicago sativa nacional tratadas con EMS.

En las gréficas 3y 4 se observa que las dosis de EMS tienen un efecto sobre la mortalidad
de semillas tratadas durante 1 dia. Se observa que las dosis altas 0.75 y 1.00 provocan
mayor mortalidad de las semillas tratadas, respecto a las dosis bajas 0.25 y 0.50 que
presentan menor mortalidad que la dosis 0.00 (control), es decir, las dosis bajas aumentan

el porcentaje de germinacion de las semillas tratadas.
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Figura 3. Gréfica del modelo ajustado con intervalos de confianza del 95.0% de
la mortalidad de semillas de Medicaao sativa aranada meiorada tratadas con
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Figura 4. Gréfica Probit con intervalos de confianza del 95.0% de la mortalidad

de semillas de Medicago sativa granada mejorada tratadas con EMS.

La DLso se determind entre las dosis establecidas de 0 a 1% de EMS, en este analisis se
obtuvo una correlacion negativa y altamente significativa entre las dosis de EMS y las
variables evaluadas. Lo que indica que el modelo resulto eficiente para determinar la
DLso. Sin embargo, la variable mortalidad con el analisis probit fue el que mejor se ajustd
con un R?90.28 con un promedio de 0.6075 % (p valor >5%) para la alfalfa nacional y
un R? 91.23 con un promedio de 0.50 % (p valor >5%) para la alfalfa granada mejorada.

DISCUSION

En trabajos realizados por Corazon-Guivin et al., (2022) en donde evaluaron el uso del
Ethyl Methanesulphonate (EMS) en semillas de Plukenetia volubilis L. (sacha inchi) para
determinar la concentracidn 6ptima de EMS que redujera la germinacion y/o emergencia
de las semillas hasta un 50%, y evaluar las alteraciones morfoldgicas y fisiolégicas en
plantulas de P. volubilis durante la primera generacion, los resultados mostraron que la
dosis de 3% de EMS con 30 horas de exposicidn, redujo hasta un 50% la emergencia de
plantulas, valor considerado como la dosis letal media (DLso) para P. volubilis. Estos
resultados difieren con los de nuestro estudio al establecer la DLso por debajo del 1 % de
EMS.

Joya-Davila et al., (2023) en el estudio sobre el mejoramiento genético del cafeto, tuvo
como objetivo determinar los cambios en la morfologia y produccion de metabolitos
secundarios en plantas de cafeto generadas a partir de lineas celulares tratadas con EMS,
los callos de Coffea arabica cv., Borbon fueron expuestos a nueve concentraciones de
EMS, en el determinaron que la supervivencia y crecimiento del callo disminuyé con el
aumento de la concentracion de EMS (dosis letal media: 148.8 mM). Resultados que
contrastan con los obtenidos en el estudio sobre la impregnacion de EMS en Medicago
sativa en el que se determino la DLso en 0.60 % para esta especie.

Por otra parte, en trabajos realizados por Wijekoon et al., (2020) en el que impregnaron

diferentes variedades de semillas de Medicago sativa, obtuvieron como resultado que
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todas las variedades respondian a una DLso entre 0.5 1 % de EMS, con un tiempo de
remojo de 6 horas; resultados que difieren con los de las variedades nacional y granada
mejorada del presente estudio en la que el tiempo de remojo con mejores resultados fue
de 24 horas.

CONCLUSIONES

Las dosis de 0.5 Y 0.6 % de EMS con un tiempo de exposicion de 24 hrs., redujo hasta
un 50% la emergencia de plantulas de Medicago sativa. Asi mismo, registramos
alteraciones fenotipicas en altura de planta, diametro de tallo, nimero de ramas y nimero
de hojas con el incremento de dosis del mutageno quimico; siendo el rango entre 0.5y

0.6 % recomendables para generar poblaciones mutantes en Medicago sativa.
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