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Resumen

En Nicaragua se siembran dos cultivares de malanga (Lila y Blanca)
(Colocasia esculenta L. Schott) ninguno tolerante a factores bidticos
o abioticos. El cultivo requiere agua abundante y en Nicaragua la épo-
ca lluviosa no es suficiente para cumplir con las necesidades hidricas
(1.800-2.500 mm afo™). Las radiaciones gamma constituyen una herra-
mienta para acelerar los programas de mejoramiento genético. En este
estudio se evaluo el efecto de la irradiacion con rayos gamma, como
fuente de induccién de mutaciones en la exomorfologia de dos cultivares
de malanga. Plantas in vifro de malanga Lila y Blanca se irradiaron con
0 (testigo), 5, 10, 15, 20, 25 y 30 Gy de rayos gamma. Se evaluo altura
de planta (cm), nimero de hojas, nimero de brotes, nimero de raices,
porcentaje de sobrevivencia, dosis de reduccion de crecimiento en 50%
[DR, ] y dosis letal 50% [DL, ]. En ambos cultivares las variables mos-
traron una correlacion negativa con las dosis de irradiacion; a medida
que las dosis aumentaron, la altura de planta, el nimero de hojas, brotes
y raices disminuyo. La dosis de irradiacion 6ptima en malanga Lila fue-
ron 10, 13 y 16 Gy, en malanga Blanca fueron 20, 25 y 30 Gy. EI 100%
de sobrevivencia en malanga Blanca se registr6 en el testigo y las dosis
5y 10 Gy; y en malanga Lila en el testigo y la dosis 5 Gy. La DL en
malanga Lila fue de 19 Gy y en malanga Blanca la DL, fue de 53 Gy.

Palabras clave: prueba de radiosensibilidad, induccion de mutaciones,
mejora mutacional, mutagénesis fisica.

Abstract

In Nicaragua, two taro cultivars (Lila and Blanca) (Colocasia esculenta
L. Schott) are cultivated, yet neither cultivar exhibits tolerance to biotic
or abiotic factors. The crop requires abundant water, and in Nicaragua
the rainy season is insufficient to meet water requirements for this crop.
Gamma radiation has been identified as a tool to accelerate plant bre-
eding programs. The present study evaluated the effect of gamma ray
irradiation as a source of mutation induction in the morphology of two
taro cultivars. In vitro plants of Lila and Blanca taro were irradiated with
0 (control), 5, 10, 15, 20, 25 and 30 Gy of gamma rays. The variables
evaluated were plant height (cm), leaf number, shoot number, root num-
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ber, survival percentage, 50% growth reduction dose [DR, ] and 50% lethal dose [DL_]. In both cultivars the variables
presented a negative correlation with the irradiation doses; as the doses increased, plant height, number of leaves, shoots
and roots decreased. The optimal irradiation doses for Lila taro were determined to be 10, 13 and 16 Gy, while for Blanca
taro these doses were 20, 25 and 30 Gy. In the case of Blanca taro, 100% survival was recorded in the control and at the
5 and 10 Gy doses. In the case of Lila taro, 100% survival was recorded in the control and at the 5 Gy dose. The LD, in
Lila taro was determined to be 19 Gy, while in Blanca taro, the LD, was established as 53 Gy.

Keywords: radiosensitivity test, mutation induction, mutational improvement, physic mutagenesis.

1. Introduccion

La malanga (Colocasia esculenta L. Schott) es miembro de la familia Araceae y originario del sureste de Asia
entre la India e Indonesia (Lopez Zada et al., 1984). En Nicaragua se siembran dos cultivares de malanga (Lila
y Blanca) el cultivar de mayor produccion es la malanga Lila, conocida también como malanga Coco, debido
a que se exporta, alto potencial de rendimiento, y consumo nacional. Ninguno de los cultivares es tolerante a
factores bidticos o abidticos (Enriquez Juarez y Mairena Ubeda, 2011).

El ciclo fenoloégico de la malanga varia entre siete a nueve meses en los que requiere agua abundante (en-
tre 1.800 y 2.500 mm afio') (Lopez Zada et al., 1984). En Nicaragua, la época lluviosa es de seis meses y en
ciertas ocasiones no es suficiente para abastecer las necesidades hidricas del cultivo. Nicaragua es vulnerable
ante sequias afectando casi el 45% de la poblacion a nivel nacional (Ramirez et al., 2010). Razén por la cual
se deben generar cultivares tolerantes a la sequia, permitiendo seguridad en la produccion agricola, en condi-
ciones adversas del pais.

La malanga posee flores unisexuales, pistiladas en la base del espadice y estaminadas en el extremo, con
un grupo de flores estériles entre ambas zonas, con un proceso de polinizacion irregular, por lo que la produc-
cion de semilla es poco frecuente (Lopez Zada et al., 1984; Lozada Barrera, 2005), y la hibridacion o mejora
por cruzamiento se dificulta. Para la obtencidon de variacion genética se emplean, los rayos gamma que son
mutagenos fisicos que han demostrado ser utiles en la generacion de nuevas variantes de rasgos que pueden
dar lugar a la mejora de los cultivos (Babaei, 2010; Antinez-Ocampo et al., 2017).

La aplicacion de radiaciones gamma combinada con el cultivo de tejidos en malanga constituye una he-
rramienta para acelerar los programas de mejoramiento genético (Martirena-Ramirez et al., 2018), obteniendo
mutaciones viables de alta frecuencia en un gran nimero de cultivares de diferentes especies (Ilyas y Naz,
2014).

Para poder realizar un programa de mejora por mutaciones se debe iniciar conociendo el tratamiento
mutagénico apropiado para esto, lo que implica determinar la radiosensibilidad y la dosis que produce una
reduccion del 50% del crecimiento vegetativo, la que se estima a través de la respuesta fisiologica del material
irradiado (Sarsu et al., 2021a).

En Nicaragua no se han realizado estudios en malanga sobre mutaciones inducidas con rayos gamma,
es por esto que el estudio evaluo el efecto de la irradiacion con rayos gamma, como fuente de induccion de
mutaciones en la exomorfologia de dos cultivares de malanga (Lila y Blanca) para conocer la dosis 6ptima de
irradiacion para ambos cultivares y posteriormente irradiar en masa para la obtencion de un mutante promiso-
rio tolerante al estrés hidrico.

2. Materiales y Métodos
2.1. Ubicacion del estudio

Las plantas in vitro de malanga Lila y Blanca fueron establecidas en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vege-
tales [LCTV] de la Universidad Nacional Agraria [UNA], en Managua, Nicaragua, ubicado en las coordenadas
12°08°58,3” latitud norte y 86°09°37,0” longitud oeste, y fueron trasladadas a Cuba para ser irradiadas con
rayos gamma.

En el laboratorio de cultivos de tejidos del Instituto de Investigacion en Viandas Tropicales [INIVIT] en
Santo Domingo, Cuba, ubicado en las coordenadas 22°35°08,2” latitud norte y 80°13°35,2” longitud oeste,
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se realizo la preparacion de los explantes. La irradiacion de los explantes con rayos gamma se realizo en el
Centro de Aplicaciones Tecnolodgicas y Desarrollo Nuclear [CEADEN], de la Habana, Cuba, ubicado en las
coordenadas 23°07°08,9” latitud norte y 82°25°28,5” longitud oeste. Los explantes irradiados se trasladaron al
LCTV de la UNA para su evaluacion.

2.2. Diserio metodologico

Se estableci6 un disefio completamente al azar [DCA], con dos factores: dosis de irradiacion y cultivares, siete
tratamientos y treinta observaciones por tratamiento. Los tratamientos estudiados fueron las dosis de irradia-
cion gamma: 0 (testigo), 5, 10, 15, 20, 25 y 30 Gray [Gy].

2.3. Preparacion del material vegetal

En laboratorio de cultivo de tejidos del INIVIT se diseccionaron las plantas in vitro para la obtencion de api-
ces meristematicos y se sembraron 5 apices meristematicos en tubos Eppendorf de 5 ml con medio de cultivo
liquido MS con 4 repeticiones por dosis.

Se utiliz6 el irradiador Isogamma LLCo con una fuente de Cobalto 60 y una dosis rango: 0.006xGy h!
perteneciente al CEADEN donde se irradiaron los explantes. Se utilizaron el control y las dosis 5, 10, 15, 20,
25,y 30 Gy para ambos cultivares.

Una vez irradiados los explantes se trasladaron al laboratorio del INIVIT y se sembraron en frascos
plasticos con medio de multiplicacion (Murashige and Skoog 80% [MS] y suplementado con 100 mg 1! de
Inositol, 0,1 mg "' de Bencil Amino Purina, 10 mg 1! de vitaminas MS y 0,05 mg I de Acido Indol Acético),
se colocaron en el cuarto de incubacion con intensidad luminosa de 3.000-5.000 lux durante seis dias.

A los 30 dias después de la irradiacion [DDI] los explantes fueron transferidos sin cortes a un medio de
multiplicacion en el LCTV de la UNA.

2.4. Variables evaluadas

Se evaluaron las siguientes variables morfolédgicas a los 69 DDI:

- Altura de la planta (cm): para la medicion de la altura de la planta se utilizo papel milimetrado estéril, y
se midid a partir de la base del pseudotallo hasta la parte de la insercién del peciolo, tomando como refe-
rencia la hoja de mayor altura de la planta.

- Numero de hojas (Unidad): Se cont6 el numero de hojas totales por planta.

- Numero de brotes (Unidad): Se cont6 el nimero de brotes totales por planta.

- Numero de raices (Unidad): Se conto6 el nimero de raices totales por planta.

- Porcentaje de sobrevivencia (%): Se observaron y contabilizaron el numero total de explantes que sobre-
vivieron a cada dosis de irradiacion y se calculd el porcentaje

- Dosis de reduccion de crecimiento en 50 % (DR, ): Se utilizaron las variables altura de planta y namero
brotes por poseer los coeficientes de determinacion (R?) mas altos. En cada variable se calculo el porcen-
taje de crecimiento comparando cada dosis con el tratamiento testigo (dosis 0) y calculando la dosis que
reducia el 50% de crecimiento.

- Dosis letal del 50% (DL,)): Se contabilizaron las plantas sobrevivientes y se calculd la dosis que redujo
la poblacion en un 50%.

Para calcular la DR, y DL, se realizé un analisis de regresion lineal.

3. Resultados y Discusion
3.1. Analisis de regresion lineal de las variables morfologicas de malanga Lila
En la Figura 1 se presentan las graficas de tendencia, ecuacion de regresion lineal y Coeficiente de determi-

nacion (R?) para cada variable morfologica evaluada del cultivar malanga Lila. En las variables evaluadas la
curva de ajuste con base a la ecuacion lineal mostrd una correlacion negativa entre cada variable y las dosis
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de irradiacion. A medida que las dosis aumentaron, la altura de planta, el nimero de hojas, brotes y raices
disminuyeron.
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Figura 1. Analisis de regresion lineal de la dosis de irradiacion y su efecto sobre las variables altura de planta, nimero de hojas,
brotes y raices de plantas in vitro de malanga Lila irradiadas con rayos gamma.

Figure 1. Linear regression analysis of the irradiation dose and its effect on the measured variables: plant height, number of leaves,
number of shoots and number of roots, of in vitro plants of Lila taro irradiated with gamma rays.

Se tomo en cuenta el R? de cada variable: altura de planta (0,7811), nimero de hojas (0,423 1), nimero de bro-
tes (0,8956), nimero de raices (0,6978), y se seleccionaron las variables altura de plantas y nimero de brotes
para calcular la DR, por presentar el coeficiente de determinacion superior al resto de variables indicando un
mejor ajuste (Figura 1).

La seleccion de variables que contribuyan a la obtencion de una dosis 6ptima, debe tomarse con cuidado y
debe tomarse en cuenta las condiciones fisiologicas de la planta, la altura de planta es recomendada por algunos
autores (Sarsu et al., 2021a, Pérez Ponce, 1998); el numero de brotes indica el potencial de propagacion que
poseen las plantas en la etapa in vitro, lo cual es necesario para multiplicar la planta en etapas posteriores y para
la disgregacion de las quimeras que se presenten producto de la induccion de mutaciones.

Un factor que afecta la formacion de mutantes es la dosis de irradiacion a la que los explantes estan ex-
puestos (Nurilmala et al., 2017), la tasa o dosis con frecuencia tiene un efecto significativo, tanto cualitativa
como cuantitativamente, en los resultados obtenidos; por esta razon, la tasa de dosis debe elegirse cuidadosa-
mente (Spencer-Lopes et al., 2021) y obtenerse una dosis éptima que pueda causar mutaciones sin causar un
deterioro en las cualidades productivas de los cultivares.

La dosis requerida para causar mutaciones depende de los efectos deseados, el aumento de la dosis causa
mutaciones drasticas como aberraciones cromosomicas y puede causar dafio celular al meristemo apical, por
lo que generalmente se prefieren dosis bajas (Sarsu et al., 2021a).

3.2. Analisis de regresion lineal de las variables morfologicas de malanga Blanca

En la Figura 2 se presentan las graficas de tendencia, ecuacion de regresion lineal y R? para cada variable
morfologica evaluada del cultivar malanga Blanca. En las variables evaluadas la curva de ajuste con base a la
ecuacion lineal mostroé una correlacion negativa entre cada variable y las dosis de irradiacion; a medida que
se incrementaron las dosis, se observo una disminucion en la altura de las plantas y en la cantidad de hojas,
brotes y raices.

Se tomo en cuenta el coeficiente de determinacion R? de cada variable: altura de planta (0,8326), ntimero
de hojas (0,7515), nimero de brotes (0,7602), nimero de raices (0,7701), Para calcular la DR, se selecciona-
ron las variables altura de planta y numero de brotes (Figura 2).
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Figura 2. Analisis de regresion lineal de la dosis de irradiacion y su efecto sobre las variables altura de planta, nimero de hojas,
brotes y raices de plantas in vitro de malanga Blanca irradiadas con rayos gamma.

Figure 2. Linear regression analysis of the irradiation dose and its effect on the measured variables: plant height, number of leaves,
number of shoots and number of roots of in vitro plants of Blanca taro irradiated with gamma rays.

Las especies de reproduccion asexual como es el caso de malanga pueden ser inducidas a mutaciones a través
de la exposicion del tejido somatico a radiaciones ionizantes lo que puede provocar cambios en el material
genético de sus células irradiadas (Robles Sanchez, 1986).

El nimero de plantas mutantes que solo llevan cambios deseables disminuira si se induce mas de una
mutacion por célula, para evitarlo se pueden tomar varias medidas, una de ellas es no se debe aplicar una dosis
demasiado alta de ningin mutageno (Mukhtar Ali Ghanim et al., 2021).

3.3. Dosis de reduccion del 50% (DR,,) de las variables altura de planta y niimero de brotes en malanga Lila

Las dosis de irradiacion para malanga Lila se calcularon promediando las DR, de las variables altura de planta
(17,5 Gy), namero de brotes (8,8 Gy) y se obtuvo la dosis 6ptima de 13,15 Gy. Segin algunos autores (Mukh-
tar Ali Ghanim et al., 2021; Spencer-Lopes et al., 2021) es aconsejable utilizar tres dosis de irradiacion las
cuales deben ser £20% de la dosis Optima, para malanga Lila las dosis de irradiacion obtenidas fueron: 10,50
(10 Gy), 13,15 (13 Gy), y 15,78 (16 Gy) (Figura 3).
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Figura 3. Analisis de regresion y dosis de reduccion del 50% de las variables altura de planta y numero de brotes
de plantas in vitro de malanga Lila irradiada con rayos gamma.

Figure 3. Regression analysis and 50% reduction dose of plant height and shoot number of in vitro plants
of Lila taro irradiated with gamma rays.

La determinacion de la radiosensibilidad y la dosis que produce una reduccion del 50% del crecimiento ve-
getativo [RD50] debe realizarse para estimar el tratamiento mutagénico mas apropiado, la que se estima ge-
neralmente a través de la respuesta fisioldgica del material irradiado (Sarsu et al., 2021b). Con la prueba de
radiosensibilidad realizada se determind que el tratamiento con rayos gamma que reduce el 50% la altura de
planta y nimero de brotes en malanga Lila fue de 17,5 y 8,8, respectivamente.
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En otros estudios se ha determinado que el 30% de la reduccion del crecimiento del nimero de hojas en
malanga fue con una dosis de 7,65 Gy (Seetohul et al., 2008). La capacidad de inducir mutaciones deseables
con rayos gamma en malanga se ha alcanzado con la dosis de 10 Gy (Vasudevan y Jos, 1990). La dosis del 10
Gy es una dosis efectiva para el crecimiento del nimero de hojas, los tratamientos entre 15 y 20 Gy tienen un
fuerte efecto de oscurecimiento en los explantes de malanga y no crecen bien, algunos mueren después de la
tercera semana (Nurilmala et al., 2017). Las irradiaciones con rayos gamma Co60 como Fuente incrementa la
variabilidad fenotipica en las poblaciones mutantes (Sahoo et al., 2015)

3.4. Dosis de reduccion del 50% (DR, de las variables altura de planta y niumero de brotes en malanga
Blanca

Las dosis de irradiacion para malanga Blanca se calcularon promediando las DR, de las variables altura de
planta (32 Gy) y nimero de brotes (17 Gy) obteniendo la dosis éptima de 24,5 Gy. Las dosis optimas de irra-
diacion calculadas a partir del £20% son 19,6 (20 Gy), 24,5 (25 Gy), y 29,4 (30 Gy) (Figura 4).
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Figura 4. Analisis de regresion y dosis de reduccion del 50% de las variables altura de planta y nimero de
brotes de plantas in vitro de malanga Blanca irradiada con rayos gamma.

Figure 4. Regression analysis and 50% reduction dose of plant height and number of shoots of in vitro
plants of Blanca taro irradiated with gamma rays.

En especies como Agave fuorcroides y Agave tequilana la dosis de reduccion fue de 20 y 25 Gy para peso de
materia fresca de callo, altura, y la induccion de brotes adventicios (Angeles-Espino et al., 2013; Gonzalez
Oramas et al., 2007).

Los resultados obtenidos en malanga Lila y Blanca fueron similares a los obtenidos Chrysanthemum mo-
rifolium, Lealia atumnalis y Saccharum officinarum (Hernandez-Mufioz et al., 2017; Latado, 1993; Otahola
Gomez et al., 2001; Valdez Balero et al., 2004) las dosis de irradiacion entre 10 a 30 Gy, reduce en un 50% el
crecimiento de los explantes con diferencias con el testigo. Este comportamiento puede estar relacionado con
el efecto fisiologico y citoldgico que producen las irradiaciones en las células mencionado por algunos autores
(Garcia Rodriguez et al., 2000).

Existe una fuerte correlacion entre el genotipo y la sensibilidad del material vegetal a los tratamientos
mutagénicos en las plantas. El aumento de la dosis causa mutaciones drasticas, como aberraciones cromoso-
micas, y puede causar dafio celular en el meristemo apical, por lo que generalmente se prefieren dosis bajas, y
se recomienda realizar ensayos preliminares para determinar las dosis apropiadas para cada material vegetal
(Sarsu et al., 2021a). En este estudio las dosis de irradiacion obtenidas en malanga Lila no superaron los 16 Gy,
y en malanga Blanca no superaron los 30 Gy, siendo dosis bajas.

3.5. Porcentaje de sobrevivencia en los cultivares Malanga Blanca y Lila
En malanga Blanca el mayor porcentaje de sobrevivencia se registro en el testigo y los tratamientos 5y 10 Gy

con 100% y el menor en la dosis 30 Gy con 72,42%. En malanga Lila el testigo y 5 Gy registraron el mayor
porcentaje de sobrevivencia (100%) y la dosis 30 Gy el menor (13,33%) (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de la irradiacion gamma sobre la sobrevivencia de malanga Blanca y Lila,
evaluada a los 69 después de la irradiacion.

Figure 5. Effect of gamma irradiation on the survival of Blanca and Lila taro, evaluated after 69 days of irradiation.

La radiosensibilidad puede variar con las especies, cultivares y el genotipo, con las condiciones fisiologicas de
las plantas, los 6rganos, asi como con los tipos de tratamientos mutagénicos a utilizar (Sarsu et al., 2021b). Es
por lo que malanga Lila tiene una tasa de sobrevivencia inferior en las dosis a partir de los 20 Gy en compara-
cion con malanga Blanca, mostrando mayor susceptibilidad a dosis altas. En otros estudios las dosis superiores
a los 20 Gy fueron letales para los explantes in vitro de malanga (Seetohul et al., 2008).

3.6. Dosis letal del 50% (DL, ) en el cultivar Malanga Lila y Blanca

La DL, para el cultivar malanga Lila fue de 19 Gy y dosis superiores a 25 y 30 Gy provocan mortalidad del
83,33 a 86,67% de los explantes irradiados (Figura 6). Ninguna de las dosis de irradiacion utilizadas en este
estudio produce la mortalidad del 50% de los explantes de malanga Blanca, se calcul6 la DL, utilizando la
ecuacion regresion lineal simple y se obtuvo que 53 Gy es la DL, .
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100
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Figura 6. Dosis letal de plantas in vitro de: a. malanga Lila y b. malanga Blanca irradiadas con rayos gamma.

Figure 6. Lethal dose of in vitro plants irradiated with gamma rays. a. Lila taro and b. Blanca taro.

La DL, corresponde a la cantidad de radiacion absorbida con la cual sobrevive el 50% de la poblacion que ha
sido expuesta, proporcion que se considera como el rango donde se favorece la aparicion de mutaciones ttiles
en los programas de mejoramiento genético (Fuchs et al., 2002).

En otros estudios en malanga se obtuvo resultados similares con DL, de 20 Gy de rayos gamma (Medero
Vega et al., 2014), en Polianthes tuberosa L. determinaron DL, de 25,91 Gy (Estrada Basaldua et al., 2011),
en papa Desirée fue de 10 Gy (Veitia et al., 2007) y en explantes de Laelia autumnalis fue de 53 Gy (Hernan-
dez-Mufoz et al., 2017)

Las DL, en malanga Lila y Blanca fueron diferentes, porque no todos los genotipos poseen la misma
radiosensibilidad a las radiaciones ionizantes y a los agentes mutagénicos, se ha demostrado que diferentes
tipos de explantes (semillas o porciones vegetativas como yemas o apices) tienen diferentes respuestas a un
mismo tratamiento mutagénico (Medero Vega et al. 2014). Las dosis de irradiacion seleccionadas para irradiar
malanga Lila y Blanca fueron diferentes, la dosis 13 Gy para malanga Lila y 25 Gy para malanga Blanca
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4. Conclusiones

La irradiacion con rayos gamma tuvo un efecto en la morfologia de malanga Lila y Blanca; a medida que la
dosis aumento, disminuy6 la altura de la planta, hojas, brotes y raices.

Las dosis Optimas de irradiacion fueron mayores en malanga Blanca (20, 25 y 30 Gy) que en malanga Lila (10,
13y 16 Gy).
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