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RESUMEN

El cultivo de malanga (Colocasia esculenta L.), es un cultivo de gran importancia econémica y
alimenticia. En Nicaragua se siembran dos cultivares de malanga, Lila y Blanca. Se evalud el
efecto in vitro de colchicina en cambios morfoldgicos y citolégicos en dos cultivares de
malanga. Se establecieron 100 vitroplantas de malanga Lila y 100 de malanga Blanca por 10
dias en medio MS con 0, 10, 20, 40 y 60 mg I"* de colchicina (TO, T10, T20, T40 y T60). Se
evaluaron in vitro altura de planta (cm), nimero de hojas y raices a los 23 y 36 dias después de
la aplicacion de colchicina (ddac). A los 103 ddac las vitroplantas se establecieron en
invernadero. Se evaluaron variables morfoldgicas y citoldgicas (nimero y largo de estomas y
namero de cloroplastos por estomas). En la etapa in vitro a los 23 y 36 ddac las vitroplantas de
malanga Blanca desarrolladas en TO, T10 y T20 resultaron significativamente superiores en
altura de la planta, numero de hojas y raices; en el cultivar Lila, los tratamientos TO y T10 fueron
superiores en altura de la planta. En el nimero de hojas T0, T10, T20 fueron superiores a los 36
ddac. En el nimero de raices, TO y T10 fueron superiores a los 36 ddac. En la etapa de
invernadero en malanga Blanca no hubo diferencia significativa nimero de hojas y didmetro de
pseudotallo, en altura de planta T20 y T60 fue inferior y en area foliar T60 fue inferior; en
malanga Lila el tratamiento T60 fue inferior en altura de planta, &rea foliar y didmetro de
pseudotallo, en nimero de hojas no hubo diferencias significativas. En las variables citoldgicas
en malanga Lila el tratamiento TO fue superior estadisticamente en niimero de estomas por cm?,
en namero de cloroplastos por estomas T20 fue inferior y en largo de estomas el T60 fue superior
estadisticamente; en malanga Blanca TO y T10 fueron superior en nimero de estomas por cm?,
TO y T60 fue superior en numero de cloroplastos por estomas y en largo de estomas T60 fue
estadisticamente superior.

Palabras clave: Cultivo in vitro, induccion de poliploidia, mejoramiento genético.
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ABSCTRACT

Taro cultivation (Colocasia esculenta L.), has great economic and nutritional importance. Two
taro cultivars are planted in Nicaragua, Lila and Blanca. The in vitro effect of colchicine on
morphological and cytological changes in two taro cultivars was evaluated. 100 Lila taro and
100 Blanco taro vitroplants were established for 10 days in MS medium with 0, 10, 20, 40 and
60 mg I-1 of colchicine (TO, T10, T20, T40 and T60). Plant height (cm), leaves and roots number
were evaluated in vitro at 23 and 36 days after the application of colchicine (ddac). At 103 dac
the vitroplants were established in a greenhouse. Morphological and cytological variables
(number and length of stomata and number of chloroplasts per stomata) were evaluated. In the
in vitro stage at 23 and 36 ddac. In the in vitro stage at 23 and 36 daac, the in vitro plants of
Blanco Taro developed in TO, T10 and T20 were significantly higher in plant height, leaves and
roots number; in the Lila cultivar, the TO and T10 treatments were higher in plant height. In the
leaves number TO, T10, T20 they were higher at 36 dac. In the roots number, TO and T10 were
higher than 36 dac. In the greenhouse stage in Blanco taro there was no significant difference in
leaves number and pseudostem diameter, in plant height T20 and T60 iwas lower and in leaf
area T60 was lower; In Lila taro Lila the T60 treatment was lower in plant height, leaf area and
pseudostem diameter, there were no significant differences in leaves number. In the cytological
variables in Lila taro the TO treatment was statistically superior in number of stomata per cm?,
in number of chloroplasts per stomata T20 was lower and in stomata length T60 was statistically
higher; in Blanco taro TO and T10 were higher in number of stomata per cm?, TO and T60 were
higher in number of chloroplasts per stomata and in length of stomata T60 was statistically
higher.

Keywords: In vitro culture, polyploidy induction, plant breeding.



1. INTRODUCCION

El cultivo de la malanga (Colocasia esculenta L.), es originaria del sureste de Asia, pertenece a
la familia de las araceas, género Colocasia (Lopez et al., 1984) es un cultivo de gran importancia
econdmicay alimenticia. Segun Wilson (1984) la malanga es un cultivo cuyos cormos, cormelos
y hojas son consumidos en diversas maneras por ser rica en carbohidratos, grasas y aminoacidos
(p. 589-605).

De acuerdo a CETREX (Centro de Tramites de las Exportaciones, 2022), la exportacion total de
malanga y quequisque en el afio 2021 fue de 9,833 toneladas y hasta octubre del 2022 se

registraron 6,636 toneladas exportadas.

Segun Asociacién para la diversificacion y desarrollo agricola comunal (ADDAC, 2009) y
Enriquez y Mairena (2011) en Nicaragua se siembran dos cultivares de malanga, Lilay Blanca.
El cultivar de mayor produccién es la malanga Lila (conocido también como malanga Coco)

debido a que se exporta, alto potencial de rendimiento y consumo nacional.

Viguera et al. (2017) menciona que la agricultura es uno de los sectores mas vulnerables al
cambio climético a nivel mundial, ya que es altamente sensible a los cambios de temperatura y
a los regimenes de precipitacion. Los modelos climaticos preveén cambios drésticos en las
condiciones climaticas en muchas regiones del mundo, incluyendo cambios en temperatura,
precipitacion e incremento en la frecuencia y severidad de eventos extremos como sequias y
huracanes. Estos cambios tendran efectos en el rendimiento y distribucién de los cultivos, en la

variacion de los precios, la produccion y el consumo (p. 7).

Goéngora (2016) indica que, con la estrecha base genética de la produccion de malanga en
Nicaragua, es casi imposible enfrentar los desafios del cambio climético, a aparicion de nuevas
plagas y enfermedades, el aumento de la poblacién y la cambiante demanda del mercado

internacional. (p. 2).

Segun Novak y Brunner (1992) la induccidn de mutaciones ha resultado ser un método eficaz
para lograr variabilidad genética y puede considerarse una herramienta de gran valor para el
mejoramiento de las plantas, ya que ofrece la posibilidad de obtener caracteristicas deseadas que

no se pueden encontrar en la naturaleza o se han perdido durante el proceso evolutivo. Cuando



No se encuentran genes resistentes a una enfermedad en particular o tolerante a los cambios del

medio ambiente se puede inducir a mutacion.

Molero et al., (2018) indica que la poliploidia puede ser inducida por factores ambientales y

productos quimicos (p. 101).

Cubero (2003) menciona que la Induccion de poliploidia es un procedimiento que le brinda al
fitomejorador la oportunidad de modificar una planta alterando el numero de cromosomas y, en
consecuencia, la proporcién de genes alélicos que contribuyen al aparecimiento de caracteres

particulares. (p. 326).

Ramirez et al. (2013) refieren que los poliploides toleran mejor los ambientes méas secos que el
diploide debido a cambios en su fisiologia que resulta del incremento en el tamafio celular.
Diversas investigaciones con aplicaciones de colchicina en diferentes cultivos obteniendo
poliploides con cambios morfoldgicos y citologicos significativos (p.17). De acuerdo con Pierce
(2006) el aumento en el tamafio y masa celular forma parte del efecto inmediato y universal de
la reaccion de poliploidia en plantas. Segn Alcantar (2014) las plantas poliploides poseen una
capacidad fisioldgica superior (por ejemplo, mayor resistencia a efectos climaticos adversos)

que sus contrapartes diploides. (p. 27).

De acuerdo con Alcéantar (2014) y Molero et al. (2018), los poliploides son capaces de tolerar y
poblar ambientes méas extremos que sus contrapartes diploides debido a cambios en su fisiologia
que resultan del incremento en el tamafio celular y/o del incremento en el buffer genético

provisto por el hecho de poseer copias extras del juego de cromosomas.

En la busqueda de nuevas fuentes de variabilidad genética que posibiliten el incremento para el
desarrollo del cultivo de malanga se realizo este estudio con el objetivo de evaluar el efecto de

dos cultivares de malanga, expuesta a diferentes concentraciones de colchicina.



1. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general
e Evaluar el efecto de la aplicacion de colchicina in vitro sobre la morfologia y citologia

en dos cultivares de malanga (Colocasia esculenta Schott.).

2.1. Objetivos especificos
e Determinar el efecto de diferentes dosis de colchicina sobre la morfologia de los
cultivares malanga Lila y malanga Blanca a nivel in vitro y en invernadero.
e Evaluar el efecto de diferentes dosis de cochicina sobre la citologia de los cultivares

malanga Lila y malanga Blanca.



1. MARCO DE REFERENCIA
3.1. Colchicina

Dermen (1940) indica que la colchicina (C22H2s06N), “es un alcaloide, extraido de semillas o
cormos del azafran del otofio (Colchicum autumnale) que impide que se llegue a producir la
mitosis normal al momento de anular la formacién del uso acromético, que es basico en la
separacion de las cromatidas hermanas en anafase, asi mismo el tabique celular que se deberia
de producir dos hijas de la célula inicial del proceso” (p. 599). Imery et al. (2001) menciona que
el agente inductor de la duplicacion no solo depende del efecto sobre el tejido meristematico,

sino también la concentracion empleada y el tiempo de penetracion en el tejido. (p. 30).

“La duplicacion de cromosomas o la poliploidia, es un fendbmeno que se asocia con un
agrandamiento de los érganos (flores y hojas), una intensificacion de los colores, plantas mas
resistentes y mas robustas, un follaje mas grueso y mas rigido, un aumento aparente en la
tolerancia a diferentes estreses, y la resistencia a enfermedades y plagas” (PETIT y Callaway,
2000, p 49-73).

Tambong et al. (1998) en un estudio realizado en quequisque (Xanthosoma sagittifolium)
mencionan que: “las plantas no tratadas con colchicina mostraron el cromosoma 2n=26 mientras
las plantas con colchicina revelaron el tetraploide (4n=52) y el octaploide (8n=104). Todas las

plantas expuestas a colchicina mostraron un aumento en el nimero de cromosomas” (p. 196).
3.2. Cultivo in vitro
Pérez (1998), menciona:

El cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro ha merecido especial atencion: Debido
a que comprende un grupo heterogéneo de técnicas que permiten el cultivo en
condiciones asépticas de drganos, tejidos o células en un medio de composicién quimica

definida e incubados en condiciones ambientales controladas (p 28).

Segun Castillo (2004), el cultivo in vitro de plantas es una técnica que exige un control
especifico: Del ambiente, tanto fisico como quimico, en el que se situa al explante. El
cultivo de meristemos ha sido utilizado con éxito para distintos objetivos, entre ellos la

rapida clonacién de material deseable, la conservacion de germoplasma a bajas


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.ni&sl=en&sp=nmt4&u=http://www.ejbiotechnology.info/content/vol8/issue2/full/2/index.html&xid=17259,15700019,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700214,15700230,15700232,15700234&usg=ALkJrhiZFgAst7OsJioUXR0aCxxoqMKB_w#13
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.ni&sl=en&sp=nmt4&u=http://www.ejbiotechnology.info/content/vol8/issue2/full/2/index.html&xid=17259,15700019,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700214,15700230,15700232,15700234&usg=ALkJrhiZFgAst7OsJioUXR0aCxxoqMKB_w#13

temperatura y la obtencion de plantas libres de patégenos sistémicos, entre ellos los
virus. (p, 45-46).

Cabrera, et al. (2010), “menciona el principal beneficio del cultivo in vitro de malanga es la
produccién de plantulas libres del virus del mosaico de la malanga, este virus es el mas difundido

en el cultivo de las araceas” (p, 195-196).
3.3. Cultivo de malanga

El género Colocasia es originario del sureste de Asia, entre la India e Indonesia, se afirma que
esta entre los primeros cultivos explotados por el hombre y su historia es posible trazarla hasta
las culturas neoliticas mas primitivas (Montaldo, 1972; Quintero et al., 2005). Segun el
(Ministerio de la agricultura, MINAG 2011), el cultivo se extendi6 por Africa tropical y Egipto,

Ilegd a Islas Canaria y desde este archipiélago se introdujo en el continente americano. (p 1-3).
3.4. Morfologia y anatomia de la malanga

“La malanga es una planta herbacea que crece a una altura de 1-2 m. La planta consiste en un
cormo central (que se encuentra justo debajo de la superficie del suelo) del cual crecen las hojas
hacia arriba, las raices crecido hacia abajo, mientras que cormelos, hijasy corredores (estolones)
crecen lateralmente. Es una planta esencialmente tropical. Se cultiva en alturas bajas a medianas
sin sobrepasar los 1,000 metros sobre el nivel del mar. Las temperaturas son de clima caliente,
preferiblemente entre 25-30 ° C, alta luminosidad y con precipitaciones entre 1,800-2,500 mm
al afio, aunque puede soportar algunos periodos de sequia,” (ADDAC, 2009, p 4).

Segun Mazariegos et al. (2017)

la malanga prospera en suelos arcillosos, pero si no hay: Disponibilidad de agua la
cosecha se dificulta; tolera inundaciones, puede sobrevivir hasta tres dias bajo el agua;
en la siembra pueden emplearse los cormos o las plantulas nuevas (hijuelos), los cormos

para la siembra se deben sumergir en una solucion fungicida (p. 76).
Arroliga y Blandon (2015) mencionan que

El sistema de raices es fibroso y se encuentra: Principalmente en el primer metro del
suelo. En los tipos dasheen de la malanga, el cormo es cilindrico y grande. Es hasta 30
cm de largo y 15 cm de didmetro, y constituye la parte comestible principal de la
planta. EI cormo es pequefio, globoide y rodeado de varios cormelos (tubérculos de tallo)
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y cormos. Los cormelos y los cormos hijos juntos constituyen una proporcion de la

cosecha comestible en la malanga (p. 80-81).
3.5. Ciclo de crecimiento de la malanga

De acuerdo con Zapata y Velasquez (2013) “la formacion del cormo comienza
aproximadamente a los tres meses después de la siembra; la formacion sigue poco después en
cultivares que producen cormelos apreciables. Por el sexto mes, cuando disminuye el
crecimiento de los brotes, el cormo y los cormelos se convierten en el sumidero principal y
crecen muy rapido. A medida que comienza la temporada adversa (seca), el declive de la sesién
acelera, hasta que el disparo finalmente muere. EI cormo y los cormelos permiten que la planta
pueda sobrevivir a través de la temporada adversa” (p. 11-12). Si no se cosechan, brotaran y

dard subir a nuevas plantas en el inicio de la proxima temporada favorable. (INC, 2004, p. 3).
3.6. Enfermedades de la malanga

El cultivo de la malanga facilita la diseminacién de plagas y enfermedades que son esparcidas
en las nuevas areas de produccién a través del material de siembra. Quintero
(2004). Phytophthora colocasiae es un patdégeno significativo que causa el tizon de la hoja de
la malanga. El patdgeno causa manchas circulares, empapadas en agua, necroticas en las hojas,

seguido por el colapso de la planta.



V. MATERIALES Y METODOS
4.1. Ubicacién del estudio

El estudio se realizé en el afio 2019 en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales y en
invernadero de la Universidad Nacional Agraria, area del Programa Recursos Genéticos
Nicaraglienses (REGEN) ubicado en el km 12 % carretera norte Managua, 12° 08°36" latitud
norte y a los 86° 09" 49" longitud oeste a 56 m de altitud.

4.2. Disefio metodologico

Se establecid un disefio completamente al azar (DCA), con dos factores (dosis de colchicina y
cultivares). Los tratamientos fueron las dosis de colchicina y se utilizaron 20 observaciones por

tratamiento.
4.2.1. Origen del material vegetal

Se utilizaron plantas in vitro de malanga establecidas en el laboratorio de cultivo de tejidos que

fueron colectadas en Matagalpa y Boaco.
4.2.2. Induccion con colchicina

Se utilizaron 100 vitroplantas de cada cultivar (Blanco y Lila) y se realizd la induccién
empleando colchicina, cada tratamiento estaba compuesto por 20 vitroplantas. Los tratamientos
y dosis empleadas de cochicina se determinaron a partir de los estudios realizados por
Guatemala (2015), Tambong et al. (1998) y Oumar et al. (2011) (Cuadro 1)

Cuadro 1. Dosis de colchicina utilizadas en plantas in vitro de malanga Blanca y Lila en el
laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la Universidad Nacional Agraria, 2019

Tratamientos Dosis de induccion
(mg I'* de Colchicina)
TO (Testigo) 0
T10 10
T20 20
T40 40
T60 60

Las vitroplantas de malanga permanecieron en el medio MS (Muranshige y Skoog, 1962) con
las respectivas dosis de colchicina durante 10 dias, luego se transfirieron a un nuevo medio MS

simple sin reguladores de crecimiento por 36 dias y se trasladaron a un medio de enraizamiento



MS + 1 mg 1 AIA (Acido Indol Acético) para el desarrollo de raices y produccion de plantas

independientes, donde pasaron un periodo de 67 dias en el cuarto de crecimiento (Anexo 1).
4.2.3. Aclimatizacion

A los 103 dias después de la aplicacion de colchicina (ddac), cuando las vitroplantas alcanzaron
una altura aproximada de 8 cm y con suficientes raices se establecieron en el invernadero en
bolsas de polietileno utilizando una mezcla de tierra con sustrato inerte KeKKila® en proporcion

2:1. El riego se realizd manual tres veces por semana (Anexo 2).

4.3. Variables evaluadas

4.3.1. Variables morfoldgicas in vitro

Las variables morfoldgicas se evaluaron a los 23 y 36 ddac y se describen a continuacion:

Altura de la planta (cm): Medida a partir de la base del pseudotallo hasta la insercion del peciolo

de la hoja de mayor altura.
Numero de hojas: Conteo de hojas verdes totales presentes en la plantula.
NUmero de raices: Conteo visual a raices principales o primarias

Numero de brotes: Se contabilizd de manera visual los brotes que crecieron a partir de la

plantula principal

Porcentaje de sobrevivencia: se contabilizaron las plantas vivas a los 67 ddac y se determiné la

sobrevivencia a partir de las 20 vitroplantas establecidas inicialmente
4.3.2 Variables morfolégicas en invernadero

Las variables se evaluaron en la fase de aclimatizacion a los 72 dias después del trasplante (ddt)

fueron:

Altura de la planta (cm): Medida a partir de la base del pseudotallo hasta la insercion del peciolo

de la hoja de mayor altura
Numero de hojas: Conteo de hojas verdes totales presentes en la plantula

Area foliar (cm?): Se midio el largo de la hoja (LH, desde el punto de insercion del peciolo de
la hoja hasta la punta de la hoja) y el ancho de la hoja (AH, desde el punto de insercion del
peciolo de la hoja). Y se utilizo la formula: (LH*AH) 0.923 (Agueguia, 1993).
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Diametro del pseudotallo (cm): Se midié de manera horizontal con una regla en la base de la

planta.

Porcentaje de sobrevivencia: se contabilizaron las plantas vivas a los 72 ddt y se determin0 la

sobrevivencia a partir de las 20 vitroplantas establecidas inicialmente.
4.3.3. Evaluacion de variables citoldgicas

La evaluacion se realizo en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional Agraria,
las variables se evaluaron a los 110 ddt para el cultivar Lila y a los 116 ddt para el cultivar

Blanco.

NUmero de estomas por cm?: Se realizé el conteo de las estomas presentes en el haz de la hoja

con ayuda de un contador manual de células.

Largo de estoma: Medido verticalmente al ostiolo. Se seleccionaron una cantidad de estomas

al azar y se midieron con un micrémetro colocado en el microscopio.

Numero de cloroplastos en células oclusivas del estoma: Se realiz6 un conteo visual de los

cloroplastos presentes en los estomas.

Procedimiento para el conteo y medicion de estomas y cloroplastos: Se cortaron cinco hojas al
azar por tratamiento (1 hoja por planta) y fueron trasladadas al laboratorio, se dividio6 la hoja en
tres secciones; base, medio y apice se tomaron en cada seccion 1 cm?de hoja (15 muestras por
tratamiento). Se sumergieron por 1 hora en yoduro de potasio (KI) en ambiente oscuro, y por
ultimo se colocaron en porta-objetos donde se realizd el conteo visual y medicién en el

microscopio en un lente objetivo de 20X. (Anexo 3)

Se calibro el microscopio para medir el largo de los estomas segun la metodologia de Gutiérrez
(2012), con el micrometro objetivo y el micrometro ocular, se considero las escalas de ambos
micrémetros para contabilizar cuantas escalas del ocular coinciden con las del objetivo y obtener

el factor de correccidn para determinar el largo de los estomas.



4.4. Andlisis estadistico

A las variables morfoldgicas in vitro (Altura de planta, nimero de hojas y raices) y citoldgicas:
(nimero de estomas por cm?, tamario del estoma y niimero de cloroplastos presentes en células
oclusivas) se les realizo el anéalisis de varianza (ANDEVA) con separacion de medias segln

Tukey al 95% de confianza.

A las variables morfoldgicas en invernadero (Altura de planta, numero de hojas, area foliar y
diametro de pseudotallo) se les realiz6 un analisis de varianza no paramétrico de Kruskal Wallis
por no cumplir con la normalidad de los residuos en la prueba de Shapiro Wilks ni la

homegeneidad de la varianza en la prueba de Levene
El modelo aditivo lineal utilizado fue:
Yik=H+oci+Bj+(cB)ij+eij

Yijk = La k-ésima observacion del i-ésimo tratamiento
M = Estima a la media poblacional

oc i = Efecto del i-ésimo nivel de las dosis

Bj = Efecto debido al j-ésimo nivel de los cultivares
(ec B) i j = Efecto de interaccion entre dosis y cultivares

gijk = Efecto aleatorio de variacion
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.  Variables morfoldgicas en etapa in vitro

Malanga Lila registro diferencias significativas entre los tratamientos en altura de planta,
numero de hojas y raices en ambas evaluaciones. En altura de planta los tratamientos TO y T10
fueron superiores estadisticamente en las dos evaluaciones. En nimero de hojas los tratamientos
TO, T10, T20 y T40 fueron superiores en la primera evaluacion y TO, T10 y T20 en la segunda
evaluacion. En nuamero de raices los tratamientos TO y T10 fueron superiores en la primera
evaluacion y T10 en la segunda evaluacion (Cuadro 2.)

Cuadro 2. Analisis de varianza, medias y categorias estadisticas segin Tukey de altura de planta,
namero de hojas y nimero de raices evaluadas a los 23 y 36 dias después de la aplicacién de
colchicina en vitroplantas de malanga Lila, 2019

Tratamientos Altura de planta (cm) NuUmero de hojas ~ NUmero de raices
23 36 23 36 23 36

TO 7.63a 7.46 a 3.15a 345a 6.85a 6.45ab
T10 7.29a 7.50a 3.35a 3.80a 7.50a 6.90 a
T20 3.67b 416 b 3.30a 282a 4.82ab  4.43b
T40 1.39 bc 1.25¢ 2.53a 1.73b 1.73b 1.00c
T60 0.75¢c 1.13¢ 1.20b 1.00 b 3.00b 0.00c
R? 0.85 0.83 0.76 0.83 0.68 0.88

p-valor (o <0.05) 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001  0.0001
CcVv 32.48 32.1 18.89 19.68 34.92 29.29

R2 Coeficiente de determinacion; CV: coeficiente de variacion/ medias con letras iguales, no hay
significancia estadistica.

En Malanga Blanca hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos en todas las variables en
las dos evaluaciones realizadas. En altura de la planta, nimero de hojas y raices, los tratamientos
TO, T10 y T20 fueron superiores estadisticamente a los deméas tratamientos en ambas

evaluaciones (Cuadro 3)
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Cuadro 3. Analisis de varianza, medias y categorias estadisticas segiin Tukey de altura de planta,
numero de hojas y nimero de raices evaluadas a los 23 y 36 dias después de la aplicacion de
colchicina en vitroplantas de malanga Blanca, 2019

Altura de la planta (cm) NUmero de hojas NuUmero de raices

Tratamientos

23 36 23 36 23 36
TO 499 a 4.64 a 29a 34a 4.2 a 4.05a
T10 5.09 a 472 a 2.98 a 3.2a 3.77a 4.25a
T20 431 a 4,06 a 3.09a 3.37a 3.48 a 3.73a
T40 1.64Db 1.85b 1.7b 212D 1.92b 1.83b
T60 0.99b 1.1b 1.33b 15b 16b 1.03b
R2 0.87 0.82 0.63 0.78 0.78 0.83
p-valor (a <0.05) 0.0001 0.0001 0.0003 0.0001 0.0001 0.0001
CVv 21.98 24.21 26.68 16.67 20.68 22.1

R?: Coeficiente de determinacion; CV: coeficiente de variacion

En el factor cultivar hubo diferencias significativas en las variables altura de la planta y nimero
de raices, en ambas el cultivar Blanco fue superior al cultivar Lila, en la variable nimero de
hojas no hubo diferencia significativa. En el factor tratamientos hubo diferencia significativa en
las variables estudiadas. Hubo efecto en la interaccion Cul*Trat en las variables altura de la
planta y numero de raices, el cultivar Blanco registré mayor altura en los tratamientos TOy T10

(Cuadro 4 y anexo 4).

Cuadro 4. Anadlisis de varianza p valor (oo <0.05) por los factores cultivar, tratamiento e
interaccion cultivar-tratamiento (Cul*Trat) de las variables altura de planta, nimero de hojas y
raices evaluadas a los 36 dias después de la aplicacion de colchicina a vitroplantas de malanga
Lilay Blanca, 2019

Factores Altura de planta Numero de hojas  Numero de raices
Cultivar 0.0033 0.2661 0.0058
Tratamiento 0.0001 0.0001 0.0001
Cul*Trat 0.0002 0.0612 0.0001

R? 0.84 0.81 0.87

CcVv 29.77 18.15 27.02

R?: coeficiente de determinacién: CV: Coeficiente de variacion

Amador (2019) resalta que en Xanthosoma spp. los tratamientos sin colchicina y con 10 mg I
de colchicina mostraron mayor crecimiento en las variables altura de planta y nimero de hojas

y raices (p.8).
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Guatemala (2015) sefiala que en X. violaceum las plantas de los tratamientos testigo, 6.25y 12.5
mg 1 obtuvieron el mismo comportamiento, a menor concentracion las plantas presentaron
mayor crecimiento tal como se muestra en este estudio donde los tratamientos TO y T10 fueron

superiores en altura de planta, nimero de hojas y raices a los tratamientos T20, T40 y T60.

Matos (2014) sefiala que plantas de Aloe vera (L.) expuestas a colchicina durante 48 h con una
concentracion de 0.10%, presentaron mayor desarrollo en las variables altura de las plantas,
longitud de las hojas y volumen foliar de los hijuelos, al compararlo con las plantas a las que no
se les aplicé colchicina 6 con las del resto de los tratamientos de 24 y 48 horas tratados con
concentraciones de 0.05% y 0.10% (p. 385).

Se ha comprobado que altas concentraciones de colchicina superiores al 0.1% y el mayor tiempo
de exposicion pueden generar efectos de toxicidad, esto se refleja en los estudios de Cavalcanti
(2011) en Heliconia bihai, y Molero et al., (2018) en Aloe vera (L), donde se presentaron

perturbaciones fisiologicas en las células de las plantas en concentraciones de 0.15% por 3 dias.

Condori (2016) en su estudio de P. peruviana describe que la altura de los brotes tratados con
colchicina en cultivo in vitro son afectados significativamente por el tiempo de exposicién y la
concentracion de la colchicina, tal efecto es inversamente proporcional, dado que a mayor
tiempo de exposicion y a mayor concentracion de la colchicina la altura del brote disminuye
(p.-51) lo que se observo en este estudio fue un comportamiento similar en las variables

evaluadas, a mayor concentracién de colchicina los valores de las variables disminuyeron.
5.2. Variables morfoldgicas en invernadero

El cultivar Lila presento diferencias estadisticas significativa entre los tratamientos, en la
variable altura de planta, donde los tratamientos TO y T20 fueron estadisticamente superior. En
las variables nimero de hojas, area foliar y diametro de pseudotallo no hubo diferencia

significativa (Cuadro 5)
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Cuadro 5. Anélisis de varianza no parameétrica segun Kruskal Wallis medias y categorias
estadisticas de altura de planta (cm), nimero de hojas, area foliar (cm?) y didmetro de
pseudotallo (cm) evaluadas a los 72 dias después del trasplante en vitroplantas de malanga Lila
establecidas en invernadero, 2019

Tratamientos Altura de Numero de Area foliar Diadmetro de
planta (cm) hojas (cm?) pseudotallo (cm)
TO 28.27 a 2.86a 64.02 a 0.79 a
T10 2493 b 3.38a 63.58 a 0.8la
T20 25.61 ab 294 a 64.02 a 0.82a
T40 20.02 bc 2.82a 51.37a 0.74 a
T60 10.27 ¢ 2.50a 30.78 a 0.60 a
p valor (o <0.05) 0.0001 0.1513 0.0988 0.1506

Medias con letras iguales, no hay significancia estadistica.

En el cultivar Blanco, hubo diferencia significativa entre los tratamientos en las variables altura
de planta y area foliar. En la variable altura de planta los tratamientos TO, T10 y T40 fueron
superiores. Para la variable area foliar el tratamientoT60 fue inferior. No hubo diferencias

significativas en numero de hojas y diametro de pseudotallo (Cuadro 6.).

Cuadro 6. Analisis de varianza no paramétrica segin Kruskal Wallis, medias y categorias
estadisticas de altura de planta (cm), nimero de hojas, area foliar (cm?) y didmetro de
pseudotallo (cm) evaluadas a los 72 dias después del trasplante en vitroplantas de malanga
Blanca establecidas en el invernadero, 2019

Tratamientos Alturadela Numerode  Area foliar Diametro de
planta (cm) hojas (cm?) pseudotallo (cm)
TO 3244 a 2.38a 92.49 a 0.77 a
T10 32.26 a 3.00a 78.69 ab 0.75a
T20 26.59 b 2.62 a 73.84 ab 0.77 a
T40 31.85a 2.55a 85.17 a 0.80a
T60 24.09b 2.74 a 61.66 b 0.74 a
p valor (a <0.05)  0.0001 0.0736 0.0333 0.6036

Medias con letras iguales, no hay significancia estadistica.

En el factor cultivar hubo diferencia significativa en las variables altura de planta y area foliar
donde el cultivar Blanco fue superior, en las variables nimero de hojas y diametro del
pseudotallo no hubo diferencia significativa. En el factor tratamiento las variables altura de
planta y didmetro de pseudotallo hubo diferencias significativas. En la interaccion Cul*Trat, la
variable altura de la planta, presentd diferencia significativa, no hubo diferencia significativa en

namero de hojas, area foliar y didametro de pseudotallo (Cuadro 7 y anexo 5).
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Cuadro 7. p valor (o <0.05) del analisis de varianza por cultivar, tratamiento e interaccion
cultivar-tratamiento en las variables altura de planta, nimero de hojas, area foliar y diametro del
pseudotallo evaluadas en el invernadero a los 72 dias después del trasplante en vitroplantas de
malanga Lilay Blanca, 2019

Factores Altura de planta Numero de Areafoliar  Diametro del
hojas pseudotallo
Cultivar <0.0001 0.0965 0.0001 0.3057
Tratamiento <0.0002 0.0986 0.0902 0.0375
Cul*Trat 0.0032 0.8102 0.1175 0.0905
CcVv 13.21 13.31 19.35 11.16
R? 0.86 0.41 0.77 0.49

El porcentaje de sobrevivencia in vitro a los 36 dda en el cultivar Lila fue entre 20-100% y a los
72 ddt en invernadero entre 30-100%. Para el cultivar Blanco a los 36 ddi in vitro se registré un
60-100% y a los 72 ddt en invernadero un 90-100% de sobrevivencia. Los tratamientos TO y

T10 tuvieron mayor sobrevivencia en los cultivares Lila 'y Blanco (Figura 1).

b. Malanga Lila @36 ddi a. Malanga Blanca @36 ddi
872 ddt §72 ddt
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Figura 1. Porcentaje de sobrevivencia in vitro (36 dias después de la aplicacion) y en invernadero
(72 dias después del trasplante) de plantas in vitro de los tratamientos TO, T10, T20, T40y T60
en a. malanga Blanca y b. malanga Lila.
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Condori (2016) menciona que la relacion que existe entre las concentraciones de colchicinay la
tasa de mortalidad de las plantas, generalmente ha sido registrada como inversamente
proporcional. Lo mismo se observo en este estudio, a mayor concentracion de colchicina

aumento la tasa de mortalidad para ambos cultivares.

Amador (2019) en su evaluacion de dos especies de Xanthosomas spp. encontré que las
inducciones con mayor concentracion de colchicina 20, 40 y 60 mg I, presentaron mayor efecto
sobre la mortalidad de plantas, registro tasa de sobrevivencia entre 15-70% in vitro y entre 10-

50 % en invernadero para ambas especies.

Segln Yang et al. (2006) un efecto de la colchicina es el bajo porcentaje de sobrevivencia en
las plantulas tratadas. Marzougui, et al. (2011) y Barboza (2015), indican que plantas con un
alto nivel de ploidia, pueden presentar anomalias como enanismo, follaje arrugado y plantas
débiles. Segun Barrera (2010) la colchicina provoca bajo porcentaje de sobrevivencia de
plantulas tratadas, asi como el efecto morfolégico de presentar hojas mas gruesas y verdes
(mayor éarea foliar), disminucion de la altura de la planta, e incremento en el tamafio de la flor y

tamanio de semilla (p. 14).
5.3.Variables Citoldgicas

El cultivar Lila presentd cuatro categorias estadisticas en el nimero de estomas por cm?, el
testigo TO fue superior estadisticamente en nimero de estomas por cm?. En ndmero de
cloroplastos por estomas el tratamiento T20 fue estadisticamente inferior a los demas
tratamientos. En largo de estomas el tratamiento T60 fue estadisticamente superior a los demas

tratamientos (Cuadro 8, Figura 2).

El tratamiento T60 registro mayor numero de cloroplastos y estomas més largos en comparacion

a los demas tratamientos.
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Cuadro 8. Anadlisis de varianza, medias y categorias estadisticas segun Tukey de variables
citologicas (nimero de estomas por cm?, niimero de cloroplastos por estomas y largo de estomas
(um) evaluadas a los 110 dias después del trasplante en el cultivar Lila

Tratamientos Numero de Numero de cloroplastos Largo de estomas
estomas por (cm?  por estomas (um)

TO 1795.60 a 13.68 ab 23.67b

T10 1682.87 b 13.52 abc 23.53b

T20 1653.93 b 11.48¢ 22.87hb

T40 1548.73 ¢ 12.42 bc 21.80b

T60 1376.00 d 15.33a 28.83 a

R? 0.89 0.64 0.45

p-valor (o <0.05) 0.0001 0.0011 0.0299

CVv 2.83 7.38 9.78

R?: Coeficiente de determinacion; CV: coeficiente de variacion.

Figura 2. Largo de estomas y nimero de cloroplastos por estoma de los tratamientos TO, T10,
T20, T40y T60 de malanga Lila evaluadas a los 110 dias después de la aplicacion de colchicina.

En malanga Blanca el testigo TO y T10 fue estadisticamente superior en nimero de estomas por
cm?. En nimero de cloroplastos por estomas el testigo TO y el tratamiento T60 fueron
estadisticamente superior a los demas tratamientos en el largo de estomas el T60 fue
estadisticamente superior a los demas tratamientos (Cuadro 9. Figura 3). No se registraron datos
en T40 porque las macetas que contenian las plantas fueron sustraidas del lugar del ensayo antes

de realizar la evaluacion citologica.
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Cuadro 9. Anadlisis de varianza, medias y categorias estadisticas segun Tukey de variables
citologicas (nimero de estomas por cm?, niimero de cloroplastos por estomas y largo de estomas
(um) evaluadas a los 116 dias después del trasplante en cultivar Blanco

NUmero de ,
. Numero de cloroplastos Largo de estomas

Tratamientos estomas por

om? por estoma (um)
TO 1781.07 a 25.12 a 26.13b
T10 1672.53 a 15.73 b 26.87b
T20 15478 b 16.38 b 26.4b
T60 1273 ¢c 265a 36a
R2 0.92 0.75 0.61
p-valor (o <0.05) 0.0001 0.0006 0.0009
CVv 2.76 15.34 8.01

R?: Coeficiente de determinacion; CV: coeficiente de variacion

k3

Figura 3. Largo de estomas y nimero de cloroplastos por estoma de los tratamientos TO, T10,
T20y T60 de malanga Blanca evaluadas a los 110 dias después de la aplicacion de colchicina.

En nimero de estomas por cm? hubo un comportamiento similar en malanga Lila y Blanca, a
mayor concentracion de colchicina se redujo el nimero de estomas. El Largo de estomas por el
contrario registré una mayor longitud a mayor concentracion de colchicina y se registraron

mayor numero de cloroplastos por estoma.

De acuerdo a Cao et al (2018) la poliploidizacion incrementa el tamafio de los estomas pero
reduce la densidad de los estomas en muchas especies y adicionalmente el ndmero de
cloroplastos, esto se registrd en crisantemo (Dong et al. (2017)), Spathphyllum wallisii (Laere
et al. (2011)) y lirio (Zhang et al. (2017)).

Cao et al (2018) menciona que la capacidad fotosintética esta relacionada a las caracteristicas
celulares afectadas por la poliploidizacion incluido el grosor de la hoja, tamafio de estomas,

numero y estructura de los cloroplastos entre otras.
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Segin Amador (2019) las plantas de Xanthosomas spp. tratadas con mayor concentracion de
colchicina presentaron una reduccion en el nimero de estomas, un mayor alargamiento de los
mismos, y un mayor numero de cloroplastos. Salazar et al. (2018) indican que en las
concentraciones de 0.025 y 0.10% de colchicina suministrada a plantas de K. daigremontiana
por 24 y 48 h presentaron como resultado estomas méas grandes y mayor namero de cloroplastos
en comparacion al testigo. Los resultados encontrados en ambos estudios coinciden con los
resultados presentes en este estudio, mayor nimero de cloroplastos, mayor alargamiento de

estomas, y una reduccion del nimero de estomas a mayor concentracién de colchicina.

Kulkarni & Borse (2010) formaron tetraploides en Capsicum annuum con diferentes
concentraciones de colchicina (0.05%, 0.1%, 0.2% y 0.4%), en su investigacion estas plantas
presentaron mayor longitud de estomas (48,6%), menor frecuencia de estomas por milimetro

cuadrado (41,7%) y un mayor numero de cloroplastos en células guarda (47,3%) que su diploide
(p.40).

Guatemala (2015) registré mayor nimero de estomas, con menor longitud de los mismos en su
evaluacion de las variables citoldgicas en plantas X. violaceum testigo, lo que permite
determinar que a menor nivel de concentracién de colchicina los estomas se encontraran en

mayor cantidad, pero su longitud serd menor.

Segun Barrera (2010) entre los efectos comunes de la colchicina en las plantas se encuentra la
disminucion en la frecuencia de estomas, esto varia de acuerdo con la sensibilidad de la planta
a la colchicina, pues la variacion en el tiempo de exposicion a esta sustancia interfiere en gran
medida en la mayor o menor concentracion de cromosomas. Ramirez et al., (2013) encontré que
los autotetraploides de Physalis ixocarpa presentaron estomas mas grandes, pero en menor
cantidad por superficie foliar, en comparacion con los diploides, por lo que el tamafio estomatico
es proporcional al nivel de ploidia, y la densidad estomatica es inversamente proporcional al

nivel de ploidia (p.16).

Gantait et al., (2011) indican que la densidad estomatica se vera generalmente afectada en menor
proporcion por la induccion de ploidia. (p.487). Esto mismo ha sido determinado en las
observaciones por los estudios de induccidon de ploidia (Xu et al., 2016). La densidad estomatica
puede manifestarse como indicador en los niveles de ploidia en las plantas (Gomes et al., 2014).
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Cao et al. (2018) en su evaluacion morfoldgica de hibridos de Lilium FO describe como la
poliploidizacion ocasiond cambios significativos dentro de la morfologia de las hojas,

observando un tejido epidérmico mas esponjoso y mas grueso.

Sadat et al. (2017) y Tambong et al. (1998) mencionan que las modificaciones de los niveles de
ploidia presentan una relacion con los estomas; si se modifica el nimero de juegos de
cromosomas, estos pueden modificar las caracteristicas como el largo y ancho de los estomas y
la densidad estomatica de manera positiva o0 negativa, asi como la cantidad de cloroplastos que

presentan las células guardas de los estomas.

En este estudio no se logro contabilizar el nimero de cromosomas para determinar si hubo un
cambio del nivel de ploidia en las plantas tratadas con las diferentes dosis de colchicina, en las
variables citoldgicas se registraron diferencias entre las plantas tratadas con colchicina con
respecto a las plantas testigo, lo que podria indicar un cambio en el nivel de ploidia de las
mismas, segun lo reportado por algunos autores (Sadat et al. (2017); Gomes et al. (2014);
Ramirez et al. (2013); Gantait et al. (2011); Tambong et al. (1998)) donde indican que cambios

en el nivel de ploidia se refleja en la densidad de estomas y tamafio.

Los cambios morfoldgicos y citoldgicos y la tasa de sobrevivencia de las plantas tratadas con
dosis mas altas de colchicina (40 y 60 mg IY) indican que estas plantas sufrieron modificaciones
genéticas a nivel de cromosomas o0 mutaciones de ploidia que comprenden cambios en el nimero
de cromosomas, Segun Nielen et al. (2021) el uso de colchicina puede provocar este tipo de
mutaciones y pueden ser reflejadas en la altura de planta, cambios en las hojas, tamafio y nimero
de estomas y cloroplastos y puede provocar la mortalidad de algunas plantas (Cao et al. (2018);
Condori (2016); Amador (2019); Yand et al. (2006)).

20


https://www-sciencedirect-com.translate.goog/topics/agricultural-and-biological-sciences/spongy-tissue?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=es&_x_tr_hl=es-419&_x_tr_pto=sc

VI. CONCLUSIONES

Hubo cambios morfoldgicos en plantas tratadas con colchicina a nivel in vitro e invernadero.
A mayor concentracion de colchicina las plantas tuvieron menor tamafio, nimero de hojas

y raices en ambos cultivares.

A nivel citologico, en ambos cultivares la dosis 60 mg I de colchicina registré mayor
nimero de estomas por cm?, hubo un incremento en el tamafio y ndimero de cloroplastos por

estoma.
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VIl. RECOMENDACIONES

Determinar los niveles de ploidia de las plantas tratadas con colchicina utilizando citometria
de flujo y conteo de cromosomas para determinar si se obtuvieron nuevas variantes

genéticas.

Evaluar el comportamiento de las plantas tratadas con colchicina en condiciones de campo
para determinar sus caracteristicas productivas, fisiologicas, tolerancia a plagas y

enfermedades
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Vitroplantas de malanga de los cultivares Lilay Blanco evaluadas a los 23 dias después
de la aplicacion de colchicina
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Anexo 2. Vitroplantas de malanga (a=cultivar Lila; b=cultivar Blanco) tratadas con colchicina
en invernadero a los 50 dias después del trasplante

Anexo 3. Hojas de malanga de los cultivares Blanco y Lila tratadas con diferentes
concentraciones de colchicina (tratamientos TO, T10, T20, T40 y T60) utilizadas para la
evaluacion de las variables citoldgicas

10mg I 20mgl*  60mglt omgl*  10mgI* 20mglt  40mglt  60mg It
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Anexo 4. Separacion de medias segun Tukey (0.95% de confianza) a los 36 dias después de la

aplicacion de colchicina a vitroplantas de malanga Lila y Blanca, 2019

Altura de la planta

Numero de hojas

NuUmero de raices

(cm)
Cultivar
Lila 43 a 2.56a 3.76a
Blanca 3.27Db 2.72 a 2.98 b
Tratamiento
0 mg 6.05a 3.43a 5.25 ab
10 mg 6.11a 35a 5.58a
20 mg 411b 3.09a 4.08 b
40 mg 1.55¢ 1.93b 1.42c
60 mg 111c 125¢c 052c
Cultivar*tratamiento
Lila0 mg 7.46 a 3.45a 6.45a
Lila 10 mg 75a 3.8a 6.9a
Lila 20 mg 4.16 bc 2.82 ab 443D
Lila 40 mg 1.25d 1.73 cd 1d
Lila 60 mg 1.13d 1d 0d
Blanca 0 mg 4.64 b 34a 4.05b
Blanca 10 mg 4.72b 3.2a 4.25b
Blanca 20 mg 4.06 bc 3.37a 3.73 bc
Blanca 40 mg 1.85cd 2.12 bc 1.83 cd
Blanca 60 mg 1.1d 15cd 1.03d

Medias con letras iguales, no hay significancia estadistica.
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Anexo 5. Separacion de medias segin Tukey (0.95% de confianza) de las variables morfoldgicas
en invernadero a los 72 dias después del trasplante en vitroplantas de malanga Lila y Blanca,
2019

Altura de la Area foliar Diametro del Numero de

planta pseudotallo hojas
Cultivar
Lila 24.26 b 59.5b 0.78 a 2.99a
Blanca 29.56 a 79.03 a 0.77 a 2.69 a
Tratamiento
0 mg 30.41a 79.20 0.78 79.47b
10 mg 28.41 ab 70.76 0.78 1148 a
20 mg 26.14 ab 69.30 0.79 87.76 b
40 mg 27.65 a 73.18 0.78 82.48 b
60 mg 20.77 c 54.25 0.70 85.70 b
Cultivar*tratamiento
Lila0 mg 28.27b 64.02 cd 0.79 2.86 ab
Lila 10 mg 24.93 be 63.58 cd 0.81 3.38a
Lila 20 mg 25.61 bc 64.02 cd 0.82 2.94 ab
Lila 40 mg 20.02 cd 55.37d 0.74 2.82 abc
Lila 60 mg 10.27dc 30.78 d 0.60 2.50 be
Blanca 0 mg 32.44 a 92.49 a 0.77 2.38¢C
Blanca 10 mg 32.26 a 78.69 ab 0.75 3:00 ab
Blanca 20 mg 26.59 b 73.84 abc 0.77 2.62 bc
Blanca 40 mg 31.85a 85.17 a 0.80 2.55 bc
Blanca 60 mg 24.09 bc 61.66 bcd 0.74 2.74 bc

Medias con letras iguales, no hay significancia estadistica.
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