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Resumen

El objetivo fue determinar la DLsy Y RCsq € inducir variacion morfolégica en la variedad de jamaica
UAN-8 mediante rayos gamma para seleccionar plantas mutantes de interés agronémico en la
generacion M2. Las dosis de radiacién utilizadas fueron: 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900 y 1 000 Gy. Los experimentos se realizaron bajo condiciones de invernadero y campo
en Rio Grande, Villa de Tututepec, Oaxaca, durante el afio 2018. Se utilizé el disefio
experimental bloques al azar con cuatro repeticiones. En M;, se evaludé la emergencia de
plantula, supervivencia, altura y porcentaje de plantas con semilla. En M,, se registrd la variacion
morfolégica y se seleccionaron plantas mutantes. Los datos de supervivencia y altura de planta
se analizaron mediante una regresion no lineal para determinar la dosis letal y reductiva media
(DLsp y RCxp). La DLsg ¥ RCs, se encontré a 395.48 y 453.2 Gy, respectivamente. Las semillas M,
de dicha variedad produjeron plantas con variabilidad morfolégica en dosis desde 100 hasta 300
Gy. De estas plantas fue posible identificar seis genotipos mutantes promisorios. El genotipo
identificado como S7 L13 presentd caracteristicas morfolégicas deseables como mayor nimero
de célices rojo por planta y pubescencia ausente o muy débil, comparado con las plantas del
genotipo parental.
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Introduccion

La jamaica (Hibiscus sabdarifa L.) es una planta anual de la familia Malvaceae, que se cultiva
principalmente por sus célices. El consumo de los célices de jamaica se ha incrementado por su
actividad antioxidante (Frank et al., 2012), hipotensora (Herrera et al., 2004) y tratamiento del
perfil lipidico (Gurrola-Diaz et al., 2010), asi como tratamiento preventivo para el cancer
(Muhammad y Shakib, 1995; Pacheco-Oviedo et al., 2019). En México, el estado de Oaxaca es
el tercer productor de jamaica por superficie de siembra con 1 457 ha, con rendimiento promedio
de 350 kg ha™ (SIAP, 2019). La siembra de jamaica se realiza de temporal en 20 municipios
principalmente de la Costa Oaxaquefia. Las variedades tradicionales para la siembra son Criolla,
Sudan, Tempranillay Yersey acriollada.

El genotipo UAN-8, fue seleccionada dentro de 60 genotipos que se evaluaron en la Costa
de Oaxaca en diferentes localidades, por su rendimiento superior a 600 kg ha™ de calices secos,
resistencia a pudricion del tallo causado por Phythopthora parasitica Dastur y por su alto
contenido de bioactivos. Esta variedad ademas presenta excelente calidad de célices secos y
por ser éstos de tamafio tres veces mas grandes que la variedad criolla, la cosecha por jornal es
mayor (Ovando et al., 2018). Sin embargo, este genotipo presenta frutos y calices con un grado
de pubescencia media, lo cual dificulta la cosecha, ya que esta se realiza de manera manual y
ocasiona incomodidades después de un tiempo de estar manipulando los célices.

El genotipo UAN-8 fue empleado para generar un material de escasa a nula pubescencia
mediante cruzamientos o mutagénesis inducida con radiacion gamma. Este Ultimo método tiene
la ventaja de generar variabilidad genética y asi poder seleccionar materiales con
buenas caracteristicas de rendimiento y calidad, en menor tiempo en el proceso al emplear
un solo progenitor y generar variaciones en pocos caracteres, comparado con los métodos
convencionales de mejoramiento genético (Oladosu et al., 2016). Al respecto, Harding y
Mohamad (2009) reportan para jamaica que la RCs, de 754 Gy para la variedad Terengganu y
773.8 Gy para Arab. En otra variedad de Jamaica, Hanafiah et al. (2017) determinaron que la
DLs, para germinacion de semilla fue 477.8 Gy. También, Diaz-Lépez et al. (2016) determinaron
gue dosis de 50 Gy afectaron 28% la germinaciéon de una colecta de jamaica de la Costa de
Oaxaca.

Para iniciar un programa de mejoramiento genético por mutagénesis inducida con radiacién
gamma, es necesario determinar la dosis Optima que genere variacién genética con la mayor
probabilidad de éxito, asociado a la dosis letal y reductiva media (DLs, Y RCs). Esta dosis optima
es diferente aun entre variedades de la misma especie (Olasupo et al., 2016), por lo cual, es
importante el estudio de radiosensibilidad para el genotipo de interés. Por lo anterior, el objetivo
fue determinar la DLs, y RCs, € inducir variacion morfolégica en la variedad de jamaica UAN-8
mediante rayos gamma para seleccionar plantas mutantes de interés agronémico en la
generacion M,.

Materiales y métodos

Irradiacidon del material vegetal

La irradiacion de semillas de jamaica de la variedad UAN-8 se llevé a cabo en la planta de
irradiacion Moscafrut de SENASICA-SADER en Metapa de Dominguez, Chiapas, México, con el
equipo Gamma Beam 127 MDS Nordion con fuente de almacenamiento de 50 g de *°Co en seco,
con una razén de dosis de 0.029 Gy s™. Las semillas de Jamaica de la variedad UAN-8, con
11.2% de humedad en promedio, fueron expuestas a 10 dosis de radiacibn gamma: 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1 000 Gy, ademas como tratamiento control semillas sin
irradiar. Se utilizaron 75 semillas por dosis. Las dosis empleadas fueron de acuerdo con lo
reportado por Harding y Mohamad (2009).
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Radiosensibilidad de jamaica a los rayos gamma de Cobalto 60

La evaluacion de la sensibilidad de las semillas de jamaica UAN-8 a la radiacion gamma se llevo
a cabo en el Sitio Experimental Costa Oaxaquefia del Campo Experimental Valles Centrales
de Oaxaca-INIFAP, ubicado en Rio Grande, Villa de Tututepec, Oaxaca, cuyas coordenadas
geogréficas son 97° 25'19.37” latitud oeste, 19° 59’ 38.1" latitud norte y una altitud de 7 m. La
germinacion de las semillas irradiadas se llevé a cabo en charolas de unicel de 200 cavidades
con dimensiones de 2.5 de ancho y largo y 6 cm de profundidad, con sustrato peat moss®. A los
15 dias después de la siembra en charolas, se evalu6 la emergencia de semillas (se considero
como emergida, a la plantula cuyos cotiledones estaban por encima de la superficie del sustrato).

Ademas, se seleccionaron al azar 20 plantulas de jamaica por tratamiento, las cuales se
trasplantaron en campo bajo el sistema de siembra marco real con distancia de 1 m entre plantas
y surcos. La parcela experimental fue de 220 m® empleando un disefio experimental bloques
completamente al azar con cuatro repeticiones. Cinco plantas distribuidas en un surco de 5 m de
longitud se tomaron como repeticién, de las cuales tres plantas fueron la unidad experimental.

Las dosis de radiacion fueron consideradas como tratamiento. La fertilizacién mineral al suelo se
fraccion6 en dos partes, la primera aplicacion se realizé a los 30 dias después de la siembra
(dds) utilizando 10 g planta™ de la féormula N17-P17-K17, mientras la segunda aplicaciéon se
efectud a los 60 dds, 10 g planta™ de la férmula N46-P00-K0O. El riego se realizé por goteo.
El manejo de plagas como la hormiga (Atta spp.) se realizé con Imidaclorpid®. El control de
arvenses se llevé a cabo de forma manual.

Al momento de la cosecha de jamaica del tratamiento control, se evalué la supervivencia, altura
de planta y porcentaje de plantas con semilla. La supervivencia de plantas se calcul6 mediante la
formula PS= (namero de plantas vivas/cinco plantas al inicio del estudio)*100. La altura de planta
se midio a partir de la base del tallo hasta el apice terminal de la planta, se tomaron tres plantas
por repeticion del centro del surco. El porcentaje de plantas con semilla se calculé con la formula
PPS= (plantas con al menos una semilla con morfologia normal/nimero de plantas del
tratamiento)*100. Se considerd una semilla normal, aquella que no fue vana, bien formada y de
color café. Finalmente, se registré el menor y mayor nimero de semillas por planta.

Variacion morfoldgica y seleccion de mutantes en la generacion M,

Se seleccionaron al azar 20 semillas de jamaica de cada planta M; que produjo semilla, de
los tratamientos de 100 (20 plantas), 200 (19 plantas) y 300 Gy (6 plantas), para generar la
poblacion M, donde se incluyé la variedad parental como control (10 plantas). Se consideraron
solo estas dosis porque a partir de 400 Gy, las semillas obtenidas fueron vanas y no
desarrolladas. La siembra se realizd6 en campo en el Sitio Experimental Costa Oaxaquefia, el 12
de agosto de 2018. Se deposité una semilla por punto de siembra a 2 cm de profundidad, con el
arreglo de siembra marco real con 1 m de distancia entre plantas y surcos. El manejo agronémico
fue similar a la utilizada en la generacion M.

El disefio experimental utilizado fue bloques completamente al azar con cuatro repeticiones
(cinco plantas por repeticion). Con base en observaciones visuales en campo, se registraron
caracteristicas morfologicas de tallo, flor y caliz distintas al parental. Mientras, en cosecha se
seleccionaron plantas con mayor nimero de calices (bajo competencia completa) y escasa
pubescencia en cdlices, respecto al control. Las plantas seleccionadas fueron caracterizadas con
base en 11 descriptores morfolégicos de planta, flor y caliz (SAGARPA-SNICS, 2014). Los
colores se registraron con base en el libro de color de tejido de la planta de Munsell (Munsell
Color, 2012).
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Analisis de datos

Los datos de supervivencia y altura de planta de jamaica variedad UAN-8 fueron analizados por
Anova y la comparacién de medias con la prueba de Dunnett, 0.05. La DLs, y RCs, se
determinaron mediante los parametros del modelo Logistic Power.

Resultados y discusion

Radiosensibilidad de semillas de jamaica a los rayos gamma

La emergencia de plantulas de jamaica del genotipo UAN-8 no fue afectada por la radiacién
gamma (p>0.05), la cual se encontré entre 78 y 88%. Mientras que, la supervivencia de plantas
de jamaica fue afectada por la radiacion (p< 0.01), desde las dosis de 400 a 700 Gy, ésta fue
inferior al 50% y a partir de 800 Gy no hubo sobrevivencia (Cuadro 1). Las plantas que no
sobrevivieron sélo presentaron las hojas cotiledonales. La reduccién de la supervivencia de
plantas puede atribuirse principalmente a malformaciones en el ADN, producidas por la radiacién
gamma (Raut et al., 2021). Al respecto, en células mitéticas de Catharanthus roseus L., se
reporta mayor nimero de aberraciones con el incremento de la dosis de radiacibn gamma
(Murugan et al., 2015).

Cuadro 1.Emergencia, supervivencia y altura de planta de jamaica variedad UAN-8 en funcion de
la dosis de radiacién gamma *Co.
Dosis de radiacion Supervivencia de planta Altura de planta
Emergencia (%)

(Gy) (%) {cm)

0 82 100 111.7
100 88 100 108.3
200 82 95 103.7
300 79 80 82.1
400 87 35" 67.6
500 83 45" 36"
600 82 10" 46’
700 82 15 31.1°
800 79 0" -
900 78 0" -
1000 79 0" -

" = diferencia estadisticamente significativa respecto al control de acuerdo con Dunnett, p< 0.05; "= p< 0.01.

La radiacion produjo un efecto negativo en la altura de planta de jamaica UAN-8 (p< 0.05)
obtenidas con semillas con la dosis de 500 Gy, estas presentaron menor altura (<50%)
comparado con el control (Figura 1). Por el contrario, Hanafiah et al. (2017) no obtuvieron efectos
negativos significativos en la altura de planta de jamaica variedad Roselindo 2, en dosis de

100 hasta 600 Gy. Lagoda (2012), indica que la radiacion destruye muchas enzimas, lo cual
produce una baja divisién celular y crecimiento de la planta. Por su parte, Momiyama et al.
(1999) reportaron que el efecto negativo de la radiacién en la altura de planta de maiz puede
atribuirse a la destruccion de las auxinas.
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Figura 1. Aspecto de las plantas de jamaica UAN-8 en la generacion M, con dosis de 200 (a), 500 (b) y
600 Gy (c) y control (d).

La radiacion gamma también influyd el porcentaje de plantas de jamaica que produjeron
semillas. Las plantas de jamaica de los tratamientos 0, 100 y 200 Gy, presentaron semillas con
morfologia normal (no fue vana, bien formada y de color café), observandose una estimulacion
en la produccion de semillas por plantas, como sucedi6 con la dosis de 100 Gy, mientras en
dosis superiores, mas de 60% de las plantas sobrevivientes produjeron semillas anormales.

En dosis de 600 y 700 Gy, el efecto fue mas severo, sélo 10% en las plantas sobrevivientes
produjeron semillas con morfologia normal (Cuadro 2 y Figura 2). El decremento o nula
produccion de semillas por efecto de la radiacién gamma, se ha atribuido al incremento de
polen estéril (anormalidades meibticas como inversiones y traslocaciones), falta de estructuras
reproductivas en la flor y el aborto del embrién antes de la madurez (Kodym et al., 2012).

Cuadro 2. Porcentaje de plantas M, de jamaica UAN-8 con semilla, minimo y maximo de semillas por
planta en funcién de la dosis de radiacién gamma ®Co.
Dosis NUm. de plantas Plantas con semilla Num. de semillas por planta

(Gy) evaluadas (%) Minimo Maximo
0 20 100 140 750

100 20 100 50 1139

200 19 100 43 221

300 16 37.5 29 151

400 10 10 4 -

500 9 111 3 -

600 2 0 - -

700 3 0 - -

NUmero total de plantas de cuatro bloques.
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Figura 2. Aspecto de la capsulas y semillas de jamaica UAN-8 en la generacion M, con dosis de 500
Gy (ayb) y control (c).

Estudios de radiosensibilidad de jamaica variedad Terengganu y Arab mostraron la dosis letal
media para altura de planta a 754 y 773.8Gy a las dos semanas de la siembra de las semillas
(Harding y Mohamad, 2009). Hanafiah et al. (2017), determinaron la DLs, para germinacién de
semillas de jamaica variedad Roselindo 2 a 477.8 Gy de radiacion gamma ®Co. La DLs, y RCs
para UAN-8, se encontré a 396.48 y 453.2 Gy, respectivamente.

Los resultados obtenidos con esta variedad sugieren, que con menores dosis se puede obtener
variantes morfolégicas de interés agroindustrial y que durante el proceso de seleccion el
tiempo puede ser més corto. Sin embargo, en la generacion M, de los tratamientos de 400

y 500 Gy produjeron 10% de plantas de jamaica con pocas semillas y considerando el tipo

de reproduccion de esta especie (sexual), se sugiere dosis proximas a 300 Gy para generar
variabilidad genética con mayor probabilidad de éxito, (Cuadro 3).

Cuadro 3. DLs, y RCs, con radiacién gamma *°Co para supervivencia y altura de planta de jamaica
variedad UAN-8, estimados mediante el modelo Logistic Power.

Variable R2 Ecuacion DLso RCsp
Supervivencia  0.96 Y= 100.84/(1+(x/393.81)9) 395.48 -
Altura de planta  0.96 Y= 112.51/(1+(x/450.42)25") - 453.2

Variacion morfoldgica y seleccion de plantas mutantes en la generacion
M,

En un programa de mejoramiento genético asistido por mutagénesis inducida, la seleccion

de plantas mutantes potenciales inicia en la generacién M, y continGan en generaciones
subsecuentes (Oladosu et al., 2016). En la poblacion M, del genotipo de jamaica UAN-8 a 100,
200 y 300 Gy, se observaron cambios morfoldgicos en tallo, flor y céliz (Figura 3). Se observaron
cinco plantas de jamaica con flores de color rosa fuerte (5RP 5/10) (tres plantas en 100 Gy y
dos plantas en 200 Gy (Figura 3c y 3d), que contrastan al color rosa claro del parental (2.5R 8/4)
(Figura 3a).
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Figura 3. Aspecto de la flor, tallo y ciliz del genotipo de jamaica UAN-8 (3, e, g, i) y de la generacion M,
(b,c,d,f,h,jkyl).

Ademas, en 200 Gy, se observé una planta con una flor de seis pétalos (3b) que difiere al
parental con cuatro pétalos (Figura 3a). Se identificaron cuatro plantas con tallos de color rojo
mas palido (tres plantas en 100 Gy y dos plantas en 200 Gy; Figura 3f), mientras el parental
de color rojo (Figura 3e). En 200 Gy, se identificd una planta con una rama distinta, la cual
presentaba de dos a tres calices por punto de produccién (Figura 3h), mientras el parental s6lo
presentd un caliz por axila (Figura 3g).

Respecto a los cdlices, se identificaron cuatro plantas que presentaron célices de color rosa
(Figura 3l) y tres de color salmén con capsulas pequefias y semillas anormales, ambas en 100,
200 y 300 Gy (3)), el parental present6 calices de color rojo (Figura 3i). Asimismo, se identificaron
dos plantas con calices con pubescencia escasa 0 muy débil en 200 y 300 Gy (Figura 3K).

Con base en el criterio de seleccién de mayor nimero de calices por planta comparados con
el control (bajo competencia completa), se identificaron cinco individuos en los tratamientos
100, 200 y 300 Gy, cuyas caracteristicas morfolégicas de planta y céliz se presentan en el
Cuadro 4. Las plantas identificadas como S7 L13 y S8 L14 de dosis de 100 Gy fueron las que
presentaron mayor numero de calices comparados con el control (76.19 y 58.20%), de color
rojo y pubescencia similar al parental. En el tratamiento de 200 Gy, las plantas S1 L4y S2 L8
presentaron 48.14 y 40.21% mayor cantidad de célices con base en el control, de color rojo y
pubescencia media y ausente o débil.
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Cuadro 4. Caracteres morfoldgicos de plantas mutantes de jamaica seleccionadas en la
generacion M, de la variedad UAN-8.

100 Gy 200 Gy 300 Gy
S7L13 S8L14 S1L4 S21L8 S1L2 S3L1
HC Erectoa Erectoa Erectoa

Caracter Control

Erectoa Erectoa Erectoa Erectoa

extendido extendido extendido extendido extendido extendido extendido

CT Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo Rosa Rojo
AP 177.2 189.5 172.8 200.1 143.9 186.7 131.5
ARPF 10.6 55 4.1 3.2 5 19.15 39
DF 90 90 91 92 91 87 98
RPP 34 57 55 55 45 41 14
LC 5.78 5.41 5.93 5.16 5.73 5.48 5.1
DC 3.27 3.1 3.17 3.13 3.18 2.99 3.17
CcC Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo Rosa
CPP 189 333 299 280 265 268 91
PDC Media Media Media Media Ausente o Media Ausente o
muy débil muy débil

HC= hébito de crecimiento; CT= color ddl tallo; AP= alturade planta (cm); ARPF= atura de ramaa primer fruto (cm);
DF= dias afloracion; RPP=ramas por planta; LC= longitud del caliz (cm); DC= diametro de cdliz (cm); CC= color de
cdliz; CPP=cdlices por planta; PDC= pubescenciade caliz.

En 300 Gy, se identificé la planta S1 L2 con 40% célices de més respecto al control, de color

rojo y pubescencia similar al parental. Mientras, la planta etiquetada como S3 L1, se observaron
menor nimero de calices por planta respecto al control, se selecciond por presentar pubescencia
ausente o débil. La caracteristica de escasa pubescencia también se ha obtenido por efecto

de la radiaciébn gamma en la generacién M, de ajonjoli variedad Escoba a 300 Gy (Mussi et al.,
2016).

Conclusiones

En la generacién M;, la DL, y RCs, con rayos gamma de Cobalto 60 para semillas de la variedad
de jamaica UAN-8 se encontr6 a 396.48 y 453.2 Gy, respectivamente. Las semillas M, de dicha
variedad produjeron plantas con variabilidad morfologica en dosis desde 100 hasta 300 Gy. De
estas plantas fue posible identificar seis genotipos mutantes promisorios. El genotipo identificado
como S7 L13 presento caracteristicas morfologicas deseables como mayor nimero de calices
rojo por planta y pubescencia ausente o muy débil, comparado con las plantas del genotipo
parental.
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