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ABSTRACT

The objective was to estimate the lethal and median reductive doses with gamma radiation, in seeds of Clitoria ternatea
var. Tehuana, to induce genetic variation. Ten (10) doses of radiation (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 and
1000 Gy) were used, plus one control (without radiation). The experimental design was completely random with three
repetitions. The germination was evaluated 12 days after sowing (das), while the survival, plant height, stem diameter,
number of leaflets and leaf area, at 30 das. The data were analyzed through ANOVA and the means comparison with the
Dunnett test. The LDsg and GRgq for plant survival and height were estimated through linear regression. The radiation
did not influence the germination and stem diameter; however, the survival was reduced significantly starting at 300
Gy, compared with the control (39.16%). Meanwhile, for plant height, leaflet number and leaf area it was from 100, 200
and 400 Gy (15.24, 22.54 and 70.26 %). The LDsg and GRsg was estimated at 350.91 and 306.1 Gy. The dose of gamma

radiation to induce genetic variation in Clitoria ternatea var. Tehuana is suggested at between 306 and 350 Gy.
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RESUMEN

El objetivo fue estimar la dosis letal y reductiva media en semillas de Clitoria ternatea var. Tehuana con radiacion gamma
para inducir variacion genética. Se utilizaron 10 dosis de radiacion (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000
Gy) mas un control (sin irradiar). El disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones. Se evaluo la
germinacion a 12 dias después de la siembra (dds), mientras que la supervivencia, altura de planta, diametro de tallo,
numero de foliolos y area foliar, a los 30 dds. Los datos fueron analizados mediante ANOVA y la comparacion de medias
con la prueba de Dunnett. La DLsg y GR5g para supervivencia y altura de planta se estimaron mediante regresion lineal. La
radiacion no influyd en la germinacion y diametro de tallo; sin embargo, la supervivencia se redujo de manera significativa
a partir de 300 Gy comparado con el testigo (39.16%). Mientras que, para altura de planta, nimero de foliolos y area foliar
fue a partir de 100, 200 y 400 Gy (15.24, 22.54 y 70.26 %). La DLsg y GRsg se estimo a 350.91 y 306.1 Gy. La dosis de

radiacion gamma para inducir variacion genética en Clitoria ternatea var. Tehuana se sugiere entre 306 y 350 Gy.
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INTRODUCCION
n las regiones tropicales Clitoria ternatea (Fabaceae) es una especie
importante para forraje por su aporte de nutrientes para los rumian-
tes (Villanueva-Avalos et al., 2004). C. ternatea se ha utilizado para la
alimentacion de ganado productor de carne y leche, ademas es alta-
mente palatable por lo que es preferida por el ganado sobre otras legumino-
sas (Michael-Gomez y Kalamani, 2003). No obstante, se requiere incrementar
el rendimiento de biomasa y capacidad de rebrote mediante programas de
mejoramiento. La base del mejoramiento genético de cultivos depende de la
magnitud de la variabilidad genética. Sin embargo, se reporta que C. ternatea
presenta baja diversidad genética (Bishoyi et al., 2014; Ali et al., 2013).

Un factor que favorece la generacion de diversidad genética es la mutacion,
la cual puede ser natural o inducida. La mutagénesis inducida genera mayor
frecuencia de mutaciones comparado con las mutaciones naturales, sien-
do la radiacion gamma un mutageno efectivo para inducirlas en plantas de
importancia econdmica (http://mvd.iaea.org). La radiacion gamma produ-
ce mutaciones multiples en el genoma objetivo como sustitucion de base
simple e inserciones/deficiencias (Li et al., 2016). Sin embargo, se requiere
determinar la dosis Optima que genere la mayor frecuencia de mutaciones
favorables en el genotipo de interés. La dosis Optima de radiacion esta rela-
cionada con los parametros dosis letal media y reductiva media de la primera
generacion irradiada (DLsg y GRsp), por ello su determinacion es importante
(Angeles-Espino et al., 2013). Por lo anterior, el objetivo del presente estudio
fue estimar la dosis letal y reductiva media en semillas de C. ternatea var.
Tehuana con rayos gamma (69Co) y el efecto sobre la germinacion, super-
vivencia, altura de planta, diametro de tallo, numero de foliolos y area foliar.

MATERIALES Y METODOS

La irradiacion de las semillas de C. ternatea var. Tehuana se efectuo en la
planta de irradiacion de Moscafrut dependiente de la SAGARPA, ubicado en
Metapa de Dominguez, Chiapas, México, con el equipo panoramico Gamma
Beam 127 MDS Nordion, con fuente de almacenamiento de 50 g %0Co en
seco, con una razon de dosis de 0.029 Gy 5™ Las semillas fueron expuestas
a dosis de radiacion gamma de 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900 y 1000 Gy, se utilizaron 75 semillas por dosis con 10.16% de humedad.

La evaluacion del efecto de la radiacion gamma en las semillas de C. terna-
tea se realizo bajo condiciones de invernadero en el Campo Experimental
Rosario Izapa del INIFAP, ubicado en Tuxtla Chico, Chiapas (14° 40" 16.1" N,
92° 42' 59.1" O, y 435 m de altitud). La siembra se realizo un dia despueés de
la irradiacion de las semillas, en charolas de germinacion con cavidades de
5.2 cm de diametrox10 cm de profundidad, donde se utilizd como sustrato
peatmoss®. Se utilizd un disefio experimental completamente al azar con
tres repeticiones, cada repeticion consistio de 25 cavidades donde se depo-
sitd una semilla de C. ternatea var. Tehuana por cavidad.

Las variables evaluadas fueron el porcentaje de germinacion de semillas 12
dias después de la siembra (dds), mientras que la supervivencia de plantas,
altura de planta, diametro de tallo, numero de foliolos y area foliar, se re-
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gistré a los 30 dds. La germina-
cion y supervivencia, se calcula-
ron con las siguientes ecuaciones:
PG=(Numero de semillas germina-
das a los 12 dias/25 semillas)x 100,
y PS=(numero de plantas vivas por
repeticion/numero de plantas ger-
minadas a los 12 dds)x100. Para
altura de planta, numero de foliolos
y area foliar, la evaluacion se efec-
tuo en cinco plantas por repeticion,
15 plantas en total por tratamiento.
Respecto al area foliar se determino
con el integrador de area foliar LI-
COR, LI 3100 (tres determinaciones
por planta).

Los datos se analizaron mediante
ANOVA y la comparacion de medias
con respecto al control se efectua-
ron con la prueba de Dunnett con
una confiabilidad del 95%; para al-
tura de planta, diametro de tallo,
numero de foliolos y area foliar solo
se analizaron dosis desde 100 hasta
400 Gy, ya que en dosis de 500 vy
600 Gy hubo menos de cinco plan-
tas por repeticion. La DlLsg y GRso
para supervivencia y altura de plan-
ta, se estimaron mediante los pa-
rametros de modelos de regresion
lineal simple. En todos los analisis
efectuados se comprobaron los su-
puestos de normalidad de datos de
cada modelo estadistico; cada uno
de ellos se realizd en SAS version 9.0
(SAS, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

La radiacion gamma no influyd
en la germinacion de semillas de
C. ternatea var. Tehuana (p>0.05,
cv=91). En el tratamiento control
se registro 81.5% de germinacion,
mientras en los tratamientos con
radiacion la germinacion oscilo en-
tre 71.5 y 785 % (Figura 1A). Estos
resultados son congruentes con los
reportados por Galvez-Marroquin et
al. (2017), que mostraron que dosis
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de 100 hasta 1000 Gy no influyen en la germinacion de
semillas de soya (Glycine max L.) var. Huasteca 100. Por
el contrario, en semillas en Zinnia elegans, la capacidad
de germinacion fue reducida en dosis de 100 y 125 Gy
comparado con el control (Pallavi et al., 2017). Otros
estudios, determinaron dosis de 25 Gy hasta 200 Gy, y
promovieron la germinacion, velocidad de germinacion
e indice de vigor en Terminalia arjuna (Akshatha et al.,
2018). En cuanto al factor genético, el nivel de ploidia,
contenido de ADN vy fase del ciclo celular influyen en la
sensibilidad a la radiacion gamma (Lagoda et al,, 2012).
Asimismo, el contenido de humedad en las semillas afec-
ta la germinacion de semillas tratadas con rayos gamma
como reporta Minisi et al. (2013) en Molucella laevis L.
a los 10 dds; semillas humedecidas con agua 12 horas
antes de la irradiacion presentaron menor germinacion
comparado con semillas sin tratamiento previo.

La radiacion gamma influyo en la supervivencia de plan-
tas de C. ternatea var. Tehuana (P<0.05, cv=16.09). En
dosis de 100 y 200 Gy la supervivencia de plantas fue
similar al control (98.33 y 91.24%), mientras tanto, a partir
de dosis de 300 hasta 600 Gy, la supervivencia se afecto
de manera significativa con promedios de 60.84% hasta
5.83%; y dosis superiores a 600 Gy provocaron 100% de
mortalidad de plantas (Figura 1B). Estos resultados son
congruentes con lo reportando por Ulukapi y Ozmen
(2018), quienes mostraron una disminucion de la super-
vivencia de las variedades de Phaseolus vulgaris L. F16'y
Efsane, con el incremento de la dosis de radiacion gam-
ma. Ademas, Minisi et al. (2013) concluyen que dosis al-
tas de radiacion reducen la germinacion, supervivencia y
altura de planta de Molucella laevis L. Esto puede ser de-
bido a dafios genéticos vy fisiologicos en las plantas por
efecto de la radiacion gamma (Kamaruddin et al., 2016).
Asimismo, se reporta que la supervivencia de plantas a la
madurez depende de la naturaleza y el alcance del dafio
cromosomico (Kiong et al., 2008). En cuanto a dafios
en cromosomas por radiacion, Ahirwar (2015) reporta en
células mitoticas de Allium cepa L. incremento de abe-
rraciones cromosomicas como dicéntricos, tricentricos,
deficiencias y fragmentos aceéntricos con el incremento
de la dosis de radiacion gamma.

En la altura de planta de C. ternatea var. Tehuana, la ra-
diacion gamma provoco efectos significativos (p<0.05,
cv=6.64). Se registro una tendencia gradual hacia pro-
medios inferiores de altura de planta con el incremen-
to de la dosis de radiacién gamma (Figura 1C). A partir
de dosis 300 Gy, la altura de las plantas fue 50% menor

comparado con el control. Las plantas con menor al-
tura se observaron en dosis de 500 Gy. Estos resulta-
dos son congruentes con los reportados por Grover y
Khan (2014), quienes obtuvieron reduccion de la altura
de planta de avena (Avena sativa L.) con dosis de 10 Gy
hasta 25 Gy. El efecto negativo en la altura de planta pue-
de estar relacionado con la reduccion de reactividad al
acido indolacético por la radiacion gamma (Miura et al.,
1974). Asimismo, puede ser atribuido a menor division
celular, como se reporta en Phlox drummondii (Ramesh
y Verma, 2015). En otra variable, como el didmetro de
tallo de C. ternatea var. Tehuana, la radiacion no afecto
(p>0.05, cv=5.65). El promedio de diametro de tallo en
los tratamientos de irradiacion y en el control fue de 2
mm (Figura 1D). Wang et al. (2017) encontraron en do-
sis de 200 y 400 Gy promedios de diametro de tallo de
Sophora davidii similares al control, por el contrario, en
dosis de 600 y 800 Gy, obtuvieron los mayores didme-
tros de tallo (3.86 y 3.93 mm).

La radiacion gamma afectd de manera significativa el nu-
mero de foliolos promedio de C. ternatea var. Tehuana
(p<0.05, cv=16.73). En dosis de 100 Gy, la media de fo-
liolos por planta fue similar al tratamiento control (9 y 11
foliolos por planta, respectivamente). Mientras en dosis
de 200, 300, 400 y 500 Gy, se registraron diferencias sig-
nificativas comparados con el control. En dosis de 500
Gy se reqistro el menor numero de foliolos por planta
(Figura 1E). Por su parte, Yadav (2016) reportan en dosis
de radiacion desde 100 hasta 250 Gy, mayor numero de
hojas de Canscora decurrens, mientras que dosis de 300
hasta 500 Gy, registraron un efecto negativo en el nu-
mero de hojas. El menor numero de foliolos por planta
esta asociado a menor desarrollo de plantas tratadas con
altas dosis de radiacion gamma.

Respecto al area foliar por planta, la radiacion gamma
influyd en el area foliar (p<0.05, cv=15.65). Dosis de
100, 200 y 300 Gy, presentaron promedios de area fo-
liar similares al control (33.16, 3246, 27.04 y 37.01 cm?).
Por el contrario, las plantas de C. ternatea obtenidas de
semillas tratadas con dosis de 400 Gy registraron la me-
nor media de area foliar (Figura 1F), esto relacionado al
menor numero y forma de los foliolos. Los foliolos de
las plantas de 400 Gy presentaron formas elipticas en
contraste con el control que fueron aovado a eliptico
oblongo. Singh et al. (2013) reportan menor area de la
hoja bandera de trigo con dosis de radiacion gamma 10
Gy comparado con el control. Mientras, El-Khateeb et
al. (2016) reporta el mayor promedio de area foliar en
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Figura 1. Efecto de la radiacion gamma en semillas de C. ternatea var. Tehuana: A) Germinacion de semillas, B) Su-
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pervivencia de planta, C) Altura de planta, D) Didmetro de tallo, E) Numero de foliolos y F) Area foliar

Philodendron scandens a 50 Gy vy la
menor media a 200 Gy.

Dosis letal y reductiva media

La dosis letal y reductiva media son
parametros basicos de estudios de
radiosensibilidad a los rayos gam-
ma en especies vegetales para ini-
ciar un programa de mejoramiento
genético asistido por induccion de
mutageénesis; su importancia radica
en su uso para inducir mutaciones
favorables en el material genético
objetivo (Hernandez-Mufioz et al,,
2017, Angeles-Espino et al., 2013).
En este sentido, Talukdar (2011) al
irradiar semillas de C. ternatea var.
CAZR-1466 a 250 Gy de rayos gam-
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ma, identificd en la generacion M3
el mutante CR2 con alta tolerancia
a 130mM de NaCl. En el presente
estudio la DLsg para superviven-
cia de plantas de C. ternatea var.
Tehuana se estimo a 35091 Gy
y la GRsg para altura de planta a
306.22 Gy. Estas estimaciones se
realizaron con modelos de regre-
sion lineal simple con coeficien-
tes de determinacion superiores

al 0.9, que indica que mas del 90%
de la respuesta de la superviven-
cia y altura de plantas fue debido
a la radiacion gamma (Cuadro 1y
Figura 2). En otras fabaceas, como
Vigna unguiculata genotipos Naka-
re, Shindimba y Bira, la DLsg fue a
165.24,198.69 y 689 Gy, de manera
respectiva (Horn y Shimelis, 2013),
mientras, en Vigna radiata L., fue a
©19.875 Gy (Roslim et al., 2015).

Cuadro 1. DL y GRsg para supervivencia y altura de planta de C. ternatea var. Tehuana por
efecto de la radiacion gamma 6°Co, estimados mediante regresion lineal.

Variable ‘ Pr>F ‘ R? ‘ Ecuacion ‘ DLsg ‘ GRsg
Supervivencia <.0001 0.9180 Y=109.9325-0.17079x 350.91 -
Altura de planta <.0001 0.9523 Y=15.20810-0.02589x - 306.22
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Figura 2. Efecto de la radiacion gamma en C. ternatea var. Tehuana: A) Supervivencia de plantas y B) Altura de planta,

y sus respectivas simulaciones mediante regresion lineal.

En razon de lo anterior, dosis de radiacion gamma entre
306 y 350 Gy pueden inducir variacion genética en C.
ternatea var. Tehuana.

CONCLUSIONES

El incremento de la dosis de radiacion gamma 0co,
tiene un efecto de disminucion de la supervivencia, al-
tura de planta, numero de foliolos y area foliar de Clito-
ria ternatea var. Tehuana, excepto para germinacion vy
diametro de tallo. A partir de dosis de radiacion de 100
Gy se observan efectos negativos en las variables de es-
tudio de manera significativa. Dosis de radiacion gam-
ma %°Co desde 306 hasta 350 Gy pueden ser utilizadas
para inducir variacion genética en Clitoria ternatea var.
Tehuana.
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