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RESUMEN

La malanga [Colocasia esculenta (L.) Schott] es uno de los cultivos mas importantes en
el mundo en desarrollo. Sus cormos comestibles son una rica fuente de carbohidratos y
minerales. El cultivo de la malanga requiere altas condiciones de humedad, por lo que
el déficit hidrico afecta su crecimiento y productividad. La seleccién in vitro de plantas
ofrece ventajas sobre la seleccibn en campo pues ahorra tiempo, recursos y permite
trabajar con mayores volumenes de individuos. Para este tipo de seleccidon es necesario
establecer una serie de condiciones. El objetivo del presente trabajo fue determinar la
dosis letal media de Polietilenglicol 6000 (PEG-6000) para la seleccion temprana de
tolerancia a la sequia en plantas in vitro del cultivar de Colocasia ‘Islefia Rosada
Escambray’. Las plantas fueron sometidas a cuatro concentraciones de PEG-6000 (50,
100, 150 y 200 g.L') en medio de cultivo semisélido de multiplicacién, y un tratamiento
control sin la presencia de esta sustancia. Como indicadores de estrés se evaluaron las
variables altura de la planta, nUmero de hojas, numero de brotes, area foliar y masa
fresca. En las plantas sometidas a estrés se observé una disminucion en la altura y el
namero de brotes, asi como el peso fresco. Teniendo en cuenta estos resultados, el uso
128 g.L! del PEG-6000 como agente inductor de estrés hidrico, podria permitir la
seleccién de plantas in vitro de malanga Colocasia tolerantes a la sequia.

Palabras claves: area foliar, dosis letal media, malanga, osmoestresante.

DETERMINATION OF THE MEAN LETHAL DOSE OF POLYETHYLENE
GLYCOL 6000 FOR THE EARLY SELECTION OF DROUGHT
TOLERANCE IN VITRO PLANTS OF Colocasia

ABSTRACT

Taro [Colocasia esculenta (L.) Schott] is one of the most important crops in the
developing world. Its edible corms are a rich source of carbohydrates and minerals. Taro
cultivation requires high humidity conditions, so water deficit affects its growth and
productivity. The in vitro selection of plants offers advantages over field selection as it
saves time, resources and allows working with larger volumes of individuals. For this
type of selection, it is necessary to establish a series of conditions. The objective of this
work was to determine the mean lethal dose of Polyethylene Glycol 6000 (PEG-6000)
for early selection of tolerance to drought in in vitro plants of the Colocasia cultivar
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'Islefia Rosada Escambray'. The plants were subjected to four concentrations of PEG-
6000 (50, 100, 150 and 200 g.L!) in semisolid multiplication culture medium, and a
control treatment without the presence of this substance. As stress indicators, the
variables plant height, number of leaves, number of shoots, leaf area and fresh mass
were evaluated. In plants subjected to stress, a decrease in height and number of
shoots, as well as fresh weight, was observed. Taking these results into account, the
use of 128 g.L* of PEG-6000 as an inducing agent of water stress could allow the
selection of in vitro plants of the taro that are tolerant to drought.

Keywords: leaf area, mean lethal dose, taro, osmostress.

INTRODUCCION

La malanga Colocasia esculenta (L.) Schott es uno de los cultivos alimentarios mas
importantes en el mundo en desarrollo. Sus cormos comestibles son una rica fuente de
carbohidratos y minerales. Ademas, la tarina, una glicoproteina obtenida de la malanga,
se utiliza con fines medicinales, como antitumorales, actividades antihiperglucémicas y
antihiperlipidémicas (Pereira et al., 2020; Gouveia et al., 2020). Mas del 95 % de las
especies estan presentes desde los tropicos siempre humedos hasta los bosques
templados y pueden crecer en hébitats acuaticos o aridos (Puebla y Pra’mparo, 2019).
La produccion de malanga a menudo amenazada por la escasez de agua reduce al
90% del rendimiento o pérdida total del cultivo (Ravi y Chowdhury, 1997). EIl factor
principal que limita el crecimiento de este cultivo es la cantidad de humedad del suelo
disponible para el cultivo durante la temporada de crecimiento.

Esta problematica ha llevado a pensar en la necesidad de contar con genotipos
tolerantes al déficit hidrico, ya que para su produccion el agua constituye uno de los
factores mas limitantes (Vanhove et al., 2012). La seleccién de cultivares tolerantes en
condiciones de campo es compleja debido a dificultades en los manejos agricolas, las
variaciones fenotipicas y la ocurrencia de eventos lluviosos inesperados (Placide et al.,
2012). En su lugar, la seleccion in vitro ofrece mdltiples ventajas, entre ellas que se
pueden controlar las condiciones de cultivo, permite el trabajo con grandes volimenes
de individuos en espacios mas reducidos, y ahorra tiempo y recursos. Ademas, existe
una correlacion en las respuestas de las plantas en condiciones in vitro e in vivo
(Mohamed et al., 2000; Sahoo et al., 2018).

Por otra parte, para seleccionar in vitro plantas tolerantes a déficit hidrico es necesario
simular este tipo de estrés bajo estas condiciones. Como agentes inductores de estrés
a nivel de laboratorio se usan sustancias denominadas ‘osmoestresantes’ que al
incorporarse a los medios de cultivo disminuyen su potencial osmatico, retienen las
moléculas de agua y dificultan su absorcion por parte de los tejidos vegetales. De esta
manera se puede inducir en las plantas una sequia fisiolégica. Algunos ejemplos de
sustancias osmoestresantes son el manitol, sorbitol, sacarosa y polietilenglicol (PEG).
De todas ellas, la ultima es una de las mas empleadas (Rai et al., 2011).

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar la dosis
letal media de Polietilenglicol 6000 (PEG-6000) para la seleccion temprana de
tolerancia a la sequia en plantas in vitro del cultivar de Colocasia ‘Islefia Rosada
Escambray’.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales
(INIVIT) en el municipio de Santo Domingo, provincia de Villa Clara.

Material vegetal

Se emplearon plantas in vitro del cultivar de Colocasia esculenta (L.) Schott. ‘Islefia
Rosada Escambray’ en fase de multiplicacién en el tercer subcultivo, propagadas por
organogenesis segun el protocolo propuesto por Garcia et al., (1999) y Santos et al.,
(2017). A partir de las plantas se obtuvieron explantes de aproximadamente 0,5 cm de
diametro y 1,0 cm de altura que fueron colocados en el medio de cultivo empleado para
el estudio.

Medio de cultivo

Se utiliz6 un medio de cultivo semisélido de multiplicacion, compuesto por sales MS
(Murashige y Skoog, 1962), sacarosa 30 g.L'; 6-BAP 3 mg.L?; AIA 1 mg.Lt; miolnositol
0,1 g.L 'y Agar 2,5 gl (Garcia et al., 1999).

Para inducir el estrés hidrico in vitro se adiciono al medio de cultivo el PEG 6000. Las
plantas fueron sometidas a cuatro concentraciones de PEG-6000 (50, 100, 150 y
200 g.L'1) en medio de cultivo semisélido de multiplicacién, y un tratamiento control sin
la presencia de esta sustancia. El pH fue ajustado a 5,7 con NaOH (0,5 N) y/o HCI
(0,5 N), y el medio de cultivo se distribuyd en tubos de ensayo de vidrio de 150 mm de
largo x 26 mm de diametro (10 ml por tubo). Posteriormente se esterilizaron en
autoclave a 121°Cy 1,2 kg cm de presion durante 15 min.

Condiciones de crecimiento

Las condiciones de cultivo utilizadas fueron temperatura de 27+2,0°C e iluminacion
artificial mediante tubos fluorescentes, con régimen de 16 horas de luz a una densidad
de flujo de fotones fotosintéticos (FFF) de 62-68 umol m?s?). Luego de 21 dias bajo
estas condiciones, se evaluaron las variables altura de las plantas, area foliar, masa
fresca, numero de brotes y nimero de hojas.

Altura de las plantas (cm): Fue medida con una regla graduada desde la base de la
planta hasta el punto de insercion en el pseudotallo de la ultima hoja completamente
emitida.

Area foliar (AF): Se calcul6 de acuerdo con el método de medicion lineal descrito por
Biradar et al. (1978). La longitud y el ancho de la hoja se multiplicaron por 0,917 para
calcular el area de la hoja (AF = longitud x ancho x 0,917).

La masa fresca (MF) se obtuvo tras pesar las plantas inmediatamente después de

extraerlas de los tubos de cultivo, se utilizé una balanza analitica (SARTORIUS), la cual
fue expresada en gramos de masa fresca (gMF).

Procesamiento estadistico

El experimento fue repetido tres veces, en cada una se emplearon 20 plantas para cada
tratamiento, para un total de 60 plantas respectivamente. Para el analisis estadistico de
los datos experimentales se empleé el programa SPSS Statistics ver. 25.0 para
Windows. Para el procesamiento de los resultados se comprobé la normalidad y la
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homogeneidad de varianzas por las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene,
respectivamente. Las medias de los tratamientos se compararon utilizando la prueba de
rangos multiple de Tukey (p<0,05).

Para calcular la DL50 se realizé un analisis de regresion lineal y se graficd las
correlaciones de los diferentes descriptores morfolégicos vy fisioldgicos utilizando Excel.

RESULTADOS Y DISCUSION

A los 21 dias de cultivo se observo una reduccion de todas las variables evaluadas en
presencia de PEG 6000, cuando fueron comparadas con las plantas del tratamiento
control (Tabla 1). Los tratamientos con 150 y 200 g.L? del agente osmoestresante no
fue posible calcular el area foliar de las plantas pues no emitieron hojas.

Tabla 1. Respuesta al estrés hidrico inducido por el polietilenglicol 6000 (PEG 6000), en
indicadores morfolégicos y fisioldgicos, en el cultivar de Colocasia ‘Islefia Rosada
Escambray’.

‘prosoe Awraem MTEESE e Tem M
1 (Control) 2,14 a 3,00 a 193 a 1,19 a 0,94 a
2(50g.LY) 1,73 b 153b 1,33b 0,23 b 0,60 b
3(100g.L Y 1,22c 153b 0,13 c 0,26 b 0,44 bc
4 (150 g.LY) 1,18 c 0,90 bc Oc Ob 0,40 bc
5 (200 g.LY) 0,54d 0,27 c Oc Ob 0,18 c

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren estadisticamente para p<0,05 segun la
prueba de Tukey.

Resultados similares fueron obtenidos por Sahoo et al., (2006) al utilizar 118 g.L* de
PEG-6000, en la induccion de stress osmotico en tres cultivares hibridos de Colocasia.

Moreno-Bermudez et al., (2017) determinaron que la minima concentracion de
PEG-6000 para seleccionar in vitro plantas de Musa spp. tolerantes al déficit hidrico
puede ser 3 %, en los cultivares ‘Grande naine’ (AAA) y ‘Pelipita’ (ABB). Con esta dosis
disminuyeron significativamente las variables altura de la planta, area foliar, masa
fresca y masa seca.

En la figura 1 se presentan las graficas de tendencia, ecuacién de regresion lineal y
Coeficiente de determinacion (R?) para cada variable morfoldgica y fisiolégica evaluada
del cultivar ‘Islefia Rosada Escambray’. En las variables evaluadas la curva de ajuste
con base a la ecuacion lineal mostré una correlacion negativa entre cada variable y las
dosis de PEG 6000.

Tomando en cuenta el R? de cada variable altura de planta (0,957), nimero de brotes
(0,9013), hojas abiertas (0,8394), area foliar (0,6515) y peso fresco (0,8827), se
selecciono la variable altura de plantas para calcular la DLso por presentar el coeficiente
de determinacién superior al resto de variables indicando un mejor ajuste. A partir del
modelo obtenido, se obtuvo una DLso de 128 g.L* de PEG-6000. Este valor puede ser
utilizado como concentracion selectiva para la identificacion in vitro de posibles
mutantes tolerantes a la sequia.
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Figura 1. Correlaciones de los diferentes descriptores morfoldgicos y fisiologicos frente
al PEG-6000 en el cultivar ‘Isleia Rosada Escambray’. A: Numero de brotes; B: Altura;
C: Numero de hojas; D: Peso fresco; E: Area foliar. A los 21 dias de cultivo.

Resultados similares fueron obtenidos por Susetio et al. (2019) en cultivares
tetraploides de Colocasia, obteniendo una DLso entre 121,6 y 135,4 g.L! de PEG
(6000).

Mancilla-Alvarez et al. (2019) en estudios realizados con diferentes métodos de
conservacion en Malanga Colocasia, lograron obtener alta formacion de brotes al
utilizar entre 10y 20 g.L"* de PEG (8000).

Se observaron diferencias en el nimero de brotes y la altura entre plantas sometidas a
estrés hidrico y el control. Estas diferencias comenzaron a notarse a partir de los
10 dias del periodo experimental, y fueron significativas al finalizar el experimento a los
21 dias de cultivo (Figura 2).
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Figura 2. Plantas in vitro de malanga cv. ‘Islefia Rosada Escambray’ sometidas a estrés
hidrico inducido por Polietilenglicol 6000 en medio de cultivo de multiplicacion a los
21 dias de cultivo.

CONCLUSIONES

A partir del modelo obtenido, se obtuvo una DLso de 128 g.L! de PEG-6000. Este valor
puede ser utilizado como concentracion selectiva para la identificacion in vitro de
posibles mutantes tolerantes a la sequia en Colocasia.
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