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Resumen

El mejoramiento genético via mutagénesis radioinducida es un método eficaz para aumentar la
variabilidad en plantas, permitiendo inducir caracteristicas deseadas ausentes en la naturaleza
0 pérdidas durante la evoluciéon o procesos de mejoramiento genético. Esta investigacion
se desarrolld con el objetivo de producir lineas mutantes de Echeveria sp. utilizando rayos
gamma, con el fin de optimizar protocolos necesarios para ofrecer mas opciones y variedad en
el mercado de suculentas en Costa Rica. Se demostrd que el tratamiento de desinfeccion con
incubacion por 20 min en NaOCI, presentd un 46.9 % de explantes asépticos. El medio con
50 % de sales MS y 6 g.L" de gelificante resultd ser es el mas efectivo para la multiplicacion
y la reduccion de la hiperhidricidad en los explantes. Hojas de vitroplantas de Echeveria sp.
fueron tratadas con dosis de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 Gy de radiacién gamma. Se determiné
que la DL, para hojas de vitroplantas corresponde a 23.16 Gy. Posteriormente, los explantes
irradiados fueron subcultivados en el medio de multiplicacion para inducir su brotacion y
después de 6 subcultivos, fueron aclimatadas en invernadero. Los protocolos de irradiacion y
micropropagacion de Echeveria sp. demostraron ser eficaces, ofreciendo un valioso recurso
para el mejoramiento genético de la especie y facilitando la transferencia de nuevas variedades
a los productores de plantas ornamentales.

Keywords
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Abstract

Radioinduced mutagenesis is a powerful tool for enhancing genetic variability in plants, enabling
the induction of desired traits, absent in nature or lost through evolution and breeding. This
study aimed to generate mutant lines of Echeveria sp. using gamma rays, expanding the variety
of succulents available in Costa Rica. A disinfection treatment using 20 min of incubation in
NaOCI resulted in 46.9 % aseptic explants. The medium containing 50 % MS salts and 6 g.L"
of gelling agent proved to be the most effective for explant multiplication and hyperhydricity
reduction. Leaves from Echeveria sp. vitroplants were exposed to gamma radiation doses of
0, 20, 40, 60, 80 and 100 Gy. The LD, for vitroplant leaves was determined to be 23.16 Gy.
Irradiated explants were subcultured in multiplication medium to promote sprouting and, after
six subcultures, successfully acclimatized in greenhouse conditions. The established irradiation
and micropropagation protocols proved to be effective for mutation induction in Echeveria sp.,
offering an innovative resource for developing new ornamental varieties and supporting their
adoption by succulent producers.

Introduccién

Echeveria sp. es un género de plantas perennes y suculentas pertenecientes a la familia
Crassulaceae, cuyo centro de origen radica en el continente americano [1]. Dada su relevancia
ornamental, las plantas de este género han experimentado un crecimiento significativo en
términos de mercado [2]. Su atractivo visual, facilidad de cuidado y diversidad de formas
y colores, las convierten en una opcién popular para hogares y negocios [2]. Dado esto, la
demanda de nuevas variedades con caracteristicas Unicas y distintivas sigue creciendo [2].
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El mejoramiento genético via mutagénesis radioinducida es un método eficaz para obtener
mayor variabilidad genética en plantas [3]. Adicionalmente, es descrita como una herramienta
valiosa para obtener nuevas variedades con caracteristicas Unicas y distintivas que satisfagan
la creciente demanda del mercado [4]. Esta técnica permite inducir caracteristicas deseadas
gue no se pueden encontrar en la naturaleza o se han perdido durante el proceso evolutivo, de
domesticacion o de mejoramiento genético convencional [5]. Dentro de dichos rasgos destacan
la resistencia a plagas y enfermedades, tolerancia a condiciones ambientales adversas y mayor
vigorosidad de crecimiento; asi como cambios en patrones de coloracion y aumento en el
numero de hijuelos [3].

Posterior al proceso de mutagénesis, se debe realizar la seleccion de los genotipos de interés.
Para este propdsito, el cultivo de tejidos ha sido una biotecnologia de excepcional utilidad, ya
gue en un espacio reducido y en condiciones controladas, se han desarrollado investigaciones
para el mejoramiento genético en multiples especies como E. runyionii, E. derembergii y el
hibrido Perle von Nurnberg (E. gibbiflora x elegans) [4]. Asi, los terrenos, mano de obra e
insumos que se deben utilizar para la evaluacion de los mutantes, pueden liberarse para la
produccion en campo [6].

Previamente, estudios en Echeveria sp. han explorado el uso de distintas biotecnologias. En
el caso de E. purhepecha, se ha estudiado su mejoramiento genético a través del cultivo in
vitro como herramienta de conservacion [7]. Esta especie endémica de Michoacan, México
enfrenta riesgos debido al cambio de uso de suelo [7]. La biotecnologia, en este contexto, se
ha empleado mediante técnicas de organogénesis directa con reguladores de crecimiento,
como la 6-bencilaminopurina (6-BAP) y el acido indolacético (AlA), logrando acelerar la tasa
de propagacion y manteniendo las plantas libres de patégenos [7]. Por otra parte, en la
especie en peligro de extincion E. laui, se trabajo en la optimizacion de las condiciones para la
morfogénesis in vitro [8]. Mediante el uso de técnicas de cultivo de tejidos, se logré una exitosa
germinacion, induccion de brotes y enraizamiento, con una alta tasa de supervivencia durante
la aclimatacion [8].

El mejoramiento genético por induccion de mutaciones en Echeveria sp. permite generar
beneficios para los productores costarricenses de especies ornamentales, incluyendo aumento
en la rentabilidad, el fortalecimiento del sector agroindustrial y la posicion de Costa Rica como
referente en la produccion de plantas de alta calidad [9]. Por estas razones, contar con nuevas
variedades de plantas con caracteristicas Unicas, que puedan contrarrestar los problemas
agrondémicos y con mayor variedad en colores, tamafios y formas exdticas representa un
estimulo para los productores y los clientes.

Contribuir a satisfacer estas y otras de las necesidades de los productores de plantas
ornamentales es parte de la mision de las universidades publicas como el Instituto Tecnoldgico
de Costa Rica (ITCR), que cuenta con instalaciones, equipos y profesionales capacitados para
producir aportes de este tipo. Dado lo descrito, la presente investigacion se llevd a cabo con
el objetivo de producir lineas mutantes de Echeveria sp. en condiciones in vitro, mediante
la induccion de mutaciones empleando radiacion gamma, como una primera etapa en la
diversificacion de la oferta de plantas ornamentales en Costa Rica, reduciendo la dependencia
de la importacion de variedades desarrolladas en otros paises.
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Materiales y métodos

A continuacion, se describen los métodos utilizados para la desinfeccion, cultivo in vitro e
irradiacion de material vegetal de Echeveria sp. proveniente del invernadero. Asimismo, se
describen las condiciones para la multiplicacion y aclimatacion de plantas mutantes obtenidas
a partir del material irradiado. En la Figura 1, se muestra un esquema general de la metodologia
ejecutada en la presente investigacion.
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Figura 1. Esquema general de la metodologia desarrollada para la produccion
de lineas mutantes de Echeveria sp. Elaborado con Biorender.com.

Establecimiento in vitro.

Los ensayos desarrollados para la optimizacién de la desinfeccion de hojas de Echeveria
sp. para su establecimiento in vitro se basaron en el protocolo descrito por Ayala-Gonzalez
& Obledo-Vazquez [7], con algunas modificaciones que se detallan a continuacion. En el
tratamiento de desinfeccion 1 (TD1), las hojas fueron lavadas con una solucién de jaboén liquido
al 1 % (v.v"), hasta quitar la pruina de la superficie foliar. Posteriormente, se enjuagaron 3
veces con agua destilada y fueron sumergidas en una solucién de 70 % (v.v') etanol durante
5 minutos en agitacion orbital constante. Después de ser enjuagadas nuevamente 3 veces con
agua destilada, las hojas fueron incubadas en la solucién de Afungil 50 WP®, Agri-mycin 16,5
WP® y Zetaran 76 WP® (4 g.L ' de cada uno) durante 15 minutos. Enseguida, se realizaron 3
enjuagues con agua destilada. Después, los explantes fueron transferidos a camara de flujo
laminar, donde se colocaron en la solucion 1 % (v.v'') NaOCI por 10 minutos. Finalmente, los
explantes fueron enjuagados 3 veces con agua destilada estéril.

Para el tratamiento de desinfeccion 2 (TD2), se emplearon las mismas soluciones desinfectantes
(mismas concentraciones) y el mismo orden seguido en tratamiento TD1; sin embargo, los
tiempos de incubacion en cada solucion se duplico.
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Después de la desinfeccion, los explantes fueron cultivados en un medio compuesto, por los
macro y micronutrientes descritos por Murashige & Skoog (MS) [10], las vitaminas B5 [11], 3
% (m.v') de sacarosa, 2 mg.L' de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y se agregd 1 mg.L" de acido
indol-3-butirico (AIB). Todos estos reactivos fueron provistos por PhytoTech Labs® (Lenexa,
Kansas, Estados Unidos). El pH del medio fue ajustado a 5.70, empleando HCI 1 N o NaOH
1 N, segun fuera requerido, y este fue gelificado mediante la adicién de 3 g.L' de Gellan
Gum® (Plant Cell Technology, Washington D.C., Estados Unidos), antes de la esterilizacion por
calor humedo en autoclave (121 °C, 1.2 atm por 30 min). Los cultivos fueron mantenidos en
condiciones de luz con 18 pmol.s'.m2 de intensidad con un fotoperiodo de 16 h de luz, a 25 +
2 °C, durante dos meses.

La efectividad de los tratamientos de desinfeccion fue evaluada después de 30 dias,
contabilizando el nimero de explantes asépticos. Para cada tratamiento fueron evaluadas 20
muestras, seleccionadas independiente y aleatoriamente. Los datos obtenidos fueron analizados
mediante una prueba Chi Cuadrado, evaluando la significancia del tratamiento de desinfeccion
evaluado. Este analisis fue realizado considerando un umbral de confianza del 95 %.

Multiplicacion

Este experimento se establecid para disminuir la hiperhidricidad mostrada durante el cultivo
in vitro de las plantas de Echeveria sp. Los explantes previamente establecidos regeneraron
plantas a partir de los segmentos de hoja desinfectados. Para la multiplicacion, brotes laterales
fueron cultivados en dos medios de diferente composiciéon. La composicion del primer medio
(MM1) consistio en las sales MS [10] y las vitaminas B5 [11] suplementado con 40 g.L" de
sacarosa. Estos reactivos fueron provistos por PhytoTech Labs® (Lenexa, Kansas, Estados
Unidos). Por otra parte, el segundo medio (MM2) se prepard utilizando 50 % de las sales MS [10]
y de las vitaminas B5 [11] suplementado con 40 g.L-" de sacarosa. El pH de ambos medios fue
ajustado a 5.70 empleando HCI 1 N o NaOH 1 N, segun se requiriera y estos fueron gelificados
mediante la adicion de 3y 6 g.L" de Gellan Gum® (Plant Cell Technology, Washington D.C.,
Estados Unidos), respectivamente, previo a la esterilizacion en autoclave a 121°C, 1.2 atm por
30 min. Los cultivos fueron multiplicados cada 4 semanas durante 24 semanas y se mantuvieron
a 25 + 2 °Cy con una iluminacion de 72 umol.s™.m? con un fotoperiodo de 16 h de luz.

Después de 16 semanas, se procedid a evaluar la tasa de sobrevivencia del material vegetal
tras su cultivo en los dos medios previamente descritos. Para determinar si la composicion
de los medios de cultivo generd un efecto significativo sobre dicha variable de respuesta se
realizd una prueba de Chi cuadrado. Dicha prueba se llevé a cabo considerando un umbral de
confianza del 95 %.

Irradiacion

Posterior a la optimizacion del protocolo de desinfeccion y multiplicacion, se procedié con
la etapa de mutagénesis. Hojas de Echeveria sp. provenientes de material in vitro, fueron
irradiadas en el sistema de irradiacién gamma tipo Ob-Servo Ignis (Institute of Isotopes Co, Ltd,
Budapest, Hungria) del Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR, Figura 2). Este material fue
expuesto a dosis de radiaciéon gamma de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 Gy. Posterior a la irradiacion, el
material vegetal se mantuvo a 25 + 2 °C, en condiciones de oscuridad por 30 dias. Transcurrido
dicho periodo, el material fue subcultivado en el medio MM2 (optimizado en la etapa anterior)
y colocado a 25 + 2 °C, bajo una irradiancia de de 72 pmol.s*.m? con un fotoperiodo de 16 h
de luz.
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Figura 2. Sistema de irradiacion gamma tipo Ob-Servo Ignis del Laboratorio de
Irradiacion Gamma del Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR).

Cuatro semanas después del subcultivo del material irradiado se evalud la sobrevivencia,
considerando que el explante era sobreviviente cuando mantenia su coloracién, sin signos
de necrosis. Este experimento fue analizado en un disefio completamente al azar (DCA),
correspondiendo al factor evaluado la dosis de irradiacion. Cada tratamiento correspondiente a
las dosis de irradiacion consistio en 10 muestras, seleccionadas independiente y aleatoriamente.
Los datos obtenidos fueron analizados mediante ajustes de modelo lineal generalizado (GLM)
con una distribucion binomial y una funcion de enlace de tipo logit, con el fin de determinar la
dosis letal media (DL,,) de radiacion gamma para hojas de Echeveria sp.

Aclimatacion

Después de 6 ciclos de multiplicacion se alcanzo, la poblacion M1V6 que consistié en 4900
individuos, se llevd a cabo la aclimatacion de los mutantes putativos a condiciones ex vitro.
Inicialmente, los frascos que contenian las plantas fueron trasladados al invernadero y durante
los primeros tres dias, los frascos se mantuvieron cerrados con sus respectivas tapas.

Posteriormente, se retiraron las tapas de los frascos, exponiendo directamente las plantas al
ambiente del invernadero por tres dias adicionales. Al concluir los seis dias de aclimatacion
progresiva, los explantes se transfirieron cuidadosamente a macetas de plastico con sustrato
compuesto por una mezcla de tierra abonada y turba. Con el fin de mantener niveles éptimos
de humedad y temperatura, se colocd un recipiente de plastico transparente invertido sobre
cada maceta. Adicionalmente, las macetas se colocaron en bandejas con agua, permitiendo un
suministro continuo y constante de humedad por capilaridad.
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Resultados

Desinfeccion y establecimiento in vitro

Cuatro semanas después del establecimiento in vitro de hojas de Echeveria sp. provenientes
de invernadero, se evaluo la efectividad de los dos tratamientos de desinfeccion. Se observé
que el tratamiento TD2, con tiempos de incubacion mas prolongados, presentd una menor tasa
de contaminacion (53.12 %), en comparacion con TD1 que presenté un 71.88 % de explantes
contaminados (Figura 3). Aunque la diferencia entre los tratamientos no fue estadisticamente
significativa de acuerdo con la prueba Chi Cuadrado, el uso de TD2 resulté mas adecuado para
reducir la contaminaciéon en condiciones similares.

1001
751

501

Contaminacion (%)

251

D2

Tratamiento

Figura 3. Respuesta de hojas de Echeveria sp. provenientes de plantas de invernadero cuatro semanas
después de la exposicion a dos tratamientos de desinfeccion. Las medidas con la misma letra no
presentan diferencias significativas (p < 0.05) de acuerdo con la prueba Chi Cuadrado. TD1: etanol
al 70 % por 5 minutos, fungicidas (Afungil 50 WP®, Agri-mycin 16,5 WP® y Zetaran 76 WP®) a 4 g/L
cada uno durante 15 minutos, 1 % NaOCI durante 10 minutos. TD2: Se utilizaron las mismas soluciones
y concentraciones, pero los tiempos de incubacion fueron duplicados en comparacion con T1.

Multiplicacion de las lineas mutantes

En la evaluacion de los medios de multiplicacion, la sobrevivencia de las plantulas fue
significativamente mayor al emplear el medio con el 50 % de nutrientes y vitaminas (MM2), con
una tasa de sobrevivencia del 86.67 % de los explantes (Figura 4). Por otra parte, al emplear
el medio de multiplicacion con el 100 % de nutrientes y vitaminas (MM1), Unicamente el 33.33
% de los explantes sobrevivieron (Figura 4). Las vitroplantas de Echeveria sp. mostraron un
desarrollo adecuado, con altas tasas de brotacion y ausencia de tejidos hiperhidratados en
el cultivo en MM2 (Figura 5), siendo un medio de cultivo efectivo para promover el desarrollo
de nuevos brotes en la etapa de multiplicacion. Estos resultados destacan la superioridad del
medio con el 50 % de los nutrientes para promover la sobrevivencia en Echeveria sp., sugiriendo
una composicion mas adecuada para el desarrollo del material vegetal.
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Figura 4. Efecto de la formulacion del medio de cultivo durante la fase de multiplicacion en la
sobrevivencia de vitroplantas de Echeveria sp. después de 16 semanas de cultivo. Las medias con la
misma letra no presentan diferencias significativas (p < 0.05), segun la prueba Chi Cuadrado.

Figura 5. Vitroplantas mutantes de Echeveria sp. producidas tras la exposicion a 20 Gy de radiacion
gamma. Evaluacion realizada después de 16 semanas de cultivo en el medio de multiplicacion MM2.

Irradiacién

En este experimento, se observd que las hojas de Echeveria sp. presentaron una sobrevivencia
maxima promedio del 70 % en el tratamiento control (0 Gy) y 20 Gy. Por otra parte, los
tratamientos expuestos a dosis superiores a 80 Gy presentaron una mortalidad del 100 % (datos
no mostrados). A partir del ajuste del modelo de regresion en los datos obtenidos, se determind
que la dosis letal media (DL, ) de radiacion gamma para las hojas de vitroplantas de Echeveria
sp. corresponde a 23.16 Gy (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Radiosensibilidad del tejido foliar de vitroplantas de Echeveria sp. 4 semanas
posterior a la exposicion a diferentes dosis de radiacién gamma, determinado mediante
el ajuste de modelo de regresion logistico para la variable sobrevivencia.

Mo

DL,, 14.00 0.89 28.27
DL, 23.16 9.66 36.36
DL, 32.33 18.43 44.45

Por otra parte, en la Figura 6 se presenta una comparacion, durante la etapa de multiplicacion,
entre una vitroplanta de Echeveria sp. proveniente de tejidos sin irradiar (Figura 6A) y una planta
regenerada a partir de material expuesto a 20 Gy de radiacion gamma (Figura 6B). Obsérvese
la diferencia entre ambas plantas respecto a la elongacion y color de las hojas.

Figura 6. Comparacion entre una vitroplanta no irradiada de Echeveria sp. (A) y una linea
regenerada a partir de tejido vegetal expuesto a 20 Gy de radiaciéon gamma (B).

Aclimataciéon de lineas mutantes de Echeveria sp.

En la Figura 7 se muestra una linea mutante de Echeveria sp. obtenida tras la exposicion de
material vegetal a 20 Gy de radiacion gamma, después de 6 subcultivos in vitro, y 24 semanas
posterior a la siembra en condiciones de invernadero.

Figura 7. Planta de Echeveria sp. obtenida tras la exposicion de material vegetal a 20 Gy de radiacion gamma.
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Discusion

De acuerdo con Kim et al. [12], el tiempo de exposicién es un factor crucial en cualquier
procedimiento de desinfeccion. Deng et al. [13] sefialan que un mayor tiempo de exposicion del
material vegetal a agentes desinfectantes, disminuye la carga microbiana, mejorando la eficacia
del tratamiento. En el caso de la solucion de etanol al 70 % (v.v'), el estudio de Uchikawa
Graziano et al. [14] indica que este actua rapidamente, desnaturalizando proteinas y disolviendo
lipidos, lo que conlleva a la destruccion de la membrana celular de diversos microorganismos.

Por otra parte, el uso de agroquimicos especializados es otro aspecto clave que diferencia
significativamente TD2 de TD1. La solucion de agroquimicos compuesta por Afungil 50 WP®,
Agri-mycin 16,5 WP® y Zetaran 76 WP® actia de manera conjunta contra una amplia gama
de hongos y bacterias que pueden ser resistentes a los desinfectantes comunes como el
alcohol y el cloro [15]. Estos aseguran una desinfeccion mas profunda y efectiva. Por otra
parte, el hipoclorito de sodio (NaOCI) es un desinfectante potente y su aplicacion prolongada
asegura la eliminacion de cualquier microorganismo. De acuerdo con Ali & Mahmood [16],
este desinfectante actla oxidando componentes celulares esenciales de los microorganismos.
La mayor duracion de la exposicion en TD2 maximiza esta accion oxidativa, asegurando una
mayor asepsia en los explantes.

De acuerdo con Murashige & Skoog [10], una concentracion menor de sales puede ser
ventajosa, pues un exceso de nutrientes puede llevar a problemas como la hiperhidratacion, el
cual se observo en los brotes emergentes durante el establecimiento in vitro. De acuerdo con
Indacochea et al. [17], este fendmeno se debe a una absorcion excesiva de agua facilitada
por un exceso de sales y minerales en el medio de cultivo. Esto puede ser contrarrestado
mediante una reduccién en la concentracion de los mismos, tal como se formuldé en MM2.
Asimismo, una mayor concentracion de gelificante forma una matriz de gel mas sdlida y estable,
proporcionando soporte fisico a las raices de las plantas. De acuerdo con Polivanova & Bedarev
[18], esto no solo mejora el desarrollo radicular, sino que también ayuda a mitigar problemas
como la hiperhidratacién al regular mejor el potencial hidrico del medio.

Al trazar la curva de radiosensibilidad para hojas de vitroplantas de Echeveria sp., se evidencio
la existencia de una relacion inversamente proporcional entre la dosis de radiacion y la tasa
de sobrevivencia de los explantes irradiados. Esto se puede explicar con base en que dosis
superiores de radiacion, causan en los explantes mayor estrés oxidativo, y aumento en la tasa
de efectos directos en el ADN, proteinas y membranas, entre otros [19]. Este proceso dafia
gravemente las células vegetales y afectar negativamente su capacidad de regeneracion
y crecimiento [19, 20]. Dado que la tasa de sobrevivencia del material expuesto a 20 Gy vy
el tratamiento control presentaron el mismo valor, se sugiere que esta dosis proporciona un
nivel de radiacion suficiente para inducir cambios sin causar un dafio excesivo a las células
vegetales.

Finalmente, la aclimatacion de las plantas después del cultivo in vitro es un proceso critico
que determina el éxito de su adaptacion al entorno natural. De acuerdo con Genoud et al.
[21], esto permite minimizar el choque ambiental, permitiendo que los explantes se adapten
gradualmente a las condiciones externas, incluyendo variaciones en temperatura, humedad y
luz. Marin [22] sefiala que retirar las tapas de los frascos, exponiendo directamente las plantas
al ambiente del invernadero, permite fortalecer la resistencia de los explantes, incrementando
su capacidad para manejar el estrés ambiental. Asimismo, la exposicion gradual a las nuevas
condiciones es esencial para que las plantas ajusten sus mecanismos fisioldgicos y se preparen
para un entorno menos controlado.
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Conclusiones

Dado su mayor tiempo de exposicion a los agentes desinfectantes, el tratamiento de desinfeccion
2 (TD2) resulté ser mas efectivo que TD1, lo que aumenta la cantidad de explantes establecidos
in vitro, disminuyendo la carga microbiana en los mismos. Esta etapa es crucial para mantener
la sanidad de los explantes durante su establecimiento in vitro. Asimismo, se determiné que
una concentracion menor de sales y mayor concentracion de gelificante en el medio utilizado
para la multiplicacion de vitroplantas de Echeveria sp. (MM2) presenta ventajas significativas
en el proceso. Esta formulacion proporciona un entorno mas equilibrado, reduciendo el riesgo
de hiperhidratacion e incrementando la tasa de sobrevivencia del material vegetal. Finalmente,
se determind que la dosis letal media (DL,,) de radiacion gamma para hojas de vitroplantas de
Echeveria sp. corresponde a 23.16 Gy, estableciendo esta medida como un valor critico para la
supervivencia. La dosis de 20 Gy fue identificada como la mas adecuada, logrando la maxima
eficacia al disminuir la necrosis, que se intensificd con dosis superiores.
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