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INTRODUCCION

la vida en nuestro planeta ha cambiado. La realidad es que el desarrollo del uso

de esta energia ha tomado un tiempo relativamente corto, si se considera que lo
mds significativo se ha realizado en los tiltimos cincuenta afios. Después de las explosiones
nucleares durante la Segunda Guerra Mundial, una de las mayores preocupaciones de la
humanidad era si la utilizacién de la energia nuclear conduciria necesariamente hacia
catdstrofes como las que se produjeron en Hiroshima y Nagasaki.

Con el nacimiento de la Organizacién de las Naciones Unidas, esa inquietud fue
encauzada con la creacién del Organismo Internacional de Energia Atémica, dérgano
responsable de velar por el buen uso de la energia nuclear. Uno de los principales objetivos
de ese organismo fue impulsar un Programa de Usos Pacificos de la Energia Atémica.
Dentro de ese programa, se establecid un subprograma de Uso de la energia Nuclear en la
Agricultura. Asi, se impulsé el uso de isétopos radiactivos para el estudio de la fisiologia de
plantas y animales, el uso de radioisdtopos en el estudio de suelos y contaminacién de aguas
en rios y aguas subterrdneas, el uso de irradiaciones ionizantes para la esterilizacién de
insectos, y el uso de irradiaciones ionizantes para la induccién de mutaciones.

A partir de 1985, el Programa de Genética Vegetal de la Escuela de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional inicié proyectos de investigacién en mejoramiento genético de
cultivos, utilizando técnicas nucleares.

D esde el descubrimiento de la energfa nuclear y sus posibilidades de utilizacién,

Induccién de mutaciones en plantas

Con el esclarecimiento de las bases moleculares de la herencia, a partir de los estudios
realizados por James Watson y Francis Crick en la década de los afios cincuenta, se estable-
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cié el conocimiento de la estructura molecular del dcido desoxirribonucleico (ADN). Esta
sustancia, contenida en los cromosomas y responsable del mensaje genético por el cual los
padres heredan sus caracteristicas a los hijos, mantiene una composicién especifica que con-
fiere la identidad a los individuos.

El cédigo genético depende de la manera en que cuatro compuestos constituyentes del
ADN, las bases nitrogenadas, se entrelazan para formar la molécula. La manera como se
reproduce esta molécula garantiza que el mensaje genético se mantenga inalterable en
condiciones normales, generacién tras generacién. Eso se debe a que existen pares de bases
nitrogenadas que se unen de una manera complementaria y especifica. Asi, una Adenina
siempre estar4 unida a una Timina , y una Guanina siempre a una Citosina.

Ademds, el codigo genético estd establecido por tripletas de estas bases nitrogenadas,
de manera secuencial. Cada una de las tripletas, o codones, funciona como codigo para
establecer los diferentes caracteres.

Del conocimiento de la estructura y del sistema de duplicacién delicaciésedstableci6 la
oportunidad de inducir cambios en el mensaje genético, es decir la posibilidad de construir
genes diferentes a los ya presentes en las plantas. Este cambio se conoce como una
mutacién. Las mutaciones se producen por variaciones en la secuencia de las bases nitroge-
nadas en el ADN.

Existen sustancias quimicas y fisicas que son capaces de inducir cambios en la secuen-
cia de las bases nitrogenadas; son los llamados agentes mutagénicos. Dentro de los agentes
mutagénicos fisicos la irradiaciones emanadas por elementos quimicos radiactivos como el
Uranio, el Cesio o el Cobalto, tienen un efecto ionizante sobre las bases nitrogenadas que los
hace capaces de inducir mutaciones. Este efecto ha sido utilizado por mejoradores de plan-
tas para producir cambios que sean titiles en el manejo agronémico de los cultivos.

Los cambios producidos en los genes tienen la misma capacidad de ser heredados que
los genes ya existentes en un organismo. Estos cambios inducidos por los agentes mutagéni-
cos como las irradiaciones gamma, producen tanto efectos benéficos o positivos como nega-
tivos. Obviamente un mejorador de plantas tendré que establecer mecanismos de seleccién
para identificar los efectos positivos que se produzcan después de la irradiacién. Con ello, los
caracteres mutantes producidos podran ser utilizados directamente o en programas de cruza-
miento, mediante hibridizaciones, para ser incorporados en variedades ya establecidas de
importancia.

El Programa de Genética Vegetal de la Escuela de Ciencias ha venido utilizando las
irradiaciones ionizantes a partir de una fuente de Cobalto 60 para inducir mutaciones en
diferentes cultivos. A continuacién se presentan dos ejemplos de los resultados obtenidos
Por nuestro programa, tanto en plantas de reproduccién asexual como en cultivos de repro-
duccidn por semillas.

Induccién de mutaciones en plantas de reproduccién vegetativa.
Proyecto de Mejoramiento Genético del Banano

Uno de los mayores problemas para la produccién de bananos en Costa Rica lo consti-
tuye la enfermedad conocida como sigatoka negra. Esta enfermedad es causada por un

hongo que ha resultado extremadamente virulento y destructivo. El control actual de la
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enfermedad requiere hasta 40 aplicaciones de fungicidas por afio, a un costo econdmico de
cerca de US$ 2 000 por hectarea. Ademds, constituye un problema de salud ocupacional de
grandes dimensiones y un problema de deterioro del ambiente de una gran magnitud, ya
que los fungicidas son aplicados con aviones. La asperci6n alcanza a todos los organismos
que se encuentren dentro del 4rea de aplicacién o sean afectados por la deriva llevada por
los vientos. Todavia no existe una evaluacién total de los dafios producidos por esta practi-
ca de control de la sigatoka negra.

Debido a los problemas ocasionados por el hongo y a lo violento de su ataque, los
quimicos deben ser cambiados, después de varias aplicaciones, debido a la resistencia
adquirida por el hongo. Se considera que la solucién mds deseable es la obtencién de un
genotipo similar a los clones comerciales, pero con resistencia o al menos tolerancia a la
enfermedad.

En Costa rica el clon comercial més utilizado es el gran enano (Grand Nain). Este clon
es susceptible a la sigatoka negra y es cultivado en unas 40 000 ha.

Debido a que el banano es una planta de reproduccién vegetativa, no es posible aumen-
tar su variabilidad genética mediante cruzamiento. Esta limitante no permite utilizar fuentes
naturales de resistencia a la sigatoka negra. Por ello, la mutagénesis inducida resulta una
herramienta muy 1itil en la solucién de este problema.

La combinacién de la propagacién in vitro de plantas de banano y la mutagénesis in
vitro nos permitié establecer la posibilidad de generar suficiente variabilidad genética en el
clon de banano gran enano. Para ello, se tomaron cormos de plantas seleccionadas por su
condicién de buena produccién y se llevaron al laboratorio de cultivo de tejidos. Se obtu-
vieron los minicormos y se cultivaron in vitro. Posteriormente, cuanto se tuvieron suficientes
explantes , esto es, brotes o yemas crecidas a unos 4 cm, se cortaron hasta formar una estruc-
tura de aproximadamente un centimetro, portadora de un meristemo. Estos meristemos
fueron sometidos a irradiacién con rayos gamma cobalto 60 a una dosis de 1000 a 1400
rads. Los explantes irradiados fueron nuevamente cultivados y propagados in vitro por cua-
tro generaciones para establecer una segregaci6n celular y poder separar las células
mutantes de las células no mutantes. Finalmente, los explantes fueron puestos en un medio
de crecimiento para formar plantas y éstas fueron enraizadas. Las plantas fueron acli-
matadas y llevadas a invernadero. Una vez que las plantas alcanzaron unos 15 cm de altura,
fueron inoculadas con la toxina cruda, extraida de hojas enfermas de sigatoka negra,
obtenida de plantas de banano.

Una vez que la enfermedad se desarrollé, se seleccionaron aquellas plantas que
mostraron un comportamiento positivo y de ventaja en comparacién con los controles y
diferenciales utilizados. Un total de siete plantas fueron seleccionadas como tolerantes al
efecto de la toxina de la sigatoka negra. Posteriormente estas plantas fueron crecidas en
campo para observar su comportamiento e introducidas nuevamente al laboratorio para su
micropropagacion. Actualmente se desarrolla la segunda fase del proyecto que consiste en
la evaluacién de los clones obtenidos, en un ensayo de campo. Con ello pretendiamos
obtener la informacién necesaria para conocer si esos materiales tienen potencial como
clones para la produccién comercial de bananos, y a la vez, encontrar cudles serfan las
condiciones agronémicas de su manejo.

Como resultados importantes del Proyecto, ademds de los clones seleccionados como
tolerantes, estdn la técnica de induccién de mutaciones in vitro para muséceas y la
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metodologia de seleccién utilizando la toxina cruda de la sigatoka negra (Navarro y Pino
1994), con el fin de identificar plantas mutantes con tolerancia a esa enfermedad. Esta téc-
nica permite seleccionar plantas en forma temprana, es decir, en las primeras etapas de
crecimiento.

La utilizacién de plantas con tolerancia a sigatoka negra permitira reducir los costos de
produccién en forma importante y el deterioro del ambiente. Ademds, permitira reducir el
riesgo de intoxicacién de los trabajadores y sus familias que actualmente estén en contacto
permanente con los agroquimicos utilizados para el control de la enfermedad.

Induccién de mutaciones en plantas de reproduccién sexual.
Proyecto de Mejoramiento Genético del Arroz

El arroz es el principal cereal que se siembra en Costa Rica. Constituye un alimento
bésico para la mayoria de los costarricenses. En los tltimos afios, su consumo ha venido
aumentando en forma importante. En 1994 se consumieron unos 45 kilos de arroz por per-
sona, mientras que durante 1997 el consumo aumenté a 52,5 kilos por persona. Para ser
satisfecho este aumento se han venido incrementando las importaciones, ya que debido a la
falta de materiales genéticos apropiados, la produccién ha sido deficitaria e ineficiente.

Nuestro Programa inici6 en 1993 investigaciones para aplicar técnicas nucleares al
arroz con el objetivo de mejorar el cultivo. El principal problema enfrentado por los agricul-
tores era la susceptibilidad a las enfermedades, factor limitante para una buena produccién
¥ que aumenta los costos de produccién por la dependencia del uso de agroquimicos.,
Nuevamente encontramos en las técnicas del control de enfermedades, especialmente de
Pyricularia, que es la enfermedad mds importante, un problema ecoldgico y de salud, de
dimensiones aun no estudiadas. También en el arroz se utiliza la fumigacién aérea para el
control de enfermedades.

Induccién de mutaciones en arroz para producir resistencia a Pyricularia

Semillas de la variedad comercial CR 1821 fueron irradiadas con rayos gamma Cobalto
60. Estas semillas fueron sembradas en un lote masal para la produccién de plantas M-1,
Una vez obtenida esa generacidn, las semillas cosechadas fueron sembradas en bandejas
para producir las plantas M-2. Después de 22 dias de crecimiento, las plantas fueron trans-
plantadas en el campo bajo condiciones de inoculacién natural y utlizando controles para
observar la presencia de las enfermedades. Las plantas fueron estudiadas de manera indi-
vidual para observar todas las caracteristicas agronémicas y biolégicas de importancia,
durante todo el perfodo de crecimiento y maduracién. Durante este periodo, unas 100 plan-
tas fueron seleccionadas por su comportamiento a las enfermedades y su potencial de pro-
duccién. En el siguiente ciclo agricola, las progenies de las plantas seleccionadas fueron sem-
bradas en el campo utilizando un disefio de un surco de 4 metros por cada progenie de plan-
tas seleccionadas, con el propdsito de realizar una segunda evaluacién tanto del compor-
tamiento frente a enfermedades como de otras caracteristicas importantes para la produc-
cién. En este ciclo fueron evaluadas caracteristicas como altura de planta, mimero de hijos
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por planta, comportamiento a enfermedades, desarrollo, resistencia al volcamiento, ut-
lizaci6én del nitrégeno, etc. Del total de progenies, siete lineas fueron seleccionadas como
promisorias para continuar su evaluacién en parcelas semi-comerciales.

En el siguiente ciclo agricola, se realizé una nueva evaluacién de todas las caracteristicas
importantes para la produccién, incluyendo rendimiento. De las lineas evaluadas se selec-
cion6 una, por su buen comportamiento a enfermedades, buena respuesta a la fertilizacién y
buen rendimiento. Este genotipo requirié un 20% menos de nitrégeno y tuvo un rendimien-
to de mas de 2 toneladas por hectireas sobre el rendimiento de la variedad progenitora.

El material fue denominado CAMAGO 8, en reconocimiento a don Carlos Manuel
Gonzdlez, pionero en la produccién de arroz en Costa Rica y propietario de la Hacienda El
Peldén de la Bajura, compafifa que financi6 la investigacién realizada. La variedad CAMAGO
8 fue oficialmente liberada por el Comité Varietal de Arroz de Costa Rica en marzo de 1996.
El proceso de mejoramiento genético para la produccidn de esta variedad significé un récord
por el tiempo requerido para su realizacion., En un periodo de tres afios y medio, se
realizaron todas las etapas para la produccién de una nueva variedad. Normalmente se
requiere un minimo de 7,5 afios para producir una variedad por hibridizacién.

La publicacién del método utilizado se realiz6 en el Congreso Internacional de Arroz,
celebrado en agosto de 1998 en Arkansas, EE.UU., bajo el titulo A Fast Method for Rice
Breeding Through Induced Mutations.

Se realizé un nuevo proyecto para producir otra variedad de arroz. Esta vez el finan-
ciamiento fue otorgado por la Cdmara de Productores de Semilla de Arroz de Costa Rica. En
esta ocasion, fueron irradiadas semillas de la variedad CR 201 con rayos gamma Cobalto 60.
Se utilizé la misma metodologia establecida para el caso anterior, excepto que su evaluacién
se realizo en todas las zonas productoras de arroz del pais. En solamente tres afios ha sido
obtenido un nuevo material denominado 1 CA-94. Este material ha sido propuesto para su
liberacién durante el afio 1999, por el Comité Técnico del Programa Nacional de Arroz. El
genotipo obtenido ha demostrado ser resistente a las principales enfermedades del arroz en
Costa Rica y tiene una produccién de un 25% superior a la variedad que lo origind.
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