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Resumen

Las mutaciones y la variabilidad genética causada por estas desempefian un rol fundamental
en el mejoramiento genético de las plantas. La induccion de mutaciones o mutagénesis
representa una opcion rapida y efectiva para el desarrollo de nuevas variedades que conservan
los niveles 6ptimos de productividad en entornos desafiantes para la agricultura. La induccion
de mutaciones puede ser llevada a cabo mediante el uso de agentes fisicos, agentes quimicos
0 herramientas de edicion génica. El empleo conjunto de la mutagénesis con técnicas de
cultivo in vitro de tejidos permite establecer estrategias de seleccion eficientes y rentables. El
presente articulo ofrece una breve recopilacion sobre la inducciéon de mutaciones, las técnicas
mas empleadas para dicho fin y algunas mejoras obtenidas en diferentes cultivos, con relacion
al estrés bidtico, al estrés abidtico y al rendimiento productivo. Finalmente, se examina el
panorama histérico del mejoramiento genético mediante la induccién de mutaciones en Costa
Rica; especificamente, en los cultivos de mayor relevancia econdmica y social para el pals.
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Abstract

Mutations and the genetic variability caused by them play a fundamental role in the genetic
improvement of plants. Mutation induction or mutagenesis represents a rapid and effective
option for the development of new varieties that maintain optimal productivity levels in
challenging agricultural environments. Mutation induction can be carried out using physical
agents, chemical agents, or gene editing tools. The combined use of mutagenesis with in vitro
tissue culture techniques allows for the establishment of efficient and cost-effective selection
strategies. This article provides a brief overview of mutation induction, the most commonly used
techniques for this purpose, and some improvements achieved in various crops in relation to
biotic stress, abiotic stress, and productive yield. Finally, it examines the historical landscape
of genetic improvement through mutation induction in Costa Rica, specifically in the crops of
greatest economic and social relevance to the country.

Introduccién

El mejoramiento de cultivos se basa en la variabilidad genética de las plantas [1]. Las mutaciones
son la mayor fuente de esta variabilidad, que es posteriormente amplificada por recombinacion
genética de cromosomas homadlogos durante la meiosis [2]. El término “mutacion” fue acufiado
a finales del siglo XIX por Hugo de Vries en referencia a cambios o “saltos” en caracteristicas
que llevan al desarrollo de variaciones y de nuevas especies, como resultado de redescubrir las
leyes de la herencia mendeliana [3], [4]. El principio de la mutaciéon se encuentra en producir
cambios en el material genético [5].

El acido desoxirribonucleico (ADN) es una biomolécula cuya estabilidad le permite almacenar
la informaciéon genética en diferentes organismos [6], [7]. El ADN no soélo es fundamental en
los procesos de herencia genética [6], sino que también esta sujeto a lesiones producto de la
division celular y de factores exégenos como la luz ultravioleta, radicales libres de oxigeno y
exposicion a radiaciones y quimicos [8]. Si estas lesiones no son reparadas correctamente se
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puede generar la aparicion de mutaciones [8]. Las mutaciones son cambios en la secuencia de
ADN de un organismo [9], que pueden darse en tres niveles distintos: molecular, cromosémico y
genodmico. Lo anterior corresponde a afectar genes, segmentos del cromosoma y el nimero de
juegos cromosomicos, respectivamente [5]. Estas mutaciones pueden ser aprovechadas para
la induccién de variabilidad genética en plantas y, por ende, en programas de mejoramiento
vegetal [10].

La induccion artificial de mutaciones (mutagénesis) representa una opcion rapida y efectiva
para el desarrollo de programas de fitomejoramiento [11], [12]. Las técnicas de mutagénesis
permiten obtener caracteristicas de interés agronémico y econémico en las plantas, tal como
mejor rendimiento, mayor diversidad genética, y tolerancia a estrés bidtico y abidtico [13].
La induccion de mutaciones puede realizarse, en condiciones in vitro o in vivo, mediante
la exposicion a agentes genotodxicos, la insercion de fragmentos de ADN, o el empleo de
herramientas de edicion génica [2].

Actualmente, la mayoria de las variedades mutantes de plantas que se utilizan en agricultura
son producidas mediante la induccion de mutaciones por métodos fisicos, particularmente por
radiacion gamma, cuya fuente es usualmente el cobalto radiactivo (°Co) o Cesio ('*'Cs) [14],
[15]. La preferencia de este sistema para el mejoramiento por inducciéon de mutaciones se
debe a su habilidad para penetrar el tejido y la simplicidad de la metodologia de irradiacion
[16]. En contraste, el uso de mutagenos quimicos requiere de incubaciones y exposiciones,
con especial cuidado de los reactivos y desechos, y el control del efecto residual en los tejidos
tratados [17], [18].

En Costa Rica, existen multiples investigaciones relacionadas al empleo de la mutagénesis
para el desarrollo de variedades con nuevas caracteristicas. El Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica (TEC), la Universidad de Costa Rica (UCR) y la Universidad Nacional de Costa
Rica (UNA) encabezan dichas investigaciones [19], [20], [21], [22], [23], [24], [25], [26], [27],
[28]. Adicionalmente, en la base de datos de variedades mutantes de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAQ) y del Organismo Internacional de
Energia Atémica (OIEA) se reporta que en Costa Rica se han desarrollado nuevas variedades
de arroz (Oryza sativa L.), de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y de chicharos (Vigna unguiculata
Walp.), mediante la induccién de mutaciones [29], [30], [31], [32].

Mutaciones

Las mutaciones son descritas como cambios estables en la secuencia de ADN de determinado
locus en un organismo [9], [18]. Estas pueden ocurrir de forma simultanea durante la division
celular; o bien, por la exposicion a agentes externos como mutagenos o infecciones virales [5],
[9]. Shelake et al. [16] sefialan a las mutaciones como la base de la variabilidad genética y de
la evolucion y diferenciacion entre organismos.

Las mutaciones pueden presentar sus efectos a nivel molecular de forma puntual, a nivel
cromosdémico, o a nivel gendmico (Figura 1). Las mutaciones génicas o puntuales afectan la
composicion quimica de los genes o de las regiones intergénicas; especificamente, modificando
una o pocas de las bases nitrogenadas que los conforman [5]. Las mutaciones puntuales
incluyen las inserciones, las deleciones y las sustituciones [5], [16]. Por su parte, las mutaciones
cromosomicas cambian la estructura de los cromosomas, pudiendo ocurrir duplicaciones,
translocaciones, o la inversion de regiones completas del cromosoma, entre otras alteraciones,
y aneuploidias (2n + cromosoma) [5], [16]. Finalmente, las mutaciones gendmicas conllevan a
alteraciones en el nimero de juegos cromosomicos, produciendo poliploidias [5], [16].
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Figura 1. Representacion gréafica de tipos de mutaciones: Puntuales (A),
cromosoémicas (B) y genémicas (C) (Elaborado en BioRender.com).

Cromosomas
sin mutacion

Monosomia

Las mutaciones desempefian un papel clave en términos evolutivos debido a que permiten
el desarrollo de caracteristicas nuevas en los cultivos [18], [33]. A pesar de lo anterior, las
mutaciones espontaneas son poco frecuentes en la naturaleza, por lo que la busqueda de
metodologias para acelerar dicho proceso es uno de los problemas clave en el desarrollo de
nuevas variedades [33].

Mutagénesis

La mutagénesis consiste en la exposicion de material bioldégico a agentes mutagénicos con
el fin de incrementar, de forma artificial, la tasa de mutaciones respecto a la frecuencia de
mutaciones espontaneas en condiciones naturales [34], [35]. De esta manera, la mutagénesis
permite incrementar la variabilidad genética en plantas para obtener caracteristicas de interés
en la produccion agricola [36]. La eficiencia de la induccion de mutaciones depende de factores
como el tipo de mutageno, el explante vegetal, la duracion de la exposicion y la concentracion
utilizada [34].

Los agentes mutagénicos empleados pueden ser clasificados como agentes fisicos, agentes
guimicos y herramientas de edicion génica, tal como plantean Bhoi et al. [13]. La mutagénesis
fisica emplea, mayoritariamente, radiaciones de caracter ionizante, por ejemplo, los rayos
gamma vy la radiacion de neutrones réapidos [13], [35]. Dichas radiaciones producen gran
cantidad de radicales libres que interactian con el ADN, causando pérdidas de nucledtidos y
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deleciones cromosémicas [13]. Asimismo, las radiaciones ionizantes pueden generar cambios
en la estructura del ADN debido a la ionizacion directa o a la ruptura de enlaces [37]. En la
mutagénesis quimica se emplean agentes mutagenos como azida de sodio, etilmetanosulfonato
(EMS) y 1-metil-1-nitrosourea (MNU), entre muchos otros [13], [35]. Los mutagenos quimicos
inducen cambios en el ADN mediante procesos como la clastogénesis, la aneugénesis y el
dafio oxidativo [38]. Es importante sefalar que la inducciéon de mutaciones mediante estos dos
métodos no es posible dirigirla hacia determinado gen o regién del material genético [13].

Las técnicas de edicion génica utilizando herramientas moleculares tales como las nucleasas
con dedos de zinc (ZFNs), las nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion
(TALENS) y las secuencias de repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR, por sus siglas en inglés) asociadas a endonucleasas tipo Cas
permiten inducir mutaciones en sitios y genes especificos (Figura 2) [13]. Estas herramientas
emplean nucleasas dirigidas para generar cortes en un sitio especifico en una o las dos hebras
de la molécula de ADN [2], [13]. De acuerdo con Holme et al. [39] y Kashtwari et al. [34], el
empleo de estos sistemas para la induccion de mutaciones resulta ser eficiente y preciso.
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Figura 2. Representacion de nucleasas mas comunes usadas para la induccion de mutaciones dirigidas:
nucleasas con dedos de zinc (ZNFs), nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALENS) y
CRISPR-Cas9. Notese que la doble ruptura (DSB) de la hebra de ADN puede resultar en los mecanismos
de reparacion mediados por recombinacion homaologa o no homdloga. En la primera se requiere de
una hebra donadora y el resultado final es una insercién o reemplazo; mientras que, en la segunda el
resultado final es mayoritariamente una insercion o una delecion (Elaborado en BioRender.com).
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Aplicaciones de la mutagénesis utilizando cultivo de tejidos

El mejoramiento genético por induccion de mutaciones ha permitido la produccion de miles
de variedades de cultivos. La mutagénesis inducida ha sido utilizada para producir altos
rendimientos, mayor calidad de cosechas, resistencia a plagas y enfermedades y tolerancia al
estrés [40]. La induccioén de las mutaciones debe apoyarse en estrategias de seleccion eficientes
y rentables, para lo cual el cultivo de tejidos representa un apoyo vital a esta metodologia
de mejoramiento genético [41]. Esta técnica permite la identificacion de las caracteristicas
de interés controlando las condiciones de cultivo, y manteniendo miles de individuos en un
espacio reducido, condiciones controladas, independencia de condiciones climaticas que son
requeridas y menor inversion de mano de obra; adicionalmente, los terrenos, insumos y mano
de obra que se utilizarian en el mejoramiento, pueden liberarse para la produccion de alimentos
[41]. A continuacion, se mencionan algunas aplicaciones de la induccién de mutaciones
utilizando protocolos de cultivo de tejidos.

Produccioén de cultivos resistentes al estrés biodtico

Los factores bidticos tienen influencia sobre el comportamiento de las plantas [13]. Mdltiples
organismos comoinsectos, bacterias, nematodos, hongosy virus pueden impactar negativamente
el rendimiento de los cultivos [13], [42], [43]. Mediante la induccién de mutaciones, las
proteinas receptoras de moléculas que median la interaccion planta-patégeno pueden ser
modificadas con el fin de conferir resistencia o tolerancia a estos [44]. En la ultima década,
se han desarrollado multiples investigaciones para obtener plantas tolerantes o resistentes al
estrés bidtico, tales como las que se recopilan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Ejemplos de produccion de cultivos resistentes al estrés biético mediante inducciéon de mutaciones.

Especie Agent:tiﬁmzuatggémco Tolerancia o resistencia inducida Fuente
Saccharum officinarum Radiacion gamma Colletotrichum falcatum [45]
Citrus x sinensis Etilmetanosulfonato Xanthomonas citri [46]
Solanum melongena Etilmetanosulfonato Leucinodes orbonalis [47]
Citrus x sinensis CRISPR/Cas Xanthomonas citri [48]
Triticum aestivum CRISPR/Cas Blumeria graminis [49]
Oryza sativa CRISPR/Cas Xanthomonas oryzae [50]
Solanum lycopersicum CRISPR/Cas Phelipanche aegyptiaca y Orobanche spp. [51]
Solanum lycopersicum CRISPR/Cas Oidium neolycopersici [52]

Produccioén de cultivos resistentes al estrés abibtico

La produccion mundial de alimentos ha enfrentado una serie de retos en los ultimos afos, dentro
de los que destacan fendmenos antropogénicos como la contaminacion y el cambio climatico
[33]. Consecuentemente, las lluvias excesivas, las temperaturas extremas, el agotamiento del
suelo y de los recursos hidricos y otras situaciones han conducido a una reduccion significativa
en la produccion agricola [53], [54]. Investigadores como Raina et al. [53] y Rai et al. [55]
sefialan que dichos retos pueden enfrentarse mediante la obtencién de nuevos alelos gracias al
uso de técnicas biotecnologicas de fitomejoramiento como la mutagénesis. Las investigaciones
realizadas en diversos cultivos con el objetivo de conferirles tolerancia o resistencia a factores
causantes de estrés abidtico en las plantas han permitido generar variedades resistentes a
salinidad, herbicidas y sequias (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Ejemplos de produccion de cultivos resistentes al estrés abidtico mediante inducciéon de mutaciones.

Oryza sativa cv. Nagina 22 Etilmetanosulfonato Salinidad [56]
Triticum aestevium Etilmetanosulfonato Herbicida [57]
Triticum aestevium Etilmetanosulfonato Salinidad [58]

Oryza sativa Radiacién gamma Salinidad y sequia [25]
Oryza sativa Radiaciéon gamma Herbicida [27]
Saccharum sp. Radiacion gamma Salinidad [59]
Saccharum officinarum Radiacion gamma Salinidad [60]
Arabidopsis thaliana CRISPR/Cas9 Sequfa [61]

Produccién de cultivos con mayor rendimiento

Teshome et al. [62] sefialan que la exposicion de las plantas a agentes causantes de estrés
bidtico o abidtico puede reducir considerablemente el desempefio de estas. Animasaun y
Oguntoye [40] sefialan la mutagénesis como una herramienta clave para el desarrollo de
variedades con mayores rendimientos productivos. Diversos estudios han empleado diferentes
agentes mutagénicos para incrementar dicho parametro en cereales como Triticum aestivum
(trigo) y Oryza sativa (arroz) [63], [64]. En el Cuadro 3 se detalla informacion referente a algunas
investigaciones realizadas con dicho propdsito durante la ultima década.

Cuadro 3. Utilizacion de mutagenos para incrementar la productividad en cultivos de interés agricola.

Triticum Se obtuvieron 16 lineas con mutaciones
. Etilmetanosulfonato en el gen Rht-1, asociado a un incremento [63]
aestivum o T o
significativo en la productividad de la planta.
El nimero de semillas incremento
Sesamum : significativamente en las plantas regeneradas
indicum EllimeizncsLlieneio a partir de las semillas expuestas a 1% de EMS [65]
durante 4 h.
Se obtuvieron 38 lineas mutantes con un
o incremento significativo en el ndmero de tallos
Saccharum spp. Radiacién gamma . [66]
aptos para su procesamiento y en los grados
Brix.
Cuatro lineas presentaron mayor concentracion
Saccharum o . o o
officinarum Radiacion gamma de azlcares (° Brix) a los 10 meses respecto a [60]
los cultivares Co86032, CoM0265 y Co740.
Se obtuvieron 7 lineas mutantes con mayor
Oryza sativa CRISPR/Cas rendlmleqto por hec'ta'r’ea respecto al cultivar [64]
base, gracias a la edicién de los genes Gnlay
DEP1.

Produccion de mutantes de importancia agricola en Costa Rica

Durante la segunda mitad del siglo XX, en Costa Rica se obtuvieron cuatro nuevas variedades
de plantas de interés agricola y comercial producto de la inducciéon de mutaciones, tal como
se muestra en la base de datos de variedades mutantes de la FAO y del OIEA [29], [30], [31],
[32]. La variedad de frijol (Phaseolus vulgaris) NEP-2 fue registrada en 1975 tras su desarrollo
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mediante el uso de EMS como agente mutagénico [29]. Una de las principales caracteristicas
de esta variedad de frijol es su resistencia a enfermedades [29]. En 1986, se registrdé la variedad
Uneca-Gama de chicharo (Vigna unguiculata), producto de la exposicion de semillas a 100 Gy
de radiacién gamma [31]. Esta nueva variedad se caracterizé por poseer un mayor rendimiento
productivo respecto al material parental [31].

Las variedades de arroz (Oryza sativa L.) UNP 9027 y Camago-8 fueron registradas en 1994
y 1996, respectivamente; esta ultima fue desarrollada por investigadores de la Escuela de
Ciencias Agrarias (ECA) de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA) [30], [32]. Estas se
produjeron mediante la exposicion de semillas a rayos gamma, a 200 y 250 Gy, respectivamente
[30], [32]. Ambas variedades se caracterizan por su resistencia a Pyricularia oryzae, agente
causal del tizon del arroz; mientras que, la variedad Camago-8 también presenta resistencia a
diferentes virosis [30], [32]. Adicionalmente, en la UNA se han desarrollado mutantes de frijol
(P. vulgaris) con mayor tamafio de semilla y tolerante a bajas temperaturas; banano (Musa
spp.) con resistencia parcial a Mycosphaerella fijiensis; y, iame (Dioscorea alata) resistente a
Colletrotrichum gloesporioides [67].

En el Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa
Rica (UCR) se han desarrollado diversos proyectos para el mejoramiento genético de plantas
mediante la induccién de mutaciones [19], [20], [21], [22]. Dentro de estas, destacan la soya
(Glycine max) y el arroz (O. sativa) [19], [20], [21], [22]. En el caso del arroz, se han empleado
mutagenos de naturaleza quimica como el EMS y azida de sodio [19]. Adicionalmente, se
han ejecutado proyectos en especies ornamentales como la heliconia (Heliconia sp.) y la cala
(Zantedeschia aethiopica) [19], [20], [21], [22].

La UCR en conjunto con el Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR) han ejecutado diferentes
proyectos relacionados al mejoramiento genético del café (Coffea arabica) mediante procesos
de mutagénesis quimica [24], [28]. Bolivar-Gonzéalez et al. [24] expusieron suspensiones
celulares embriogénicas de dicha planta a diferentes concentraciones de EMS y azida de
sodio (NaN,). Las suspensiones mutagenizadas y las plantulas regeneradas posteriormente
a partir de estas fueron cultivadas en medios con diferentes concentraciones de cloruro de
sodio (NaCl) [24]. Esto se realizé con el fin de seleccionar plantas de C. arabica tolerantes a
condiciones de alta salinidad [24].

El interés por el mejoramiento genético del café radica en que es un cultivo con baja diversidad
genética y reproduccion autégama, por 1o que las variedades de interés productivo presentan
alta susceptibilidad a factores bidticos y abidticos. Gatica-Arias et al. [26] evaluaron el efecto
de tres agentes mutagenicos (NaN,, EMS y rayos gamma) en la sobrevivencia de embriones
cigdticos de café, permitiendo optimizar los protocolos para la induccion de mutaciones en este
material. Por otra parte, Rojas-Chacon et al. [28] expusieron semillas de C. arabica a 50 mM
de azida de sodio por 8 h. Posterior a este tratamiento, dichos autores evaluaron el efecto de
este mutageno sobre diferentes caracteristicas en las plantulas regeneradas a partir de semillas
tratadas.

Adicionalmente, investigadores de la Universidad de Costa Rica han desarrollado proyectos
para obtener plantas de frijol resistentes a Rhizoctonia solani [23]. En la investigacion, se
irradiaron ejes embrionarios desde 0 a 100 Gy, y determinaron que la dosis de 20 Gy fue la
adecuada para inducir las mutaciones de interés [23]. Posteriormente, realizaron la seleccion
de lineas promisorias utilizando concentraciones crecientes de filtrado de Rhizoctonia solani
[23].

Multiples investigaciones lideradas por el ITCR, en colaboracion con la UCR, han empleado
radiacion gamma para el desarrollo de nuevas variedades de arroz (O. sativa) [25], [27].
Abdelnour-Esquivel et al. [25] expusieron callos embriogénicos de arroz a 80 Gy de radiacion
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gamma. Este tratamiento se realizé con el fin de obtener plantas tolerantes a condiciones de
sequia y salinidad [25]. Producto de dicha investigacion, se obtuvieron 60 mutantes tolerantes
a condiciones de sequia, 58 lineas tolerantes a condiciones de salinidad y 15 lineas tolerantes
a ambas condiciones de forma simultanea [25].

En 2022, Hernandez-Soto et al. [27] irradiaron semillas de arroz con dosis dentro del rango
50-350 Gy. A partir de semillas irradiadas se indujo la formacién de callo embriogénico y
posteriormente, la regeneracion de plantulas mutantes [27]. Estos mutantes fueron cultivados
en concentraciones crecientes de fluazifop-p-butil, donde se identificaron 31 lineas mutantes
con tolerancia putativa a dicha molécula herbicida [27].

Los proyectos para la produccion de mutantes de interés agricola en Costa Rica en el ITCR
han sido desarrollados principalmente por el Laboratorio de Crioconservacion del Centro
de Investigacion en Biotecnologia (CIB), el Laboratorio de Radiaciéon Gamma del Centro de
Investigacion y Extension en Materiales del TEC (CIEMTEC) y el Centro de Investigacion y
Desarrollo en Agricultura Sostenible para el Tropico Himedo (CIDASTH). Estos proyectos
han sido financiados gracias a la Vicerrectoria de Investigacion y Extension del ITCR (VIE),
convocatorias realizadas por el Consejo Nacional de Rectores (CONARE), la Sociedad Alemana
de Investigacion (DFG, por sus siglas en aleman) y el sector productivo representado por
organizaciones de productores de cafia de azucar a través de la Liga Agricola Industrial de la
Cana de Azucar (LAICA) y productores arroceros, asi como colaboraciones con colegas de la
UCR y UNA (Cuadro 4).

Cuadro 4. Hoja de ruta de proyectos de investigacion relacionados con la produccion de
mutantes en cultivos de interés agricola del Laboratorio de Crioconservacion del Centro
de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnolégico de Costa Rica.

Linea de investigacion: Produccion de lineas mutantes de plantas de interés agricola para contribuir con el
desarrollo del sector agroproductivo en zonas rurales.

Objetivo a largo plazo: Desarrollar nuevas variedades vegetales mejoradas por su adaptacion a condiciones de
cambio climatico y mayor productividad.

Fase Financiamiento Periodo Proyecto de investigacion

Generacion de variabilidad genética en el arroz: una

FEEHGOINARIE Y 2016-2018 | alternativa para enfrentar el cambio climatico y favorecer la

| (3 afios)

lleale seguridad alimentaria en Costa Rica.
ITCR-VIE y Produccion de mutantes de arroz (Oryza sativa) tolerantes
Il (3 afios) productores de 2020-2022 | a herbicidas utilizando rayos gamma para contribuir con el
arroz manejo sostenible del cultivo.

Desarrollo de lineas de cafia de azucar (Saccharum
[l (3 afios) ITCR-VIE y LAICA 2022-2025 officinarum) producidas por mutagénesis radioinducida
para una agricultura mas resiliente y productiva.

New Plant Breeding Technologies (NPBTSs) strengthening
research capacities between Costa Rica and Germany

i, using rice as a model.
IV (3 afios) IR VJ/EE,)'EGON/-\RE 2024-2026 ¢
Produccion de lineas mutantes de arroz tolerantes a
suelos acidos para contribuir con la productividad agricola
nacional.
Induccién de variabilidad genética en cafia de azucar
V (3 afios) Por solicitar 2025-0027 para la obtencion de cultivos resilientes a sequia y el

favorecimiento de la productividad en zonas marginales
dependientes de las lluvias.

Evaluacion de la metodologfa DUS (Distincion, Uniformidad
VI (3 arios) Por solicitar 2027-2029 y Estabilidad) en mutantes resistentes a acidez y
herbicidas.
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Actualmente, en el CIB se continta con el desarrollo de proyectos de mejoramiento genético via
mutagénesis radioinducida en plantas de la familia Poaceae. Tanto en arroz (O. sativa), como
en cafa de azucar (Saccharum sp.), se trabaja en la obtencién de lineas mutantes tolerantes
a las altas concentraciones de aluminio (AlI**) en suelos acidos (Cuadro 4). Ademas, en cafa
de azucar (Saccharum sp.) se desea obtener nuevas variedades cuya tasa de floracion sea
inferior a la del material parental, o bien, nula, caracteristica con la que se busca aumentar el
rendimiento productivo.

Adicionalmente, en el CIB se ha realizado edicién genémica como parte del proyecto del
Espacio de Estudios Avanzados de la Universidad de Costa Rica (UCREA; Proyecto 801-B7-
294) para la edicion del genoma de arroz y del proyecto “New Plant Breeding Technologies
(NPBTs) strengthening research capacities between Costa Rica and Germany using rice as
a model” financiado por CONARE vy la DFG de Alemania (Cuadro 4) [68], [69], [70], [71].
Adicionalmente, también se ha realizado produccion cientifica relacionada con la edicién de
genomas en levaduras [71], arroz [72], [73], [74] y café [75]; tesis de posgrado [76], [77];
y, en colaboracion con el Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (lICA),
tres cursos practicos sobre ediciéon génica (2021, 2022 y 2024). Por otra parte, también se
han realizado trabajos sobre la percepcion de la poblacion costarricense respecto a dichas
tecnologias [68], [69].

Las metodologias desarrolladas en el CIB han permitido la produccion de plantas a partir de
tejidos irradiados. Estas plantas han sido seleccionadas utilizando la técnica de cultivo de
tejidos por la simplicidad con la que se puede modificar las condiciones in vitro. Ademas, en
un espacio reducido se pueden evaluar miles de mutantes de forma simultanea, lo que reduce
el tiempo y costo en los programas de mejora. De esta forma, es posible obtener una segunda
generacion de plantas mutantes (M2) en invernadero a partir de una primera generacion
mutante con dos ciclos de multiplicacion (M1V2) seleccionada en condiciones in vitro en menos
de un afio (Figura 3).

Figura 3. Etapas para la induccion de mutaciones en arroz (O. sativa) y cafia de azlcar (Saccharum sp.) utilizando
cultivo de tejidos e irradiaciéon gamma en el Laboratorio de Crioconservacion del Centro de Investigacion en Biotecnologia
del ITCR: Induccién de callos embriogénicos de arroz a partir de semilla (A), callos embriogénicos de arroz irradiados
a 60 Gy (B), plantas de arroz regeneradas a partir de callos embriogénicos irradiados (C), poblacién M1V2 de arroz
(D), plantas de arroz de la poblacién M2 desarrollandose en invernadero (E), induccién de callo embriogénico de
cafia de azucar (F), callos embriogénicos de cafa de azUcar irradiados tras 1 semana en medio de regeneracion (G),
plantulas mutantes de cafa de azlcar regeneradas a partir de callos embriogénicos irradiados tras 4 semanas en
medio de regeneracion (H) y plantas de cafia de azlcar tras 4 semanas de cultivo en condiciones de invernadero (1).
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En el cultivo de arroz son requeridas aproximadamente 2 semanas en la etapa de induccion de
callo embriogénico (Figura 3A), 4 semanas evaluando la regeneracion de los callos después
de la irradiacion (Figura 3B), 8 semanas obteniendo plantas a partir de callos irradiados (Figura
3C), 2 a 3 semanas estableciendo la primera generacién mutante (M1) in vitro (Figura 3D) y
entre 5 a 6 meses obteniendo la poblacién de semilla M2 a partir de plantas M1 aclimatadas
en invernadero y 2 a 3 semanas adicionales obteniendo plantulas M2 a partir de semilla (Figura
3E).

Por su parte, en cafa de azucar se requieren, aproximadamente, 10 semanas para la
obtencion de callo embriogénico (Figura 3F), 4 semanas para obtener plantas a partir de
los tejidos embriogénicos irradiados (Figuras 3G y 3H) y posteriormente, cada linea mutante
es micropropagada cada 6 semanas. Asimismo, transcurrido dicho periodo, las vitroplantas
pueden ser cultivadas en condiciones de invernadero (Figura 3l).

Conclusiones

Gracias a la emergencia de diferentes tecnologias (radiaciones ionizantes, herramientas de
edicion génica y otras) ha sido posible modificar artificialmente el material genético de plantas
de gran relevancia agricola. Este aumento en la variabilidad genética de plantas de gran
relevancia agricola mediante la induccion artificial de mutaciones (mutagénesis) ha permitido
desarrollar materiales vegetales aptos para su cultivo ante condiciones agricolas marginales,
y a su vez, garantizando un rendimiento productivo 6ptimo. En Costa Rica, el avance de las
investigaciones en produccion de mutantes de interés agricola ha permitido el desarrollo de
protocolos y metodologias afinadas, la adquisicion de equipo e infraestructura, la produccion
de conocimiento, la formacién de capital humano, la generacion de lineas mutantes que
actualmente se encuentran en evaluacion, y diferentes publicaciones cientificas. Por otra parte,
estas estrategias benefician a los productores agricolas del pais, contribuyendo a que su
actividad econdmica siga siendo rentable, y a que Costa Rica, como pals, pueda acercarse
cada vez mas al ansiado autoabastecimiento y mejorar la seguridad alimentaria en la poblacion
nacional.
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