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Radiosensibilidad del arroz (Oryza sativa L. var CR5272)
por irradiacion gamma en Costa Rica

Radiosensitivity of rice (Oryza sativa L. var CR5272)
to gamma irradiation in Costa Rica

Mairon Madriz-Martinez', ®Alexis Fernandez-Acuiia, ©Silvia Hernandez-Villalobos,
Rafael Orozco-Rodriguez, “Juan Argiiello-Delgado

Escuela de Ciencias Agrarias, Facultad de Ciencias de la Tierra y el Mar, Universidad Nacional de Costa Rica (UNA).

RESUMEN: Para el mejoramiento genético de plantas se han utilizado las mutaciones inducidas. Un paso previo a esto es
el estudio de la radiosensibilidad del material a trabajar, ya que permite observar el efecto sobre el material vegetal y
definir la dosis adecuada. Este trabajo tuvo como objetivo determinar la radiosensibilidad de semillas de arroz
(Oryza sativa L. var CR5272), sometidas a irradiacion gamma con ®Co. Se evaluaron siete dosis: desde 100 hasta
700 Grays (Gy) con incrementos de 100 Gy, comparadas con un testigo sin irradiar (T0). Las variables se evaluaron, a los
siete dias el porcentaje de germinacion y a los 21 dias, la longitud del tallo y de la raiz. Los valores de las variables
disminuyeron conforme se increment6 la dosis de irradiacion. La mayor germinacion y longitud de tallo se dio a los 100 y
200 Gy; sin embargo, ninguno tuvo una diferencia estadistica con respecto al testigo; la longitud de la raiz se increment6
en un 12,74 %, con radiaciéon de 100 Gy, en relacion con el tratamiento sin irradiar. La dosis letal media (DL50) se
establecid en 674 Gy para el porcentaje de germinacion, en 380 Gy para la longitud del tallo y 274 para la raiz. La
correlacion entre los niveles de radiacion y longitud de tallo y de raiz (R=0,92 y R=0,85) fue significativa, no asi en la
germinacion (R=0,54). Se logrd realizar la radiosensibilidad para semillas de arroz (Oryza sativa L. var CR5272) y se
establecio un rango de 300-400 Gy de irradiacion, como dosis efectiva, adecuada para inducir mutaciones favorables en
esta variedad.

Palabras clave: cobalto, DL, fitomejoramiento, mutacion.

ABSTRACT: Induced mutations have been used for the genetic plant breeding. A previous step to this is the material
radiosensitivity study to be worked on, since it allows observing the effect on the plant material and defining the adequate
dose. The aim of this work was to determine the radiosensitivity of rice seeds (Oryza sativa L. var CR5272), subjected to
gamma irradiation with ®Co. Seven doses were evaluated: from 100 to 700 Grays (Gy) with increments of 100 Gy,
compared with a control without irradiation (T0). The variables were evaluated: at seven days, germination percentage and
at 21 days, stem and root length. Variable values decreased as the irradiation dose increased. The highest germination and
stem length occurred at 100 and 200 Gy; however, neither had a statistical difference with respect to the control; root
length increased by 12.74 %, with 100 Gy irradiation, in relation to the non-irradiated treatment. The median lethal dose
(LD50) was established at 674 Gy for germination percentage, 380 Gy for stem length and 274 for root length. The
correlation between radiation levels and stem and root length (R=0.92 and R=0.85) was significant, but not for
germination (R=0.54). Radiosensitivity was achieved for rice seeds (Oryza sativa L. var CR5272) and a range of
300-400 Gy of irradiation was established as an effective dose, adequate to induce favorable mutations in this variety.
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INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa) es considerado como uno de
los cultivos de mayor importancia para la alimentacion
mundial, ya que es el alimento basico de méas de la
mitad de la poblacidon del mundo. El crecimiento acelerado
de la poblaciéon, la menor cantidad de recursos vy tierras
disponibles, asi como la incertidumbre climatica que provoca
nuevas razas de enfermedades y plagas, son una amenaza
a la seguridad alimentaria; por lo tanto, es urgente aumentar
la diversidad del cultivo con mejoras en la eficiencia, para
hacer frente a los retos futuros, para ello se han buscado
herramientas para la modificacion y el mejoramiento genético
del arroz, entre ellas la aplicacion de radiaciones (1,2).

El uso de radiaciones ionizantes es una técnica que genera
alteraciones en el material vegetal, lo que permite inducir
variabilidad genética, la cual resulta muy eficiente en la
obtencion de mutantes que permite el mejoramiento de
cultivos en rasgos especificos con caracteristicas deseadas
de importancia agronémica (3,4). Los rayos gamma son un
agente mutageno fisico que tienen una longitud de onda
baja y un alto poder de penetraciéon, causan mutaciones
genéticas en los organismos vivos, las cuales se distribuyen
aleatoriamente en el genoma (3).

La aplicacion de radiaciones gamma se usa para ampliar
la variabilidad genética y crear nuevas variedades con
genotipos superiores en poco tiempo, para que su aplicacion
sea eficiente se debe efectuar ensayos que permitan
determinar la dosis de irradiacion optima la cual dependera
de las caracteristicas fisicas del material vegetal, al evaluar
la radiosensibilidad de los tejidos a diferente intensidad,
lo que busca es familiarizarse con los efectos de las
radiaciones sobre éste, asi como para evaluar el porcentaje
de sobrevivencia de los materiales a las dosis (5).

Existe una mayor probabilidad de producir mutaciones
efectivas para hacer fitomejoramiento con dosis donde
mueren el 50 % de los individuos irradiados, esto es conocido
como dosis letal media (6). Por otra parte, el genoma
sufre multiples impactos con dosis altas que producen
aberraciones o cambios negativos comiunmente (7).

Segun More y Borkar (8) la efectividad en la produccion
de mutaciones disminuye conforme se aumenta la dosis
de rayos gamma ya que estos pueden causar alteracion
de caracteres fisioldgicos. El efecto bioldgico de los rayos
gamma se debe a la interaccién de atomos o moléculas en
la célula, particularmente en el agua, para producir radicales
libres (9).

Estos radicales pueden dafiar o cambiar componentes
importantes de las células vegetales, se ha reportado que
afectan diferencialmente la morfologia, la anatomia, la
bioquimica y la fisiologia de las plantas, dependiendo de
las dosis de radiacion (10).

Mas de 2200 variedades de cultivos fueron lanzados a
finales del siglo pasado usando mutagénesis por irradiacion;
de ellos 434 son variedades de arroz (11). En Costa Rica, en
la década de los 90, se utilizé esta técnica para obtener el
mutante CAMAGO-8, el cual se selecciond por su tolerancia
a Pyricularia y por su alto rendimiento, esta variedad se
sembré por varios afios en fincas de productores en la region
de Guanacaste, hasta que la tolerancia al hongo no se
mantuvo (12).

En Costa Rica para el periodo 2017/2018 el consumo
nacional de arroz pilado fue de 239 707 t (13) con un consumo
per capita que ronda los 50 kg, se estima que el consumo de
arroz mundial para el 2020 sera de763 millones de toneladas,
con un incremento de 852 millones de toneladas para el
2035 (14,15), valores que revelan la importancia de este
cereal en la dieta global y de los costarricense, convirtiéndolo
en un elemento fundamental de la seguridad alimentaria,
debido a esto, es importante contar con programas de
mejoramiento genético que ayuden a optimizar la calidad
del cultivo de arroz y asi abastecer la demanda en un futuro;
es por ello, que el presente estudio tuvo como objetivo,
determinar la radiosensibilidad de semillas de arroz de la var.
CR5272 y asi determinar la DL50 para este cultivar.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevé a cabo en las instalaciones
de la Escuela de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional (UNA). Se utilizaron semillas del cultivar
CR5272 (Oryza sativa cv CR5272) con germinacion del 92 %
y la humedad entre11-13 %, las cuales fueron irradiadas con
siete dosis de rayos gamma (100, 200, 300, 400, 500, 600 y
700 Gy) y un testigo sin irradiar.

Las semillas se irradiaron utilizando una fuente de cobalto
(5°Co) con una taza de irradiaciéon de 60 Gy/minuto en un
Gammacell del Laboratorio de irradiacion gamma del Instituto
Tecnolégico de Costa Rica (ITCR), Cartago, Costa Rica. Se
utilizaron 160 semillas para cada tratamiento.

Después de lairradiacion las semillas se sembraron con el
método de mufieca, el cual consistidé en colocar las semillas
en pliegos de papel periddico con dimensiones de 36,5 cm
largo x 26 cm de ancho, en la parte mas larga del papela 1 cm
del borde y con un espaciamiento de 0,9 cm por semilla. Una
vez colocadas las semillas, el papel se humedecié con agua
destilada y se enroll6 el papel en forma de cilindro y se coloco
en un beaker de 3 litros con agua a tres cuartos del pliego de
papel, estos se colocaron en una camara de germinacion por
siete dias, la camara se mantuvo a 85 % de humedad y 30 °C.
Después de la germinacion todas las semillas se colocaron
en el invernadero hasta cumplir los 21 dias.

Se implementd un disefio experimental completamente
al azar (DCA) con cuatro repeticiones por tratamiento
y cada repeticion compuesta por 40 semillas. Cada
unidad experimental estuvo conformada por una planta. La
radiosensibilidad de las semillas se evalué por medio del
porcentaje de germinacion, la longitud del tallo (de la base al
apice de la hoja mas larga) y longitud de raiz (de la base a
la parte mas distal de la raiz mas larga) de las plantulas. La
evaluacion se realizé a los siete dias para germinacion y a los
21 dias para longitud de tallo y raiz.

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre las
variables evaluadas se realizé un analisis de varianza de
comparacién de medias, para la longitud de tallo, raiz y
germinacién, mediante la prueba de LSD Fisher (p<0,05),
utilizando el paquete estadistico INFOStat. Las variables
se evaluaron mediante un DMR en R para determinar la
DL50 con un modelo no lineal de tres parametros.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza indico que la radiacién entre 100 Gy
y 500 Gy no mostré efectos significativos en la germinacion
de las plantas de arroz. Con ese rango de radiacién la
germinacion fue parecida al testigo sin irradiar, no hubo una
diferencia significativa (p>0,05) (Figura 1a). En un ensayo
con 13 cultivares de arroz irradiados, encontraron que el
incremento de dosis de radiacion gamma no tuvo un efecto
significativo en la germinacion de semillas con ninguna dosis
(16). La radiacion aumenta la sensibilidad de las plantas a
los rayos gamma, el efecto estimulante de los rayos gamma
sobre la germinacion puede atribuirse a la activacion del ARN
o la sintesis de proteinas y ocurrir durante la etapa inicial de
la germinacion después de la irradiacion de las semillas, el
aumento de la dosis de radiacion puede ser responsable de
una menor incapacidad de germinacion; sin embargo, ciertos
genotipos poseen diferente sensibilidad a la irradiacion con
rayos gamma (16,17).

Los tratamientos de 600 Gy y 700 Gy si presentaron
diferencias significativas (p>0,05) con respecto al testigo
(efecto radio inhibidor) (Figura 1a), en 700 Gy (p<0,0001)
el porcentaje de germinacion disminuyé hasta un 66 %
(Figura 1d). Esto concuerda con los resultados obtenidos
al irradiar dos variedades de arroz, la dosis mas alta (500 Gy)
fue la que provocd una mayor inhibiciéon en la germinacion
con un 53,75 % y 51,54 %, respectivamente, para las
variedades de arroz ADT-37 y ADT (R)-45 (18). En oftra
clase de gramineas, como en el pasto llorén, la germinacion
decay6 de 98 % a 36 % al incrementar la dosis de irradiacion
de 300 a 400 Gy y en pasto africano pas6 de un 98 %
de germinacion en el testigo sin irradiar, hasta valores de

1 % al utilizar 900 Gy (19-21). Dosis altas de irradiacion
pueden causar lesiones a nivel génico y cromosomicos que
son letales para las células en division, lo que provocan
dafos fisiologicos que inhiben las funciones vitales de las
células, como dafo a los tejidos embrionarios, division celular
anormal y mutacion, esto puede provocar la muerte del
embrién en la semilla, lo que causa una disminucién en la
germinacion (22,23).

La dosis en la que la germinacion tuvo el valor mas proximo
alaDL50 se encontré en 674 Gy segun el analisis estadistico,
en otro estudio para la variedad de arroz IBD1 la DL50 se
encontro en la dosis 564,5 Gy (1), mientras que en un ensayo
con dos variedades de arroz (MRQ74 y MR269) la DL50 se
encontro entre los 351 y 365 Gy, la DL50 fue a los 300,3 Gy
y 300 Gy para los cultivares de arroz ADT-37 y ADT (R)-45,
respectivamente; mientras que en la DL50 en el cultivar Anna
(R)4 en India, fue a los 376,5 Gy (18,24,25).

En cuanto a la altura del tallo, los datos muestran que el
incremento de dosis de 0-200 Gy en la radiacién, no presenté
diferencias significativas con respecto al testigo (p>0,05),
pero conforme las dosis de irradiacion se incrementaron,
la altura de las plantas disminuyo; a partir de 300 Gy la
disminucion en la altura de las plantas fue de un 28 %,
mientras que a una dosis de 700 Gy la disminucion en
la altura fue de un 87 %. Otros resultados mostraron
que dos lineas de arroz (G10 y G16), asi como el
cultivar Baas Selem, disminuyeron la altura de la planta,
conforme se incrementaron las radiaciones desde 200 Gy
hasta 500 Gy (2), mientras que en un ensayo con las
variedades ADT-37 y ADT (R)-45 la disminucion en la
altura correspondié a 63,15 % y 65,37 %, respectivamente,
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Figura 1. Irradiacién con ¢°Co en semillas de arroz (Oryza sativa L.var CR5272) y su efecto sobre: el porcentaje de germinacion (a);
longitud del tallo (b); longitud de la raiz (c) y sensibilidad de CR5272 desde 0 hasta 700 Gy (d).
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en la dosis de 500 Gy (18). Lo anterior indica que altas
dosis de radiacion gamma en semillas, tienen un efecto
negativo sobre el crecimiento de la planta, esto puede
deberse a que la radiacion gamma causa destruccion de
compuestos importantes para el desarrollo vegetal, como
son, las enzimas, las auxinas y el acido ascérbico, lo que
provoca dafios en el proceso de division y elongacion celular
(20,22,26). Altas dosis de radiacion también pueden afectar
la estructura del ADN, provocando anomalias en la secuencia
de nucledtidos que, a su vez, induce transcripciones
defectuosas, inactiva productos proteicos, dando como
resultado la inhibicion del crecimiento vegetativo (22,23).

La dosis letal media (DL50) para la longitud de planta
evaluada por medio del analisis estadistico se encontré
en 380 Gy (Figura 1b). En contraste para la variedad de
arroz MR284 la DL50 fue de 400 Gy (27). El fendmeno de
estimulacion se presentd en las raices, segun el analisis de
varianza se encontraron diferencias significativas entre el
testigo y el tratamiento de 100 Gy (p<0,0001), ya que las
semillas que fueron irradiadas con esta dosis presentaron la
mayor longitud de la raiz (Figura 1c). Esta misma situacion se
presento en otros cultivos como el tomate, donde se observo
una respuesta positiva a la irradiacién en la longitud de raiz
de un 37 %, en relacion con el control a dosis bajas, mientras
que en un estudio con plantas de girasol para la produccion
de aceite, la dosis de 200 Gy fue la que mayor estimulacion
indujo en el indicador de longitud de raiz; asi mismo, en
arboles forestales, se observé una mejora significativa en la
longitud de la raiz a bajas dosis de radiacion (28-30).

Se ha demostrado que la radiacién a dosis bajas es
elemental en plantas, ya que se puede dar un incremento
en la estimulacion y el desarrollo de estas, al utilizar con
mayor eficiencia las vias bioquimico-metabdlicas por medio
de los radicales libres, iones y moléculas excitadas (31),
esto provoca la radioresistencia en las plantas, que es la
capacidad de reparacion de su sistema para superar el efecto
dafino de los estresores y su establecimiento exitoso en
condiciones adversas (29).

Al igual que las anteriores dos variables, en el presente
estudio con arroz, se observo una reduccion en la longitud de
la raiz, conforme se incrementé la dosis de rayos gamma a
partir de 300 Gy. La menor longitud de la raiz (0,25 cm) se
present6 con 700 Gy y fue un 97,8 % menor al tamafio del
testigo (p<0,0001). En otro estudio de arroz con la variedad
Anna (R), se redujo en un 73,32 % la longitud de raiz con
la dosis de 400 Gy, en las variedades de arroz ADT-37 y
ADT (R)-45 la longitud de raiz también disminuyd, conforme
se incrementaron las dosis de radiacion, la mayor reduccion
de la raiz se observé en la dosis mas alta de 500 Gy, con
un 66,81 % y un 64,73 % de reduccién, respectivamente
(18,25). Por otra parte, la exposicion a radiaciones altas

puede provocar un dafio cromosomico, que provoca que
las células no puedan desarrollarse bien y, por lo tanto, no
favorecen el desarrollo y crecimiento de la planta, las dosis
altas de radiacion también reducen la actividad mitética en
los tejidos meristematicos y la reduccion del contenido de
humedad en las semillas, lo que provoca una reduccién en el
largo de la raiz (25,32).

La dosis letal media para la longitud de raiz fue de 274 Gy
(Figura 1c), segun el analisis estadistico. En contraste, para
dos variedades de calabaza, se encontré que la DL50 fue a
una dosis de 161-177 Gy, basado en la longitud de raiz (33).
Sin embargo, para otros cultivos se requiere dosis mas altas,
como en el mijo la DL50 se dio a los 500 Gy (6).

Los resultados del presente estudio indican que, de los
tres parametros estudiados, la longitud de tallo y la longitud
de la raiz se pueden usar con la misma confiabilidad
para estimar las dosis adecuadas de irradiacion gamma,
para el tratamiento de semillas de arroz en un programa
de mejoramiento. Se excluye el indicador de germinacion,
debido a que su DL50 es en la dosis 674 Gy que fue una
de las mas altas y en donde se disminuy6 la germinacion
en un 66 %, aparte de que esta dosis de radiacion afecto
significativamente los otros dos parametros (Tabla 1). Por
lo tanto, se optd por establecer un rango, que comprenda
la media ponderada de los parametros, la longitud de tallo
y la longitud de la raiz y se determiné que la DL50 para la
del cultivar CR5272 (Oryza sativa L. spp. Indica cv CR5272)
esta en el rango de 300 a 400 Gy, que es muy parecido al
establecido en otras variedades de arroz, encontrado entre
280 Gy y 350 Gy (34). Con el rango establecido para el
cultivar CR5272 se podra obtener la mayor cantidad de
mutantes utiles, con un dafio minimo para la supervivencia de
las plantas.

CONCLUSIONES

Este estudio permitié determinar la radiosensibilidad de
semillas de arroz de la var. CR5272, y se estableci6 la
DL-50 en el rango de 300 a 400 Gy, como dosis que podria
generar cambios en los rasgos genéticos permitiendo la
selecciéon de mutantes en fases iniciales.
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Tabla 1. Resumen de las DL50 obtenidas del analisis dosis-respuesta por medio de modelo no lineal de cada parametro.

Parametro DL50 (Gy) E.E T-valor p-valor
1- Germinacion 674,17 8,5136 79,1879 2,2e-16 ***
2- Tallo 380,81 7,157919 53,201 2,2e-16 ***
3- Raiz 274,12 6,45163 42,489 2,2e-16 ***

Signif. codigos: 0 “**** 0.001 “**’ 0.01 “** 0.05 <> 0.1 “” 1
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