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Evaluacién del efecto de dosis de Azida de Sodio sobre la regeneracion de
callo en cafa de azucar

Resumen

El objetivo de la Sistematizacion de Practica Profesional fue participar en el proceso de
investigacion sobre el efecto que tiene el compuesto mutagénico Azida de Sodio, sobre la
regeneracion en plantas en cultivo de tejidos de cafia de azUcar para generar diversidad genética,
en el Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Azlcar. El eje de
sistematizacion consistio en evaluar el efecto de cada dosis de Azida de Sodio. El estudio se realizo
utilizando la variedad CG 03-025, en CENGICANA, Santa Lucia Cotzumalguapa, Escuintla, en
donde se evaluaron las dosis de 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 mM durante 15 y 30 minutos y un testigo en medio
de regeneracion liquido durante 15 y 30 minutos y un testigo absoluto sin tratamiento alguno. Se
utilizo el disefio experimental completamente al azar, con once tratamientos y cuatro repeticiones.
Las variables evaluadas fueron porcentaje de sobrevivencia de callos, porcentaje de callos que
regeneran plantas y numero de plantas regeneradas. Entre los resultados, el estudio indica que el
mutagénico Azida de Sodio en las dosis evaluadas no manifestdé ningun efecto estadisticamente
significativo para las variables registradas. Se recomienda evaluar el compuesto Azida de Sodio a
mayores concentraciones y/o tiempos.

vi



1. Introduccidn

El Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la Cafla de Azlcar
(CENGICANA), implement6 desde 1992, un programa de mejora genética, cuyo objetivo es
aumentar la productividad del cultivo mediante el desarrollo de variedades mejor adaptadas para
los ingenios azucareros. La biotecnologia forma parte de este programa y mediante sus aplicaciones
de cultivo de tejidos y marcadores moleculares contribuye al alcance del objetivo.

La variabilidad genética es la materia prima para cualquier programa de fitomejoramiento.
Aunque la cafia de azlcar es una planta alégama, el principal método de propagacion es asexual,
lo que limita la diversidad. Ademas, este cultivo tiene una base genética estrecha debido al origen

en pocos genotipos que tienen todos los cultivares comerciales actuales.

Una de las técnicas utilizadas en fitomejoramiento para generar diversidad genética en
plantas, es el uso de mutaciones inducidas, las cuales pueden obtenerse mediante el uso de agentes
mutagénicos fisicos o quimicos. En cualquiera de los casos, se requiere establecer las dosis
adecuadas, que permitan, por un lado, la inducciéon de mutaciones puntuales y por el otro la

supervivencia de la mayor cantidad de plantas sometidas al procedimiento.

Este trabajo esta enfocado en iniciar la exploracion de la dosis adecuada del agente
mutagénico Azida de Sodio, para la induccion de mutaciones con fines de mejora genética,
mediante la medicion del efecto de diferentes dosis del mutagénico, sobre la regeneracion de

plantas de cafia de azUcar por cultivo de tejidos.



2. Antecedentes

2.1  Revision de literatura

2.1.2  El cultivo de la cafia de azdcar en Guatemala. En Guatemala, la cafia de azlcar
comenzo a cultivarse en 1536 en Amatitlan. Los primeros trapiches (molinos) se fundaron en el
valle central de Guatemala y en el valle de Salama durante el siglo XVI. En el siglo XVII crecio el
numero de trapiches, estando los mas importantes en manos de las 6rdenes religiosas. A mediados
del siglo X1X Guatemala comenzé a exportar azucar en cantidades menores. En 1960 Guatemala
recibié su primera cuota de Estados Unidos, en ese tiempo, la produccion total de azucar de
Guatemala fue de 68,000 toneladas métricas. Al expandirse las exportaciones de azlcar, los
ingenios (haciendas para procesar cafia de azUcar) introdujeron mejoras en el cultivo, la cosecha,
la fabrica, la distribucién y comercializacion del producto, asi como mejores condiciones de vida

para los trabajadores de la agroindustria azucarera (CENGICANA, 2012).

La cafia de azlcar forma parte de la familia de las Poaceas del género Saccharum, que tiene
6 especies, de las cuales 4 son domesticadas y 2 silvestres. Las domesticadas corresponden a S.
edule, S. barberi, S. sinensi y S. officinarum; las silvestres S. sponteneum y S. robustum (Fiallos,
2008).

2.1.3  Mejoramiento de cultivos vegetales. El mejoramiento vegetal se encuentra presente
en el desarrollo de la agricultura practicamente desde el inicio de ésta y asi es que las herramientas
de este mejoramiento se han desarrollado hasta el dia de hoy produciendo la inmensa gama de
especies cultivadas que observamos. Si observamos de cerca la accion de mejoramiento que el ser

humano aplica sobre los diferentes cultivos podremos reconocer dos tipos de mejoramiento:

A. Mejora clésica: EI hombre se ha valido de cruzamientos, dentro o fuera de las especies,
y mutaciones para obtener nuevos grupos vegetales de los que posteriormente seleccionaré algunos
con caracteristicas especificas (Benites, 2005). Por esto se dice que este tipo de mejora se vale tanto
de las mutaciones como de las recombinaciones (Fenoll & Gonzales, 2010) para sus fines. Es

importante aclarar que en este proceso de mejoramiento el intercambio o "movilidad™ de genes es



abundante de tal forma que se obtienen plantas (mutantes o hibridos) donde los genes de las
caracteristicas que se buscan vienen acompafiados de muchos otros que no estan relacionados,

necesariamente, con lo deseado por el mejorador (Covarrubias, 2009).

B. Mejora moderna: En este tipo de mejoramiento se debe aclarar que solo se incluyen,
segun diversos autores, aquellas técnicas de biotecnologia que actlan sobre caracteristicas
especificas del genoma del cultivo; se refiere también a la practica de transgénesis llevado a cabo
por la ingenieria genética. Aqui se salva el inconveniente presentado por la mejora clasica donde
se obtenian individuos que junto con las caracteristicas (genes) deseadas presentaban muchas otras

que incluso podian resultar indeseables (Salas, 2015).

El mejoramiento de la cafia de azlcar se ve limitado por la longitud de tiempo requerido para
liberar una nueva variedad al comercio (10 a 14 afios); y se ha enfocado en lograr la resistencia a
plagas y enfermedades y en aumentar los rendimientos de sacarosa y biomasa. Con el fin de acelerar
la mejora de este importante rubro, las investigaciones sobre el cultivo in vitro de la cafia de azucar
comenzaron en los afos sesenta, y desde ese momento han sido establecidos diferentes sistemas de

regeneracion in vitro para muchas variedades comerciales (Alvez & Oropeza, 2015).

2.1.4  Cultivo de tejidos. EI cultivo de tejido vegetal fue desarrollado a partir de la
investigacion de botanicos y fisidlogos vegetales desde 1950. Actualmente se ha convertido en una
herramienta internacional importante en la seleccion, cruzamiento, control de enfermedades y
produccion en masa de cultivos de cosecha e involucra diferentes plantas en agricultura,
horticultura, forestales y frutales. La ciencia del cultivo de tejidos vegetales debe su origen a la
investigacion sobre hormonas que controlan el crecimiento y desarrollo vegetal. Este conocimiento
se combind con las técnicas basicas de microbiologia por las cuales los microorganismos se hacen
crecer en medios estériles para la produccién de microorganismos e identificacion. Desde estas dos
fuentes provino la tecnologia por la cual las plantas u 6rganos de plantas se pueden multiplicar en
gran numero, o su crecimiento individual controlado, haciendo crecer pequefios trozos de tejido

vegetal sobre una receta precisa de nutrientes en un recipiente estéril (Morgan, 2000).



La vision, el establecimiento del propdsito y el potencial del cultivo de células y tejidos
aislados se atribuyen al botanico aleman Gottlieb Haberlandt en el afio 1902; sin embargo, no logré
demostrar sus ideas en sus experimentos (Krikorian & Berqueman, 1996). El fundamento de la
técnica reside en el concepto de la totipotencia celular, es decir, la capacidad que tiene una célula
para dividirse y formar una planta completa. Philip Rodney, en los Estados Unidos, Roger
Gautheret y Pierre Nobecourt, en Francia, durante la década de 1930, fueron los primeros que
lograron el crecimiento de tejidos vegetales en cultivo, por periodos indefinidos de tiempo (Vasil,
2008).

El continuo crecimiento y division de células, que no se diferencias en ningin 6rgano o tejido
especifico, forma masas celulares a las que se les denomina callos. Heinz y Mee fueron los primeros
en regenerar plantas a partir del callo en cafia de azlcar. El callo se indujo en tejido de parénquima
de brotes apicales, hojas e inflorescencias, usando un medio mineral base, al cual agregaron agua
de coco (10%) y 2,4-D. La regeneracién se obtuvo al transferir el tejido de callo a un medio sin
2,4-D (Molina & Melgar, 2012).

Castafieda et al. (2014) concluyen que:

Aunque la cafia de azucar produce semilla botanica que es usada para los programas de
mejoramiento en sus fases tempranas, la principal forma de reproduccion en variedades
comerciales es vegetativa a través de yemas nodales y rizomas. Dada la factibilidad de
reproduccion vegetativa, la micropropagacion ofrece un método facil y rapido para la produccion
de vitro-plantas a gran escala, usando células y tejidos meristematicos y no meristematicos como
explantes. Las plantas pueden ser regeneradas directamente a partir del explante (regeneracion
adventicia) o indirectamente a través de callos que se deriven de éste (regeneracion de novo). En
cafia de azlcar es posible producir nuevas plantas a partir de regeneracion directa, tanto de
meristemos apicales como axilares, y también a partir de tejidos foliares inmaduros e

inflorescencias.



Como sucede en la mayoria de las especies, las plantas de cafia reproducidas in vitro a partir
de meristemos mantienen mayor pureza genética y son fenotipicamente mas estables que las que
se producen a partir de callos. Por tanto, cuando se quiere generar variacion somaclonal, se
recomienda usar el cultivo de callos tanto a partir de hojas inmaduras como de inflorescencias. El
cultivo de callos de cafia de azlcar presenta una considerable variacion de célula a célula y entre

diferentes plantulas, debido principalmente a cambios en el cariotipo de los materiales generados.

La variacion somaclonal es enorme y ofrece una oportunidad para el mejoramiento genético,
ya que afecta caracteres tanto morfoldgicos (altura de planta o el color de tallo) como fisioldgicos
(produccion de biomasa, rendimiento de azlcar o porcentaje de fibra). La variacion somaclonal
también sirve para identificar y seleccionar células y clones de cafia de azucar tolerantes a salinidad
y a sequia, y puede generar variacion adicional a la que se origina a traves de mutagénesis. (pp. 19-
20)

2.1.5 Mutaciéon. La mutacion inducida se ha convertido en una herramienta de gran
impacto en programas de mejoramiento que complementan las estrategias convencionales. La
principal ventaja de ésta es su habilidad para cambiar uno o algunos caracteres de cultivares
sobresalientes, sin alterar todo el genotipo. Para generar mutagénesis en cafia de azlcar se han

usado rayos gama, etilmetanosulfonato, azida y nitrato de sodio (Castarieda et al., 2014).

Una mutacion puede ser considerada como un cambio brusco y hereditario en el genotipo de
un individuo, dichas mutaciones, ademas, pueden causar en el genotipo alteraciones que sean
mindsculas o imperceptibles (Font, 2000). Esta primera definicion es coincidente con la formulada
por Heros (1999), segun la cual una mutacién es el conjunto de cambios que ocurren de manera
repentina en el organismo y que tienen la caracteristica de ser heredables. Una mutacién, ademas,
puede tratarse de la alteracion del ADN en una (o0 unas pocas) base conocida como mutaciones de
punto, o puede darse el caso de pérdidas, adiciones o translocaciones de grandes porciones de ADN

conocidas como mutaciones estructurales (Salas, 2015).



2.1.6  Agente mutagénico. La disponibilidad de las variaciones hereditarias es un
requisito previo para la mejora genética de los cultivos. Donde no existe suficiente variacion de
forma natural, puede ser creada a través de cualquiera de los procesos, aleatorios o especificos. El
tratamiento de materiales vegetales con mutagenos quimicos o fisicos es el enfoque mas frecuente
para la generacion de nueva variacién. Mientras que diversos mutagenos tienen diferentes efectos
en los genomas de plantas, y se ha informado de algunos sesgos posicionales, irradiacion y
mutagénesis quimica generalmente se consideran mutagénesis aleatoria pues la ubicacion de las
lesiones del ADN no se pueden predecir eficazmente de antemano. El efecto de diferentes
mutagenos en la secuencia de ADN también varia con el tipo de mutageno y la dosis (Jankowicz,
Kumlehn, Tai & Till, 2017).

La primera limitacion para la aplicacibn de mutadgenos es impuesta por el genoma
preexistente. Una limitante adicional de esta técnica es que los mutagenos que se utilizan
actualmente no pueden ser dirigidos a un gen especifico. Los mutagenos afectan la estructura
molecular del ADN, pero muchos de estos cambios inducidos pueden ser reparados antes de que
se manifiesten como mutaciones génicas, translocaciones y otras aberraciones cromosdmicas
(Nomberto, 2011).

2.1.7 Azida de sodio. La Azida de Sodio es un preservante comun para reactivos de
laboratorios y es ampliamente usada en la industria de explosivos. Uno de los usos mas comunes
de este compuesto es en los airbags (bolsas de aire) que usan como mecanismo de seguridad los
vehiculos. A pesar de este uso cotidiano la Azida de Sodio presenta gran toxicidad pudiendo ser
ingerida inhalada o absorbida a través de la piel (Sullivan & Krieger, 2001).

Segun Heros (1999) la Azida de Sodio (NaNs), o Azida Sdédica, es un efectivo agente
mutagénico del que es posible obtener una alta frecuencia de mutaciones con menor frecuencia de
aberraciones cromosOmicas. Estas caracteristicas hacen de la Azida de Sodio no sélo un agente

mutagénico efectivo sino también y, sobre todo, eficiente. Van Harten (1998) hace la misma



referencia sobre la eficiencia de la Azida de Sodio cuando menciona que este agente ocasiona,

aparentemente, s6lo mutaciones de punto con minimas deleciones en un locus.

La Azida Sodica en soluciones acidas es muy efectiva en la induccién a mutaciones
clorofilicas y morfoldgicas (en pruebas con cebada) mientras que en soluciones alcalinas no es
efectiva (Salas, 2015).

Sander y Muehlbauer (1977) comparan el efecto de la Azida de Sodio. Emplean una
concentracion de 0.001 M (en un medio de pH 3) del agente quimico comparado con radiaciones
de 5, 10 y 20 kR de rayos gamma. En los resultados se observaron aberraciones en las hojas de las
plantas sometidas a radiacion y no asi en las tratadas con Azida de Sodio. Se determind que la

Azida de Sodio no causaba dafo a nivel de cromosomas con esta dosis.

La mutagenicidad de Azida de Sodio esta mediada a través de la produccion de un metabolito
organico de azida la fraccion p-azidoalanina [N3-CH2-CH (NH2) - OOH]. El efecto mutagénico de
NaN3z depende del pH &cido de la solucion de tratamiento. En la mayoria de los casos, los
mutégenos quimicos etil-metanosulfonato (EMS), N-metil-N-nitrosourea (MNU), o Azida de
Sodio (NaNs, SA), han sido utilizados para realizar tratamientos en las plantas. Los mutagénicos
quimicos causan principalmente mutaciones puntuales que son irreversibles y se producen en
densidades relativamente altas. Estos mutagénicos causan varios tipos de mutaciones: transiciones
de punto, transversiones, deleciones y una relacion relativamente baja en la frecuencia de las
roturas cromosémicas que causan diversos reordenamientos cromosémicos (Jankowicz, et al.,
2017).

En una investigacién sobre la induccion de mutaciones para la deteccion de resistencia a
podredumbre roja (Colletotrichum falcatum) en cafia de azlcar en la variedad CP 77-400,
concluyen lo siguiente: El efecto del tratamiento de Azida de Sodio en la proliferacion del callo y

la regeneracion de plantas, en los cultivos de control, 1.81 g de callo fue producido después de 12



semanas de incubacién que en la regeneracidn produjo 57 plantas. Sin embargo, la incorporacion
de Azida de Sodio durante cinco dias en el medio adversamente afecto la tasa de proliferacion del
callo y la regeneracion de plantas, que se encontrd, disminuyd con la concentracion de Azida
Sddica. Cuando la concentracion de Azida de Sodio se aumentd de 0. 1 mg /1 a 5.0 mg/ | la tasa
de proliferacién de callo se redujo en 8.8, 10.49, 26.52, 37.01 y 52.49 % en 1.0, 2.0, 3.0,4.0y 5.0
mg / | de Azida de Sodio y el nimero de plantas regeneradas eran 48, 44, 38, 34 y 22
respectivamente. Se obtuvieron nimero méximo de variantes morfoldgicas a la concentracion de
4,0 mg / | de Azida de Sodio. A esta concentracion 19 plantas mostraron anomalias en el
crecimiento (ya sea albino, viridis y hojas pequefias). También se observo que todas las plantas
morfoldgicamente anormales producidas (viridis o albino) debido al tratamiento mutagénico no
sobrevivieron para seguir creciendo. Se obtuvieron 28 lineas con resistencia contra la enfermedad

de la pudricidn roja y caracteres morfolégicos (Aamir, Shagufta, Sarwar & Javed, 2007).

En una investigacion de cebada luego de analizar los datos, los investigadores concluyeron
que:

La Azida de Sodio es un mutagénico muy eficiente en la cebada, asi como en algunas otras
especies de cultivos, las dosis de NaNz que se usan rutinariamente para el tratamiento mutagénico
de semillas de cebada son por lo general dentro del intervalo de 0.5-4 mM durante 3-5 h. Casi todas
las mutaciones que fueron identificadas eran cambios en la posicién en las bases nitrogenadas
(Jankowicz, et al., 2017, p. 9).

2.2 Descripcion de la actividad de la empresa

Las practicas se realizaron en el Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la
Cafia de Azlcar (CENGICANA), ubicado en el km. 92.5 carretera al Pacifico, Finca Camantulul,
del municipio de Santa Lucia Cotzumalguapa, en el departamento de Escuintla. Ubicado a
14°15'31” de latitud norte y 91°00'0.7” de longitud oeste a una altura de 300 msnm.



CENGICANA fue creado en 1992 para apoyar el avance tecnoldgico de la agroindustria
azucarera, con el objetivo de mejorar la produccién y la productividad del cultivo de la cafia de
azlcar y sus derivados. La organizacion del centro esta constituida por varios programas y areas.

La préctica se desarrollé en el area de Biotecnologia, que pertenece al Programa de Variedades.

Programa de Variedades. El programa contribuye con el incremento de la productividad de
azucar de la agroindustria azucarera guatemalteca a través del desarrollo de nuevas variedades de
cafia de azucar. Estas variedades son de alto rendimiento de aztcar por unidad de area, resistentes a
enfermedades y con caracteristicas agroindustriales y adaptabilidad adecuadas a las diferentes
condiciones ambientales de la zona cafiera guatemalteca. Las areas de trabajo del programa son:

fitomejoramiento, fitopatologia y biotecnologia.

Area de Biotecnologia. El area de Biotecnologia hace uso de organismos vivos o de sus
componentes para la obtencion o modificacion de productos o procesos Utiles al hombre. La
utilizacion de microorganismos responsables de procesos fermentativos es comun desde hace miles
de afos. Mas recientemente surge la biotecnologia moderna, que comprende tres grupos de
técnicas: cultivo de tejidos, marcadores moleculares e ingenieria genética. En CENGICANA
utilizan técnicas de biotecnologia moderna como herramientas que contribuyen en el proceso de
mejoramiento genético de la cafia de azlcar, a través del andlisis de ADN y ARN para el
diagnostico de enfermedades, andlisis de la diversidad genética, seleccidn asistida con marcadores

moleculares e identificacion varietal (Cengicafia, 2017).
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Figura 1. Organigrama del Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de

Azucar (Cengicafia, 2017).



3. Contexto de la préctica

3.1  Necesidad empresarial y eje de sistematizacion

Uno de los factores que limita el mejoramiento genético en cafia de azucar que realiza el
programa de variedades en CENGICANA es la poca variabilidad genética existente, lo que podria
limitar la liberacién de nuevas variedades para uso comercial. Por lo que, durante la practica
profesional, se apoyd en la evaluacion del efecto de dosis de Azida de Sodio sobre la regeneracion

de plantas a partir de cultivo de tejidos de cafia de azUcar.

3.2 Justificacion

El cultivo de tejidos tiene varias aplicaciones, una de ellas es que se puede utilizar como
vehiculo para generar diversidad genética en un programa de mejora, mediante dos formas:
variacion somaclonal o la induccion de mutaciones en tejidos o células en cultivo. En el trabajo de
la presente préctica se pretende evaluar el efecto que muestra un rango de dosis del compuesto
Azida de Sodio, sobre la regeneracion de plantas en tejidos cultivados de cafia de azlcar variedad
CG03-025, con el objetivo de inducir mutaciones. Este trabajo preliminar permitira aplicar esta
técnica para explorar el nivel de variabilidad que puede lograrse y la utilidad en el programa de

desarrollo de variedades.
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4. Objetivos
4.1  Objetivo general

Establecer una dosis apropiada para la induccion de mutaciones en callo de cafia de azucar

con fines de mejora genética.

4.2  Objetivos especificos

1. Registrar el porcentaje de mortalidad de callos en cada dosis de Azida de Sodio.

2. Medir el porcentaje de callos que regeneran plantas en cada tratamiento.

3. Determinar la cantidad de plantas regeneradas en cada dosis evaluada.

4. Determinar la cantidad de plantas regeneradas por callo en cada tratamiento.
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5. Plan de trabajo

5.1  Programa desarrollado

En la Préactica profesional se llevaron a cabo diferentes actividades con el objeto de evaluar
el efecto de diferentes dosis del compuesto mutagenico Azida de Sodio, sobre la regeneracion de
plantas de cafia de azucar en cultivo de tejidos, con el fin de identificar una dosis apropiada que
induzca mutaciones en el genoma de la cafia, que puedan ser de utilidad en el proceso de mejora

genética. Las actividades que se desarrollaron fueron:

5.1.1 Preparacion de soluciones concentradas. Se apoy6 en los calculos y la preparacion
de soluciones concentradas.

Stock de Soluciones (para medios de cultivo):

Macroelementos 10X (1 1)

NHsNOs (Nitrato de Amonio) = 16.5¢
KNOs (Nitrato de Potasio) = 19.0¢g
CaCl; * 2H,O  (Cloruro de Calcio) = 4409
MgSOs * 7H20 (Sulfato de Magnésio) = 3.70¢
KH2PO4 (Fosfato de Potasio) = 1.70¢g

Colocar 200 ml de agua desmineralizada en un beaker de 1000 ml agregar los reactivos y
agitar hasta que todos se diluyan, luego trasvasar a una probeta y aforar con agua desmineralizada

hasta llegar al volumen de 1000 ml.

Microelementos 100X (1 1)

KI (Yoduro de Potasio) = 0.083 g
HsBO3 (Acido Borico) = 0.620 g
MnSQ;4 (Sulfato de Manganeso) = 1.280 g

ZnSO4 * 7TH,0 (Sulfato de Zinc) = 0.860 g
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Na:MoOs *2H,0 (Molibdato de Sodio) = 0.025¢g
CuSOs * 5H20 (Sulfato de Cobre) 0.0025 g
CoCl2* 6H.0 (Cloruro de Cobalto) 0.0025 g

Colocar 200 ml de agua desmineralizada en un beaker de 1000 ml agregar los reactivos y
agitar hasta que todos se diluyan, luego trasvasar a una probeta y aforar con agua desmineralizada

hasta llegar al volumen de 1000 ml.

FE/EDTA 50X (1 1)

EDTA (Acido Etilendiaminotetraacético) = 1.86 g
FeSO4 * 7H,0O (Sulfato de Hierro) = 1.30¢g
Aforarall.

Vitaminas de Gamborg 1000X (1 1)

Tiamina = 01g
Pyridoxol- HCI = 0.05¢g
Acido Nicotinico = 0.05¢

Diluir en 1 | de agua desmineralizada.

2,4-D Stock

Pesar 0.1 g de 2,4-D (Acido 2,4 diclorofenoxiacético) y diluir en 5 ml de alcohol, luego

aforar a 200 ml con agua desmineralizada. Concentracion final: 0.5 mg/ml.

BAP
Concentracion final: 0.3 mg/ml

Disolver 0.06 g en 5 ml de KOH y aforar con 200 ml de agua desmineralizada.
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Acido Indolbutirico (AIB)

Concentracién final: 0.5 mg/ml

Disolver 0.125 g en 5 ml de KOH 0.5 M y aforar a 250 ml de agua desmineralizada.

Figura 2. Stock de soluciones.

5.1.2  Preparacion de medios de cultivo. Se elaboraron medios de cultivo MS con 2,4-D

para la formacién de callos a partir de discos foliares, sin 2,4-D para la regeneracion de plantas,

con BAP para la multiplicacion de plantas y con AIB para la induccion de raices.

Tabla 1
Soluciones stock para la elaboracion de medio de cultivo MS basico
2000 mi 1000 ml 500 ml
Sacarosa 60 g 3049 15¢
Macroelementos 200 ml 100 ml 50 ml
Microelementos 20 ml 10 mi S5ml
FE/EDTA 40 ml 20 mi 10 ml
Vitaminas B5 2ml 1mil 0.5ml
Myo-inositol 049 02¢g 0.1¢g
Phytagel 49 29 1g
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Procedimiento para 1000 ml. En un beaker de 1000 ml se agregan 200 ml de agua
desmineralizada, se mezclan los ingredientes anteriormente mencionados (menos el phytagel),
luego en una probeta se mide el volumen y se afora a 1000 ml con agua desmineralizada. Se mide
el pHa5.7-5.8. Se vierte el medio en dos erlenmeyer, 500 ml en cada uno y se les agrega la cantidad
correspondiente de phytagel a cada uno (1 g para 500 ml). Se tapan ambos erlenmeyer con papel
aluminio y se esterilizan por 20 minutos.

Por Gltimo, se procede a verter en las cajas de Petri o frascos el medio, dejandolas

semitapadas para eliminar el exceso de humedad.

TS, o o

Figura 3. Preparacién de medio de cultivo MS, (a) medicién de pH 5.7-5.8, (b) homogenizacion

de la solucién de phytagel, (c) esterilizacion de frascos.

5.1.3  Esterilizacion de instrumentos de laboratorio. Se esterilizaron todos los
instrumentos con un autoclave durante 20 minutos, a una temperatura de 120°C a 18 psi.
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5.1.4  Desinfeccion superficial de explantes. Se utilizd Hipoclorito de Sodio al 2.5 %
para la desinfeccion. Al cogollo de cafia de azucar se le quitaron las hojas superficiales hasta dejarlo
de un diametro de 2 cm y de una longitud de 20 cm, luego se sumergieron en una probeta de 1000
ml con Hipoclorito de Sodio durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo se realizaron tres lavados
con agua desmineralizada estéril. Luego de esto se dejd la probeta en la cdmara de flujo laminar

para proceder a obtener los discos foliares.

Figura 4. Cogollos de cafia de azlcar (a) Tamafio de cogollos de cafia de azucar de 20 cm, (b)
Desinfeccion de cogollos de cafia de aztcar con Hipoclorito de Sodio.

5.1.5 Siembra de explantes. Para la extraccion de discos foliares lo primero que se hizo
fue quitar las hojas superficiales del cogollo hasta dejarlas entre 0.5 -1.0 cm de diametro, ya que
estas pueden estar contaminadas, luego se utiliz6 una caja Petri de vidrio estéril la cual sirvié como
base para cortar y un bisturi nmero 12 para cortar los discos foliares descartando el primer disco
foliar ya que puede estar contaminado, luego se sembraron en cajas Petri conteniendo medio MS
con 2,4-D (3 mg/l) para la formacidn de callos. Los callos se formaron a las 12 semanas de
sembrarse los discos foliares. Todo se realiz6 en la cdmara de flujo laminar para evitar cualquier

contaminacion.
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Figura 5. Siembra de discos foliares.

5.1.6  Subcultivo de explantes. Se apoyo en el subcultivo de explantes (callos) formados
a partir de los discos foliares, lo que consistié en subdividir los callos con pinzas estériles para
multiplicar el material del experimento, luego se sembraron en cajas Petri en un medio de cultivo
MS con 2,4-D (3 mg/l). Todo esto se realizd en la camara de flujo laminar para reducir la

contaminacion.

/'.

Figura 6. Subcultivo de callos.
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5.1.7  Aplicacién de tratamientos. Se aplicaron los distintos tratamientos de Azida de
Sodio los cuales fueron: 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 mM durante 15 y 30 minutos, mas el testigo 1 (15
minutos) y 2 (30 minutos) que se sumergieron en un medio de cultivo liquido de regeneracion y el
testigo absoluto que no se le aplicd ningln tratamiento s6lo se sembré en un medio de regeneracion.
La aplicacion se realizo de la siguiente manera. Se sumergieron los 220 callos distribuidos en 44
frascos los cuales tenian un medio de cultivo liquido con las dosis y tiempo anteriormente
mencionados, luego los callos se pasaron a un medio de cultivo MS sin reguladores del crecimiento.

Todo esto se realizo en la camara de flujo laminar para reducir la contaminacion.

Figura 7. Siembra de callos en medio de regeneracion.

5.1.8 Medicion de la regeneracion de plantas. Se realizd un conteo manual para
comparar el porcentaje de callos que regeneran plantas, sobrevivencia de callos y nimero de

plantas de cada tratamiento.
5.1.9  Multiplicacion de plantas. Luego de finalizado el experimento, se prepar6 un

medio con BAP (6-N-Bencilaminopurina) en el cual se trasplantaron las plantas regeneradas para

inducir la multiplicacion de plantas en medio de cultivo MS (ver cuadro 1) con 1.5 mg/l de BAP.
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5.1.10 Aclimatacion de plantas en invernadero. Se utilizé un invernadero de 4 x 4 m,
donde las plantulas obtenidas se sembraron en bandejas multiceldas con sustrato Sunshine nimero
5. Las plantulas que se retrasaron en desarrollar raiz se trasplantaron a un medio de cultivo MS con

AIB (Acido Indolbutirico) a razén de 3 mg/l con el fin de induccir la formacion de raices.

Figura 9. Trasplante de las vitroplanta regeneradas.
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5.2  Establecimiento del ensayo de Azida de Sodio

5.2.1 Localizacion. El ensayo se establecid en el laboratorio de biotecnologia en el cuarto
de variedades introducidas, en CENGICANA, ya que presenta las condiciones adecuadas para el
desarrollo de los callos. Se encuentra en las coordenadas 14°15'31” de latitud norte y 91°00'0.7”
de longitud oeste. La ubicacion tiene una altura de 300 msnm. Se registra una temperatura de 21°C

en el cuarto de variedades introducidas.

5.2.2  Material experimental. En el estudio se utilizaron discos foliares del cultivo de
cafa de azUcar de la variedad CG 03-025.

5.2.3 Factor estudiado. El factor estudiado fue la dosis de Azida de Sodio.

5.2.4  Descripcion de los tratamientos. Para el ensayo se evaluaron once tratamientos,
cuatro concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 mM, durante 15 minutos y cuatro concentraciones de
0.1, 0.5, 1.0, 1.5 mM, durante 30 minutos, dos testigos sumergidos en un medio de cultivo liquido
sin Azida de Sodio, el testigo 1 durante 15 minutos y el testigo 2 durante 30 minutos y un testigo

absoluto sin tratamiento alguno. Los tratamientos evaluados se describen en el cuadro 2.
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Tabla 2

Descripcion de los tratamientos evaluados

Tratamiento Ingrediente activo Dosis (mM) Tiempo
T1 Azida de Sodio 0.1 15 minutos
T2 Azida de Sodio 0.5 15 minutos
T3 Azida de Sodio 1.0 15 minutos
T4 Azida de Sodio 15 15 minutos
Ts Azida de Sodio 0.1 30 minutos
Te Azida de Sodio 0.5 30 minutos
T7 Azida de Sodio 1.0 30 minutos
Ts Azida de Sodio 15 30 minutos
Testigo 1 Medio MS liquido 15 minutos
Testigo 2 Medio MS liquido 30 minutos

Testigo absoluto

5.25

completamente al azar con 4 repeticiones. Cada uno de los tratamientos evaluados estuvo

Disefio e instalacion del ensayo.

El disefio experimental utilizado fue

constituido por un total de 20 callos de cafia de azUcar, distribuidos en cuatro repeticiones de 5

callos cada uno. En total, se distribuyeron 220 callos de cafia de azlcar entre los 11 tratamientos.

Cada unidad experimental estuvo constituida por un frasco de 50 x 100 mm. EI croquis de

campo se detalla en la figura 10.

Tratamientos

1 2 3 4 5 6 7 10 11
8 5 1 7 3 10 4 11 6
6 4 9 2 11 3 10 1 8
7 8 4 3 2 1 11 9 10

Figura 10. Croquis de campo.

22




5.2.6  Aplicacién de los tratamientos. Los callos obtenidos a partir de segmentos de hoja
fueron sumergidos en soluciones de Azida de Sodio en las concentraciones y tiempos anteriormente
descritos. Esto se hizo en una camara de flujo laminar bajo condiciones asépticas. Inmediatamente
después de la aplicacién de los tratamientos, los callos fueron trasladados a medio de cultivo MS
sin reguladores de crecimiento, para promover la regeneracion de plantas. Los frascos con callos
fueron colocados en una incubadora con una temperatura de 25 + 1°C y un ciclo de 16 horas de luz

y 8 de oscuridad.

5.2.7 Variables de respuesta. Setenta y cinco dias después de la aplicacién de los
tratamientos se midieron las siguientes variables:

a) Porcentaje de sobrevivencia de callos.

b) Porcentaje de callos que regeneran plantas.

c) Nuamero de plantas regeneradas

5.2.8  Andlisis estadistico. Los datos que se obtuvieron fueron sometidos a un analisis de

varianza mediante el programa estadistico INFOSTAT. No se hizo ninguna prueba de separacion

de medias en virtud que los cuadros de andlisis de varianza no mostraron ninguna significancia.
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5.3

Indicadores de resultado
e Siembra de 100 explantes foliares para la formacion de callo: se sembraron 100
discos foliares en un medio de cultivo MS con 2,4-D para inducir la formacion de callos, a las
doce semanas después de la siembra de los discos foliares se formaron los callos, luego se

realizd un subcultivo de callos para incrementar el material hasta obtener los 220 callos.

e  Establecimiento de un experimento para evaluar dosis de azida de sodio: se
establecio un ensayo para ver como se comportaban los tratamientos de Azida de Sodio, luego
de esto se establecid el experimento con un total de 220 callos distribuidos en 44 frascos, para

el que se utiliz6 un disefio completamente al azar con 11 tratamientos y cuatro repeticiones.

e Registro de variables de respuestas para la evaluacion de los tratamientos de
Azida de Sodio y analisis de los resultados. se determiné mediante un conteo manual el
numero de callos muertos (oxidados), el nimero de callos que regener6 plantas y el nimero de

plantas regeneradas. Las primeras dos variables fueron expresadas en porcentaje.
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5.4

Cronograma

El cronograma de actividades presenta las actividades desarrolladas durante los seis meses

de préctica profesional. La cual se llevé a cabo desde el 14 de agosto de 2017 al 14 de febrero del

2018

Tabla 3

Cronograma de actividades desarrolladas durante la ejecucién del proyecto, afio 2017

Semanas

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Plantilla y estructura del
anteproyecto

Antecedentes

Redaccién de objetivos

Justificacion

Redaccion de la revision
de literatura

Descripcion de la
empresa

Definicion de los
indicadores de resultados

Preparacion de
soluciones concentradas

Preparacion de medios
de cultivo

Esterilizacion de
instrumentos de
laboratorio

Desinfeccion superficial
de explantes

Siembra de explantes

Formacion de callos

X [ X [ X [ X

Subcultivo de explantes

Aplicacion de
tratamientos

Medicion de la
regeneracion de plantas

Aclimatacion de plantas
en invernadero

Elaboracién de informe
final
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6. Resultados y discusion
6.1 Mortalidad de callos
Para determinar la mortalidad de callos se realizé un conteo de aquellos que mostraron color
café, luego se expresd en porcentaje. Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de
varianza (cuadro 4). La mortalidad de callos no tuvo diferencia significativa entre los tratamientos
(p-Valor >0.05).

Tabla 4
Analisis de varianza para la variable porcentaje de mortalidad de callos

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados

variacion Cuadrados libertad medios F p-Valor
Modelo 2200 10 220 1.08 0.4021
Tratamientos 2200 10 220 1.08 0.4021
Error 6700 43 203.03
Total 8900 43

Los registros de mortalidad variaron en un rango entre cero y 30 por ciento, sin embargo,

esta variacion no es distinta estadisticamente (figura 11).
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Figura 11. Efecto de los tratamientos sobre la mortalidad de callos.
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Figura 12. Mortalidad de callos a los 75 dias de trasplantarse a un medio de regeneracion.

6.2 Porcentaje de callos que regeneran plantas

Se realiz6 un conteo de los callos que mostraron formacion de brotes y se expresd en
porcentaje. Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza (cuadro 5). El porcentaje
de callos que regeneran plantas no tuvo diferencias significativas entre los tratamientos (p-Valor
>0.05).

Tabla 5
Analisis de varianza para la variable porcentaje de callos que regeneran plantas
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados = p-Valor
variacion Cuadrados libertad medios
Modelo 3218.18 10 321.82 1.42 0.2165
Tratamientos 3218.18 10 321.82 1.42 0.2165
Error 7500 33 227.27
Total 10718.18 43
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El registro de callos que regeneraron plantas varié en un rango entre 70 para el tratamiento
No. 6 y 100 por ciento para el tratamiento No. 1, testigo 2 y testigo absoluto (figura 12). Esta
variacion en los resultados es baja y no muestra diferencias significativas entre los tratamientos.

Tampoco se evidencia un descenso en la regeneracion de plantas que pueda asociarse con el
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Figura 13. Porcentaje de callos que regeneran plantas.

Figura 14. Regeneracion de plantas a partir de callos.
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6.3 Numero de plantas por tratamiento

Se determiné el nimero de plantas por tratamiento mediante un conteo al ser trasladadas a
medio de multiplicacion, los datos obtenidos fueron sometidos a un anélisis de varianza (cuadro

6). El analisis muestra que no hubo diferencia significativa (p-Valor >0.05) entre los tratamientos.

Tabla 6
Analisis de varianza para la variable nimero de plantas por tratamiento
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados - p-Valor
variacion Cuadrados libertad medios
Modelo 743.73 10 75.37 1.33 0.2536
Tratamientos 743.73 10 75.37 1.33 0.2536
Error 1864 33 56.48
Total 2617.73 43

El nimero de plantas regeneradas por tratamiento varié en un rango entre 12.5 para el
tratamiento No. 4 y 28.75 para el testigo absoluto (figura 15). Esta variacion, sin embargo, no
manifiesta una dependencia de los tratamientos.
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Figura 15. Namero de plantas por tratamiento.
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Figura 16. Plantas regeneradas por tratamiento.

6.4 Numero de plantas regeneradas por callo

Se determind el nimero de plantas por callo mediante la division de las plantas obtenidas en

cada unidad experimental y dividiendo entre el niamero de callos que regenero plantas. Los datos

obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (cuadro 7). El analisis muestra que no hubo

diferencia significativa (p-Valor >0.05) entre los tratamientos.

Tabla 7
Analisis varianza para la variable nimero de plantas por callo
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados = p-Valor
variacion Cuadrados libertad medios
Modelo 46.06 10 4.61 1.22 0.3127
Tratamientos 46.06 10 4.61 1.22 0.3127
Error 124.25 33 3.77
Total 170.32 43

El nimero de plantas regeneradas por callo vari6 entre 3 para el tratamiento No.4 y 7 para el

tratamiento No.6 (figura 17). Esta variacion no mostro estar asociada a los tratamientos.
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7. Conclusiones

e Las dosis evaluadas del compuesto mutagénico Azida de Sodio, no mostraron
diferencias significativas para la variable mortalidad de callos. Los valores registrados variaron

entre cero para los tratamientos No. 1 y testigo 2 y 30 % para el tratamiento No. 6.

e Los tratamientos evaluados no presentaron diferencias estadisticas significativas en
la variable porcentaje de callos que regeneran plantas. La regeneracién varid entre 70 % en el

tratamiento No. 6 y 100 % en el testigo 2, testigo absoluto y tratamiento No. 1.

e Las dosis evaluadas no mostraron efecto significativo sobre el nimero de plantas
regeneradas por tratamiento. EI menor valor (12.5) lo presento el tratamiento No. 4, mientras
que el mayor valor (28.75) lo mostrd el testigo absoluto.

e La variable nimero de plantas por callo no mostré6 dependencia de las dosis
evaluadas. El tratamiento No. 4 mostré el valor minimo, regenerando en promedio 3 plantas

por callo, en contraposicion al tratamiento No. 6 que regenerd 7 plantas por callo.

e Considerando que el rango de dosis evaluadas de Azida de Sodio no mostr6
diferencias en las variables registradas, no es posible establecer en este trabajo, una dosis para

ser utilizada en la induccién de mutaciones con fines de mejora genética de cafia de azucar.
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8. Recomendaciones

e  Se recomienda incrementar el tiempo de exposicion del callo en el compuesto

mutagénico Azida de Sodio.

e  Se recomienda incorporar la Azida de Sodio al medio del cultivo s6lido ya que

permite en forma practica, incrementar el tiempo de exposicion del callo con el mutagénico.

e  Se recomienda incluir otras variedades para determinar también el efecto del

genotipo.

e  Se recomienda incrementar la dosis o reducir el pH ya que la Azida de Sodio, es

muy efectiva en soluciones acidas.
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10. Anexos

10.1 Otras actividades realizadas

10.1.1 Cultivo de meristemos. Con el proposito de aprovechar el material de variedades
que tienen enfermedades de cuarentena en el pais tales como: el virus del amarillamiento, fiji,
raquitismo, escaldadura foliar y el virus del mosaico de la cafia de azucar, se realizd el cultivo de
meristemo, el cual consiste en aislar asépticamente la region meristematica e implantarla en un
medio de cultivo estéril con el prop6sito de inducir la diferenciacién de células y tejidos en plantas
completas, con el fin de eliminar enfermedades viricas y bacterianas anteriormente mencionadas y

producir plantas sanas.

Figura 18. Extraccion de meristemos. (a) tallo de cafia, (b) tratamiento térmico, (c) corte de yemas,

(d) germinacion de yemas, (e) desinfeccidn de yemas con hipoclorito de sodio, (f) eliminacion de
hojas, (g) extraccion de meristemo, (h) siembra de meristemo en medio ms de regeneracion, (i)

regeneracion de plantas.
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10.1.2 Extraccion de ADN. Se colaboro en la extraccion de ADN de 400 variedades de
cafia de azUcar para ser utilizado en estudios de secuenciacion genémica. También se realizaron
otras extracciones de ADN para identificacion varietal. La extraccion de ADN consta de dos etapas
que son: lisis, que consiste en romper las estructuras que confinan el citoplasma y liberar al medio
su contenido, y otra de purificacion, que implica la retirada de la solucion final de la mayoria de

los elementos que pueden interferir en la PCR.

Protocolo de extraccion propuesto por Da Silva (2003) modificado por CENGICANA
(2012).

1. Tomar 150 mg de material vegetal y macerarlo con nitrégeno liquido dentro de un
tubo de 1.5 ml (mini-preps) hasta que este se convierta en polvo fino, luego agregar 600 ul
de buffer CTAB precalentado a 65 °C. (evitar agregar el buffer a menos de 15 °C).

2. Cerrar el tubo y mezclar vigorosamente.

3. Incubar los tubos en bafio Maria por 30 minutos, mezclando ocasionalmente.

4. Remover los tubos del bafio Maria y enfriar a temperatura ambiente; cuando esté a
temperatura ambiente agregar 500 pl de cloroformo: isoamilico (24:1); mezclar por 10
minutos.

5. Centrifugar a 13,000 rpm por 10 minutos.

6. Transferir la fase superior a un tubo nuevo.

7. Repetir el lavado con Cloroformo: isoamilico del paso 4 al 6 pero esta vez
centrifugar Gnicamente 5 minutos.

8. Agregar 15 ul de ARNasa a cada tubo e incubar a 37 °C por 30 minutos.

9. Agregar 2.5 volumenes de isopropanol frio y 1/10 de Acetato de amonio y mezclar

hasta formar un precipitado.

10. Almacenar a -20 °C por 15 minutos.

11. Centrifugar a 13,000 rpm por 10 minutos, descartar fase liquida.

12. Lavar el pellet con 335 pl de Etanol al 70%, centrifugar a 13,000 rpm por 5
minutos.

13. Lavar el pellet con 335 pl de Etanol puro, centrifugar a 13,000 rpm por 5
minutos.

14, Descartar la fase acuosa y secar sobre la mesa por 30 minutos.

38



15. Disolver el ADN en buffer TE e incubar a 37 °C por 15 minutos.
16. Almacenar a 4 °C.

/,b\

Y

Figura 19. Extraccion de ADN. (a) corte de tejido, (b) tejio en tubo de 1.5 ml, (c) aplicacion de

nitrégeno, (d) macerado de tejido, (e) tejido macerado, (f) separacion de la fase acuosa de las

proteinas y la fase fendlica.

10.1.3 Extraccion de ARN. Se colabord en la extraccion de ARN de cafa de azlcar. Este
ARN fue cuantificado mediante lecturas de absorbancia de luz a una frecuencia de 260 nm. Los
resultados seran utilizados por el Programa de Malezas y Madurantes de CENGICANA, para
determinar si existe correlacion en la cantidad de ARN aislada, con relacién al estimulo que la
planta recibe para florear. El objetivo final es lograr incrementar la eficiencia en las aplicaciones

de inhibidores de la floracion.

Protocolo para la extraccion de ARN (Locali et al. 2003) modificado para cafia de azucar por
CENGICANA (2012).

1. Enun tubo de 1.5 ml pesar 0.1 g de tejido vegetal fresco.

2. Sumergir el tubo en nitrogeno liquido y pulverizar el tejido utilizando un palillo de

madera estéril.

3. Agregar 500 pl de tampon de lavado y agitar con vortex.
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4. Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm. Descartar el sobrenadante, agregar 600 ul
de tampon de extraccion y agitar con vortex. Incubar a 55 °C con agitacion constante por 30
minutos.

5. Agregar 400 pl de FENOL:CLOROFORMO:ISOPENTANOL vy agitar con vortex.
Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm.

6. Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo y agregar 1 volumen de
ISOPROPANOL frio y 0.1 voliumenes de ACETATO DE AMONIO 7.5 M. Mezclar bien e
incubar a -20 °C al menos 15 minutos.

7. Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm. Descartar el sobrenadante y agregar 100
ul de ETANOL AL 70% sobre el pellet. Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm.

8. Descartar el sobrenadante y secar el precipitado al aire. Resuspender en 25 ul a 50

ul de AGUA ULTRAPURA.

Aoy
i VN f i b o . i
Figura 20. Macerado de tejido con nitrégeno liquido.
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10.1.4 Geles de agarosa. Se apoyd en la elaboracidn de geles de agarosa para determinar

la integridad del ADN que se extraia de cada muestra

* Procedimiento.

1. Se prepara el gel mezclando 0.8 g de Agarosa con 40 ml de solucion TAE 1X y
calentando esta hasta que la agarosa se diluya completamente.

2. Verter la solucion anterior en la cAmara de gel previamente preparada con el tape en
ambos lados posteriormente colocar el peine y dejar que solidifique.

3. Luego con mucho cuidado retirar el peine y el tape de ambos lados y colocar dentro
de la cAmara de electroforesis con solucion TAE 1X.

4. Sobre la tira de parafilm se coloca 1 pl de buffer de carga por muestra.

5. Tomar 5 pl de muestra y mezclar pipeteando con el buffer de carga que se colocd
sobre el parafilm.

6. Luego tomar la muestra y colocarla en uno de los pozos del gel.

7. Una vez cargado el gel, cerrar la cAmara de electroforesis y prender la fuente de
poder.

8. Luego colocar 90 voltios durante 45 minutos.

9. Por ultimo, observar sobre luz ultravioleta y anotar los resultados.

Figura 21. Integridad de ADN en geles de agarosa.
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