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Resumen

Summary

La contaminaciéon microbiana es un problema constante que
compromete el desarrollo de todas la técnicas in vitro. Las pérdi-
das causadas por microorganismos contaminantes principal-
mente hongos y bacterias constituyen un serio problema a escala
mundial en los numerosos laboratorios. Por ello para determinar
un protocolo de desinfeccidon de segmentos nodales de Grevillea
robusta provenientes de brotes recolectados de plantas manteni-
das en invernadero, se ensayaron diferentes soluciones de desin-
fectante (hipoclorito de sodio, peroxosulfato acido de potasio,
peroxido de hidrogeno, y dos fungicidas, oxicloruro de cobre y
carbendazim), en distintas concentraciones (de 0,5a 10 g. L")y
tiempos de exposicion (15, 30 o 60 minutos). Los explantes
fueron cultivados en un medio basal de Murasghige y Skoog. A
los 28 dias de cultivo, se determind porcentaje de contamina-
cidn, oxidacion y supervivencia/establecimiento de los explan-
tes. Si bien todos los tratamientos ensayados han permitido el
establecimiento de los cultivos entre un 36,67+ 5,77 y un
90,00+10 %, los mejores resultados se obtuvieron con un pre-
tratamiento de NaClO 0,25 g. L'y Carbendazim 0,75 g. L™ por
15 minutos recomendandolo para un establecimiento exitoso,
con un porcentaje de contaminacion minimo y un efecto fitotoxi-
co en cuanto a ennegrecimiento u oxidacion de los tejidos, dentro
de los parametros razonables.

Palabras claves: Roble sedoso - micropropagacion - fungicidas.

Introduccion

Microbial contamination is a constant problem, which often
compromises development of all in vitro techniques. The losses
caused by contaminating microorganisms, mainly fungi and
bacteria, are a serious worldwide problem in numerous
laboratories. Thereby, to determine a protocol for the
disinfection of nodal segments of Grevillea robusta from sprouts
collected from greemhouse plants, different disinfectant
solutions were tried (sodium hypochlorite; potassium hydrogen
persulfate; hydrogen peroxide; and two fungicides, copper
oxychloride and carbendazim), using different concentrations
(between 0.5 and 10 g. L-1) and times of exposure (15, 30, and 60
minutes). The explants were cultivated in a basal medium of
Murasghige and Skoog. At 28 days of culture, the percentages of
contamination, oxidation and survival/establishment of all the
explants were determined. Even though all treatments tested
allowed establishment between 36.67+ 5.77 and 90.00+10 %,

the best results were obtained with a pretreatment using NaClO
0.25 g. L-1 and Carbendazim 0.75 g. L-1 for 15 minutes. Thus,

this pre-treatment is recommended for a successful
establishment, with a minimum percentage of contamination,

and phytotoxic effects of blackening or tissue oxidation within
reasonable parameters.

Keywords: Silk oak—micropropagation - fungicides.

Grevillea robusta A. Cunn., es una especie originaria de Austra-
lia, perteneciente a la familia Proteaceae (Muchiri, 2004); su
madera se utiliza como materia prima para paneles decorativos,
compensados y produccién de muebles como camas, mesas y
sillas debido a su brillo natural y apariencia atractiva; recomen-
dada también para sistemas agroforestales por su baja competiti-
vidad con cultivos agricolas o para proteger plantaciones por ser
de hoja perenne, crecimiento rapido y no muy denso; ademas
posee un importante potencial melifero (Trianoski, 2010).

La recoleccion de semillas de Grevillea es extremadamente
dificil, ya que sus frutos son dehiscentes antes de su maduracion
y ademas, ésta generalmente es irregular. Las semillas no presen-
tan latencia, pero pierden su viabilidad rapidamente (Martins et
al., 2004). Por ello una alternativa para su propagacion es el
cultivo de tejidos o micropropagacion, que ofrece la posibilidad
de obtener gran cantidad de plantas de un genotipo seleccionado;
a partir de partes aisladas en un ambiente artificial; el cual posee
dos caracteristicas: la asepsia y el control de los factores que
afectan el crecimiento (Roca y Mroginski, 1993; Orozco-

Castillo, 2004; Castillo, 2008; Mroginski et a/ 2010). La propa-
gacion de muchas especies forestales se ha optimizado con esta
técnica, géneros como Pinus, Thuja, Quercus, Picea, Abies,
Sequoia, Pawlonia, Ulmus, Eucalyptus etc. (Nehraet al., 2005).

Para lograr el establecimiento del material vegetal de manera
exitosa, libre de contaminacion se utilizan agentes desinfectantes
como el hipoclorito de sodio (NaClO), hipoclorito de calcio
(CaClO), perdxido de hidrogeno (H,0,), etanol (C,H,OH), y
bicloruro de mercurio (HgCl,), entre otros; de los cuales el hipo-
clorito de sodio ha sido el mas usado por los investigadores en el
establecimiento in vitro de tejidos vegetales (Mroginski y Roca,
1993). Por otra parte existen otras técnicas para el control de la
contaminacion in vitro, tales como el uso de fungicidas y antibio-
ticos en la planta madre, el explante y/o el medio de cultivo (Pie-
rik, 1987; Phillips ez al., 1981; Pariani, 2015).

Aun cuando se han desarrollado algunos protocolos de micropro-
pagacidn para distintas especies de Grevillea (Gorst et al., 1978;
Watad et al., 1992; Bunn y Dixon, 1992; Rajasekaran, 1994;

Ciencias Agrondmicas - Revista XXVII - Afio 16 - 2016/ 011 - 016 -11-



Uso de distintos desinfectantes superficialespara el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Grevillea robusta.

Leonardi ef al., 2001; Santi et al., 2006; Vera Bravo, 2007) es
necesario ajustarlos, ya que cada genotipo presenta un comporta-
miento diferente en el establecimiento.

Materiales y métodos

Considerando lo antes mencionado, el objetivo del presente
trabajo es evaluar el uso de distintos desinfectantes superficiales
en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Grevillea
robusta. A. Cunn.

Material vegetal: Se trabajo con plantas injertadas de G. robusta de
aproximadamente 2 aflos, que crecieron en macetas (4 L) en condi-
ciones de invernadero. El germoplasma fue cedido por INTA-EEA
Bella Vista y Pomera Maderas S.A. (en el marco del Proyecto PIA
BIRF 7520 AR). Los explantes introducidos fueron segmentos
nodales de 1,5-2 cm de longitud conteniendo una yema axilar,
extraidos de ramas jovenes no lignificadas.

Tratamientos de desinfeccion: En todos los casos primeramente
se realizd un pre-tratamiento consistente en un cepillado fuerte y
firme con solucidn acuosa de NaOCl al 5 %, para luego ser trans-
feridos a distintos tratamientos con agentes desinfectantes o
fungicidas: hipoclorito de sodio (NaOCl), peroxido de hidrogeno
(H,0,), peroxosulfato acido de potasio o persulfato de potasio
(KHSO;), oxicloruro de cobre (OXI) 50% granulado dispersable
y Carbendazim (CBZ) suspensién concentrada 500g. L"; en
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion en agitacion
constante con agitador orbital (Tabla 1). Una vez finalizado el
tratamiento de desinfeccion, los explantes fueron enjuagados tres
veces con agua destilada estéril.

Medlio de cultivo: se utilizé un medio de cultivo compuesto por las
sales y vitaminas de Murashige y Skoog (1962), en su concentra-
cion original (MS), semisélido (agar SIGMA" A-1296, 0.65 %),
enriquecido con sacarosa 30 gr-L" y libre de reguladores del creci-
miento. El pH del medio de cultivo se ajusté a 5,8 con KOH o HCI
antes de la adicion del agente gelificante; esterilizandose por calor
htiimedo mediante autoclave a 1.46 kg-cm” durante 20 minutos.

Siembra de los explantes y condiciones de cultivo: Los segmentos
nodales se colocaron obedeciendo a la polaridad de la planta a razon
de un explante por tubo bajo cabina de flujo laminar en condiciones
asépticas y fueron incubados durante 28 dias en condiciones de luz
(fotoperiodo 14 hs., 116 umol m” s' luz PAR) y temperatura
(27+2°C) controlados. Se cultivaron 10 explantes por tratamiento
en camara de flujo laminar, efectuandose 3 repeticiones.

Andlisis estadistico: Los resultados fueron expresados en porcenta-
je de contaminacion, oxidacion y supervivencia/ establecimiento de
los explantes. Determinandose Analisis de la Varianza Multivariado
(ANAVAM) y Test de comparaciones multiples de Hotelling.

Tabla 1: Agentes desinfectantes utilizados en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de G. robusta

Pre-tratamiento (g. LY Tratamientos Concentracion (g. LY Tiempo de exposicion (min.)

Ne Agente

Tl NaOCl 1,5 30
T2 NaOCl 3 30
T3 H,0, 9 30
T4 KHSO; 10 30
TS5 KHSO; 5 30
T6 OXI 0,5 15

NaOCl 0,25

T7 OXI 0,5 30
T8 OXI 0,5 60
T9 CBZ 0,5 15
T10 CBZ 0,5 30
T11 CBZ 0,5 60
T12 CBZ 0,75 15

Referencias: NaOCl: Hipoclorito de Sodio; KHSO;: Peroxosulfato acido de Potasio; H,0,:Peroxido de Hidrogeno; CBZ: Carbendazim; OXI: Oxicloruro de cobre.

Resultados y discusion

En las especies forestales se presentan una serie de dificultades
que hacen que las primeras etapas de la micropropagacion in
vitro sean mas dispendiosas, por ejemplo: es mas dificil desin-
fectar un tejido lefioso (lignificado) que un tejido joven (suculen-
to), los explantes provenientes de tejidos lignificados liberan
sustancias toxicas (fenoles) que matan al explante o impiden la
induccidn de brotes, la obtencion de explantes a partir de arboles
adultos imposibilitan en muchos casos, las respuestas también
de brotacion multiple (Carrizosa et al., 1994).

Sin embargo, en la literatura se encuentran abundantes estrate-
gias que ayudan a solucionar estas dificultades, como la combi-
nacion de tratamientos de desinfeccion superficial con fungici-

das o agentes microbianos en las plantas donantes de explantes,
utilizacion de sustancias que previenen o minimizan la produc-
cion y liberacion de fenoles como lo son los antioxidantes, etc.
Por ello en la actualidad, el establecimiento y estandarizacion
del protocolo de desinfeccion en especies lefiosas se consideran
fundamentales para procesos de micropropagacion masiva
(Martinez Montafio, 2009; Quintero Garcia, 2011).

Los fungicidas y los bactericidas son agentes quimicos usados
para la prevencion y/o eliminacidn de agentes patégenos o con-
taminantes dentro del cultivo de tejidos y es muy comun incluir-
los en el protocolo de desinfeccion (Villamar Flores, 2014;
Pariani, 2015); en la Tabla 2 se presentan los resultados de por-
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Tabla 2: Porcentaje de contaminacion, oxidacion y supervivencia/establecimiento de los explantes de G. robusta.

Tratamientos Contaminacion (%) Oxidacién (%) Supervivencia/Establecimiento (%)
T1 50,0£10,00 3,33+5,77 46,67+ 11,55 ¢
T2 53,3+5,77 10 + 10,00 36,67+ 5,77 be
T3 36,7+5,77 16,67+5,77 46,67+ 5,77 be
T4 56,7+5,77 6,67+ 5,77 36,67+ 5,77b
TS 43,3+15,28 20,0+10,00 40,00+ 0,00 be
T6 56,7+5,77 6,67+ 5,77 36,67+ 5,77 be
T7 46,7+11,55 13,3345,77 40,00+ 10,00 be
T8 43.3+5,77 10+ 0,00 46,67+ 5,77 be
T9 50,0+10,00 3,33+ 5,77 46,67+11,55 ¢
T10 20,0+1,00 0,00+ 0,00 80,00 £10,00 a
T11 40,0+20,00 6,67+ 5,77 53,33+ 15,28 ¢
T12 3,33+ 5,77 6,67+11,55 90,00+10,00 a

Los valores expresan el promedio de tres repeticiones + SD (n= 30). Analisis de la Varianza Multivariado (ANAVAM), letras distintas indican diferencias significativas

entre tratamientos (P> 0.05, Test de comparaciones multiples de Hotelling).

centaje de contaminacion, oxidacion y supervivencia/ estableci-
miento de los explantes; como puede observarse si bien todos los
tratamientos ensayados han permitido el establecimiento exitoso
de los cultivos entre un 33,33+5,77 y un 90,00+10,00 % (Figura
2 D y E); los mejores resultados se lograron con un pre-
tratamiento de NaC10 0,25 g. L'y CBZ 0,75 g. L" por 15 minu-
tos (T 12), que no solo posibilitd el mayor porcentaje de estable-
cimiento presentando diferencias significativas (P<0,01) con
respecto a los demas tratamientos; sino que también registré uno
de los menores valores de oxidacion en los tejidos (6,67+11,55
%)y logrd controlar mas eficazmente la contaminacion con solo
un 3,3+0,58%. No asi de efectivo han resultado los tratamientos
con oxicloruro de cobre, donde se registraron niveles de conta-
minacion de entre 46,7+1,15 y 56,7+0,58 %; aunque existen
antecedentes de su uso para la desinfeccion de yemas axilares
con una combinacion de fungicidas y bactericidas con posterior
sumergimiento de los explantes en hipoclorito de sodio en Gua-
dua angustifolia (Jiménez et al.,2006); mientras que en segmen-
tos nodales de la misma especie, fue muy efectiva la inmersion
durante 30 y 60 minutos en soluciones de oxicloruro de cobre,
registrando los menores indices de contaminacidon por hongos
luego de establecido el material (Lopez, 2012).

En la micropropagacion de algunas especies lefiosas, se ha com-
probado que el empleo de fungicidas con otros agentes desinfec-
tantes como el hipoclorito de sodio, ha permitido lograr niveles
de asepsia mayores al 70% (Chung y Carrasco, 2002; Marulanda
e Isaza, 2004; Pedroza-Manrique et al., 2007); en Eucalyptus
grandis existen reportes tanto del uso de oxicloruro de cobre
como fungicida preventivo de contacto, pero utilizado en plantas
donantes eliminando muy eficazmente los hongos de su micro-
biota; como de carbendazim (CBZ) en concentraciones varia-
bles logrd controlar el crecimiento de los contaminantes del
cultivo in vitro mas frecuentes (Hernandez y Gonzélez, 2010); y
sobre todo en la fase de establecimiento de varias especies el
empleo de este fungicida para el control de la contaminacién
fungosa esta muy bien documentado (Vieira ez al., 1988 ; Danby
etal.,1994; Carrazanaetal., 1997, CruzMartin et al., 2003).

Si bien a nivel local, uno de los protocolos utilizados para el
establecimiento de material de campo de G. robusta, es el pro-
puesto por Vera Bravo (2007) que incluye como agente desinfec-
tante en distintas concentraciones al hipoclorito de sodio

(NaOCl); el cual presenta una serie de ventajas como germicida
(bacterias y hongos) (Mateos, 2005; Flores Garcia et al. 2008) y
agente oxidante para la desinfeccion de explantes, que se enjua-
ga facilmente, se consigue en presentacion comercial de uso
doméstico y es muy econdmico (Sudrez, 1997; Borges Garcia et
al., 2009); en este caso fue necesario ajustarlo al genotipo con el
que se trabajo; ya que si bien ha sido complementario al incluirlo
en el pre-tratamiento no asi como tratamiento desinfectante
presentando entre un 50,0£1,00 y 53,3+0,58 % de cultivos
contaminados (T 1 y T2 respec-tivamente) (Tabla2, Figura2 A).

En cuanto a la utilizacion del peréxido de hidrogeno (H,O,) como
agente desinfectante; si bien ha sido empleado exitosamente en
especies del género Pinus como antimicrobiano previniendo la
proliferacion de algunos hongos (Mufloz Lépez et al., 2009; Mas
I Gisbert et al., 2011); su accion desinfectante se centraria en su
capacidad de actuar como un agente oxidante enérgico, disocian-
dose en agua y oxigeno molecular, sin dejar residuos toxicos
(Iafiez, 1998); a la vez que favoreceria la absorcidn en los tejidos
del hipoclorito de sodio desinfectantes que se utilicen en combi-
nacién (Mas I Gisbert et al., 2011); en el ensayo éste compuesto
(T3) no ha demostrado una alta eficiencia en su accion, ya que se
observé un 36,7+0,58 % de cultivo contaminado y un 46,67+
5,77% deestablecimientoexitoso (Tabla 2).

El peroxosulfato acido de potasio o persulfato de potasio
(KHSO;) esun agente oxidante del grupo quimico de los perdxi-
dos, utilizado para la limpieza y desinfeccion por via quimica de
barricas de roble empleadas en la elaboracién y crianza de los
vinos para evitar contaminaciones microbioldgicas o quimicas
(Remirez y Palacios, 2012; Palacios et al., 2011). Este producto
demuestra un alto poder oxidativo, se han informado multiples
aplicaciones como ser: bactericida, fungicida, esporicida y
viricida muy usado en limpieza profunda de éreas criticas y
semicriticas de hospitales (instrumental odontoldgico, quirtrgi-
co, dispositivos médicos, tubuladuras, canulas, material de
vidrio, endoscopios) y ambitos sanitarios; manufactura de jabo-
nes, reductora en fotografia, reactivo analitico, promotor de
polimerizacion, productos farmacéuticos, modificacion de
almidon, agente de maduracion de harinas, desfibrilador de
papel resistente a la humedad, desaprestado textil (Palacios et
al.,2011); pero no existen registros de su utilizacion en el cultivo
de tejidos como agentes desinfectante; si bien no ha resultado
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exitoso su uso en el control de la contaminacidn; entre un
43,3+1,53% (T5) y 56,7+0,58 % (T4) de cultivo contaminado
(Figura 2 B), se logro valores de establecimiento del cultivo del
36,67+5,77 % (T4), similares sino mejores que otros agentes
desinfectantes habitualmente utilizados en el cultivo de tejidos
vegetales, como ser el hipoclorito de sodio; aunque por otra parte
también presentd uno de los porcentajes mas altos de oxidacion
delos tejidos (Tabla 2, Figura2 C).

En la Figura 1 se muestra la representacion grafica del Analisis
de Coordenadas Principales (ACP) de las diferentes soluciones
de desinfeccion de segmentos nodales de Grevillea robusta.
Dichas soluciones fueron agrupadas en cuadrantes distintos en la
grafica Biplot, en funcion de dos primeros componentes princi-
pales, representando el 100% de la variabilidad total de los resul-

tados. En el primer componente principal (CP1), que representa
el 70,3% de la variabilidad, se puede ver de forma evidente las
desinfecciones que se correlacionan en forma positiva y signifi-
cativa, siendo T12 y T10 debido a su mayor asociacion con res-
pecto al porcentaje de brotes establecidos. Entanto T 8, T1, T9 y
T11 no tienen inercia sobre la CP1, ya que la proyeccién sobre el
eje “x” es muy proximo a cero. Mientras que los segmentos de
T7,T6, T2y TS5 que se encuentran hacia la izquierda del grafico
Biplot, estan mas correlacionados con los mayores porcentajes
de infeccion y oxidacion. Sin embargo para la CP2, que respon-
de por 29,7% de la variacion, contribuciones significativas posi-
tivas fueron determinadas en su mayor medida para T4 y T3
debido a que se vieron mas asociados en cuanto al porcentaje de
segmentos oxidados.

Figura 1: Biplot resultante del ACP de las distintas soluciones de desinfeccion de segmentos nodales de Grevillea robusta, en funcion

de los dos primeros componentes principales.
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Figura 2: Segmentos nodales de G. robusta contaminados (A y B); oxidados (C) y establecidos exitosamente (D y E).

Conclusion

]

La contaminacién microbiana es un problema constante que
compromete el desarrollo de todas la técnicas in vitro. Las pérdi-
das causadas por microorganismos contaminantes principal-
mente hongos y bacterias constituyen un serio problema a escala
mundial en los numerosos laboratorios. Por ello se recomienda
para el cultivo in vitro de segmentos nodales de G. robusta, como

procedimiento de desinfeccion el empleo de un pre-tratamiento
de NaClO 0,25 g. L'y Carbendazim 0,75 g. L" por 15 minutos;
para un establecimiento exitoso, con un porcentaje de contami-
nacién minimo y un efecto fitotéxico en cuanto a ennegreci-
miento u oxidacion de los tejidos, dentro de los parametros
razonables.
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