Evaluacién del efecto de tratamientos de
desinfeccion con hipoclorito de sodio sobre
segmentos nodales de Guadua angustifolia Kunth
para el establecimiento del cultivo in vitro

Evaluation of the effect of disinfection treatments
with sodium hypochlorite over nodal segments
present in Guadua angustifolia Kunth for the
establishment of the in vitro culture.
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Resumen

El establecimiento del cultivo in vitro de segmen-
tos nodales de Guadua angustifolia presenta
como principal inconveniente la contaminacion
por microorganismos, causando pérdidas bio-
I6gicas y econdmicas. Esta investigaciéon fue
desarrollada en el Centro Nacional para el Es-
tudio del Bambu-Guadua, en Cdérdoba, Quindio
y financiada por la Corporacion Auténoma Re-
gional del Quindio (C.R.Q). Se evaluaron seis
tratamientos para la desinfeccion de los explan-
tes de guadua con hipoclorito de sodio (NaClO)
en concentraciones del 2% y 3%, cada uno en
tiempos de aplicacién de 5, 10 y 15 minutos,
posteriormente los explantes fueron sembra-
dos en el medio de cultivo Murashige y Skoog,
suplementado con 6-BAP a razén de 3mg L.

También se valoro el porcentaje de brotacion. El
mejor resultado de desinfeccion y de brotacién se
obtuvo con el NaCIlO al 2% durante 15 minutos.

Palabras clave: Guadua angustifolia, explante,
cultivo in vitro, hipoclorito de sodio, desinfeccion,
brotacion.

Abstract

The establishment of the in vitro culture of Gua-
dua angustifolia nodal segments presents as the
main problem the contamination by microorga-
nisms, causing biological and economic losses.
This research was developed at the National Cen-
ter for the Study of the bamboo-Guadua bamboo,
in municipality of Cordoba, Quindio and it was
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financed by the Regional Autonomous Corporation
of the Quindio (C. R. Q). Six treatments were eva-
luated for the disinfection of the explants of guadua
bamboo with sodium hypochlorite (NaCIO) in con-
centrations of 2% and 3 %, each one of them in time
of application of 5, 10, and 15 minutes , the explants
were planted in the culture medium Murashige and
Skoog medium supplemented with 6-BAP at a rate of
3mg L. The percentage of sprouting was also eva-
luated. The best result of disinfection and budding
was obtained with the NaCIO to 2% for 15 minutes.

Key-words: Guadua angustifolia, explant, in vitro
culture, sodium hypochlorite, disinfection, sprouting.

Resumo:
O estabelecimento de cultivo in vitro de segmentos
nodais de Guadua angustifolia tem como principal

Introduccion

La guadua es una especie forestal que puede brin-
dar multiples beneficios ambientales, econdmicos,
sociales y culturales; es usada en la construccién
y en la elaboracion de artesanias. En ecosistemas
forestales, la guadua hace grandes aportes de
biomasa, contribuye a enriquecer y mejorar la tex-
tura y estructura del suelo, proporciona un mayor
anclaje evitando la erosién, y ayuda a la regula-
cion de los caudales (Giraldo & Sabogal, 2007).

Se utiliza la micropropagacién como la principal
biotécnica aplicada a varias especies de bambu
(Cruz et al., 2007) y es necesaria la adicién de hor-
monas Yy la adopcién de procedimientos de asep-
sia para mantener los cultivos libres de contami-
naciéon microbiana (Roca & Mroginski, 1991). En
la fase de establecimiento de especies lefosas,
el explante inicial constituye la principal fuente de
contaminacion, debido a las caracteristicas anaté-
micas propias de las especies (Cruz et al., 2007)

Existen pocas investigaciones del cultivo in vitro
de Guadua angustifolia que reportan diferentes
tratamientos de desinfeccion para segmentos

desvantagem a contaminacao por microorganismos,
causando perdas bioldgicas e econdmicas. Este tra-
balho foi desenvolvido no Centro Nacional para o
Estudo da Bamboo-Guadua em Coérdoba, Quindio
e financiado pela Corporagéo Auténoma Regional
de Quindio (CRQ). Foram avaliados seis tratamen-
tos para desinfeccéo de explantes de bambu com
hipoclorito de sodio (NaClO) nas concentragbes de
2% e 3%, cada épocas de aplicagéo de 5, 10 e 15
minutos, apds os explantes foram plantadas no meio
de cultura Murashige e Skoog suplementado com
BAP-6 a uma taxa de 3 mg L. também foi avaliada
a porcentagem de brotacdo O melhor resultado de
desinfeccéo e brotagéo foi obtido com 2% de hipo-
clorito de sédio durante 15 minutos.

Palavras-chave: Guadua angustifolia, explante, cultu-
ra in vitro, hipoclorito de sédio desinfeccgao, brotagao.

nodales, como utilizacién de métodos de desin-
feccion con hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% por
5, 10 y 15 minutos y la repeticiéon de estos mismos
tratamientos a las 24 horas, demostrando que la
doble desinfeccién con una concentracion del 2%
de NaOCI durante 5 minutos es la mas adecua-
da para el establecimiento in vitro de explantes
primarios (Borges, Ros, Castellanis & Velasquez,
2004). Igualmente se ha realizado la desinfeccion
de los segmentos nodales con hipoclorito de sodio
al 1% durante 5 minutos. (Freire et al., 2011)

Por otra parte, se ha empleado el bicloruro de mer-
curio (HgCI2) como agente desinfectante al 0.3%
durante 5 y 10 minutos y el hipoclorito de sodio al
2% durante 10, 15 y 20 minutos en la desinfeccion
de las yemas nodales (Larraga, 2011) obteniendo el
mejor resultado con bicloruro de mercurio al 0.3%
durante 10 minutos (Marulanda, Gutiérrez, Uribe &
Marquez, 2005). También se ha realizado la desin-
feccidon de yemas axilares con una combinacién de
fungicidas y bactericidas y posterior sumergimiento
de los explantes en hipoclorito de sodio al 1.5% du-
rante 10 minutos (Jiménez, Castillo, Tavares, Gueva-
ra & Montie, 2006).
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Dado que el principal inconveniente en la micropo-
pagacion de Guadua angustifolia es la contamina-
cion por bacterias, causando pérdidas bioldgicas y
econdmicas (Leifert, Ritchie & Waities, 1991), tanto
en la micropropagacion comercial, como en los tra-
bajos de investigacién (Fonturbel, 2001) y que uno
de los agentes desinfectantes mas empleados en
la micropropagacion vegetal, por su bajo costo, fa-
cil adquisicion y menor efecto fitotéxico sobre los
tejidos es el hipoclorito de sodio, se plantea su uso
en concentraciones del 2% y 3%, en tiempos de
exposicion de 5, 10 y 15 minutos, para desinfeccion
de segmentos nodales de Guadua angustifolia de-
terminando las condiciones para el establecimiento
in vitro de esta especie.

Materiales y métodos

Ubicacion

Esta investigacion se realizé en el Centro Nacio-
nal para el Estudio del bambu — Guadua (CNBG),
en el municipio de Cérdoba, departamento de

Figura 1. Plantas madre de G. angustifolia en con-
diciones de invernadero

Fuente: Ramirez, L. (2009).

Quindio, Colombia, en donde se desarrolla su mi-
cropropagacion. EI CNBG se encuentra localizado
a 22 km de la ciudad de Armenia, a 1.176 msnm,
temperatura promedio de 25°C, una precipitacion
anual de 2.242 mm ano™'; Brillo solar 1.800 horas
afno™ y una humedad relativa del 85%.

Seleccion y siembra de los segmentos noda-
les de Guadua angustifolia

Las plantas madre se mantuvieron bajo condicio-
nes de invernadero (Figura 1) y bajo excelentes
condiciones fitosanitarias, a una temperatura pro-
medio de 28°C. Fueron regadas dos veces a la
semana con agua destilada, y fumigadas con pro-
ductos bacteriostaticos y fungistaticos, con el fin
de disminuir la contaminacion en el cultivo in vitro
por hongos y bacterias. Asi mismo, fueron poda-
das con regularidad para estimular la accion de
las auxinas en la brotacion de las yemas usadas
como explantes. Los segmentos nodales fueron
tomados de varas largas sin ramificar (Figura 2), y
cortados con tijeras podadoras, las cuales se des-
infectaron con alcohol etilico al 70%.

Figura 2. Segmento nodal en planta
madre de G. angustifolia

Fuente: Ramirez, L. (2009).
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Los explantes fueron sometidos a un pre-lavado
en 1 L de agua destilada estéril con jabdn liquido
(5 mL), yodo quirdrgico (10 mL), L-Cysteina (5 mg)
y Tween 20 (1 mL) por 15 minutos, con agitacion
constante y posteriormente se lavaron tres veces
con agua destilada estéril.

Tratamientos de desinfeccion de los explantes

Después del tratamiento de predesinfeccion de
los explantes, en cabina de flujo laminar, fueron
desinfectados de acuerdo a los tratamientos es-
pecificados en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos de desinfeccidn aplicados a los segmentos nodales de Guadua angustifolia

Cantidad de Tiempo de Tiempo de
;E::\a;;) Explantes Desinfeccion Expogicién Desinfeccion %?ar:;i:gs Expos?icién
(und) (min) (min)
1 100 Etanol 2 NaClO 2% 5
2 100 Etanol 2 NaClO 2% 10
3 100 Etanol 2 NaClO 2% 15
4 100 Etanol 2 NaClO 3% 5
5 100 Etanol 2 NaClO 3% 10
6 100 Etanol 2 NaClO 3% 15

Como se aprecia en la Tabla 1, se utilizaron dos
concentraciones de hipoclorito de sodio, para
obtener seis tratamientos asi: NaClO al 2% con
direferentes tiempos de exposicion (5, 10 y 15 mi-
nutos), y NaClO al 3% con direferentes tiempos de
exposicion (5, 10 y 15 minutos).

Siembra de los explantes

Se sembraron 600 explantes de Guadua angustifolia
en condiciones in vitro. Una vez los explantes fue-
ron desinfectados se sembraron en el medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS) (Tabla 2), con pH
entre 5,7-6.0, suplementado con la citoquinina BAP
(citoquinina sintética 6-bencilaminopurina) a razén
de 3.0 mg L' previamente esterilizado en autoclave
a 120 °C y 15 psi de presién durante 30 minutos.

Tabla 2. Composicion del medio MS

Componentes
NH,NO,
KNO,
KH,PO,
CaCl,. 2H,0
MgSO,. 7H,0
Kl
H,BO,
MnSO,. 4H,0
ZnS0O,. 7H,0
NaMoO,. 2H,0
CuS0,. 5H,0
FeSO,. 7H,0
Na,EDTA. 7H,0
CoCl,. 6H,0
Glicina
Tiamina-HCI
Piridoxina-HCI
Acido nicotinico
Mioinositol
Sacarosa

Cantidad
1650
1900

170
440
370
0.83
6.2
22.3
8.6
0.25
0.025
27.8
37.3
0.025
2
0.1
0.5
0.5
100
30

Fuente: Roca & Mroginski (1993)
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Incubacion y evaluacion de los explantes

Los explantes sembrados se llevaron a camara de
crecimiento donde permanecieron bajo condicio-
nes de oscuridad por 20 dias a una temperatura
de 28°C esto con el fin de evitar la oxidacién de los
segmentos nodales. Cuando los explantes mos-
traron sefhales de brotacion se mantuvieron en os-
curidad por 4 dias mas y luego fueron incubados
con un fotoperiodo de 12 horas luz.

Los segmentos nodales contaminados fueron re-
tirados de la sala de incubacion y posteriormente
esterilizados en autoclave. Los demas explantes se
mantuvieron en observacion para verificar su brota-
cion y asi continuar con la fase de establecimiento.

Analisis estadistico

Se aplico un analisis estadistico descriptivo de
las variables analizadas en cuanto a contami-
nacion, brotacién y segmentos nodales no pro-
misorios, para las concentraciones aplicadas
de hipoclorito de sodio al 2% y 3%, en los 3
tiempos de aplicacion de 5 minutos, 10 minutos
y 15 minutos.

Variables evaluadas

Las variables dependientes evaluadas en esta in-
vestigacion, se muestran en la Tabla 3

Tabla 3. Variables evaluadas en el experimento

Variables evaluadas

Unidad de medicion

Técnica utilizada

Contaminacioén bacteriana Unidades Observacion directa
Brotacion Unidades Observacion directa
Plantulas no promisorias Unidades Observacion directa

Resultados y discusion

Evaluacion de los tratamientos de desinfeccion
Con base en los tratamientos de desinfeccion, a los
cuales fueron sometidos los explantes de G. an-

gustifolia, se obtuvieron los siguientes resultados:

Evaluacion de la contaminacion
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Figura 3. Contaminacién de los segmentos nodales
de G. angustifolia por tratamientos de
desinfeccion aplicados

En la Figura 3, se observa que el tratamiento
con mejor actividad de desinfeccion sobre los
explantes fue el tratamiento 3, con la aplicacion
del NaClO al 2% durante 15 minutos, con 32 cul-
tivos contaminados. El tratamiento que reportd
mayor contaminacion fue el 4 con la aplicacion
del NaCIO al 3% por 5 minutos. Al calcular el
promedio entre los diferentes tratamientos y
tiempos de exposicion, se encontré un indice
de contaminacion alto con un promedio de 50
unidades de cultivos contaminados para el tra-
tamiento con NaClO al 2% y de 55 unidades de
cultivos contaminados para el tratamiento con
el NaClO al 3%, lo cual concuerda con lo en-
contrado por Ramirez et al. (2009), Jiménez et
al. (2006), Marulanda et al. (2005) y Borges et
al. (2004), quienes reportan una contaminacion
entre el 20% y 86% en los cultivos in vitro de
esta especie. Estos resultados se pueden ex-
plicar porque el hipoclorito de sodio contribu-
ye a la desinfeccion de los explantes ya que el
mecanismo de accion del compuesto permite el
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dano de la membrana celular de las bacterias,
originando la lisis del microorganismo (Sanchez
& Saenz, 2005). Mas adelante se observara su
accién de acuerdo a la concentracion del Na-
CIO, los tiempos de aplicacion y el tiempo total
de evaluacion en el experimento. Sin embargo,
sigue siendo alto el porcentaje de contamina-
cidon de los segmentos nodales de Guadua an-
gustifolia, debido a la complejidad de la especie
forestal lefosa.

Evaluacion de la brotacion

Con relacion a la brotacién de los segmentos noda-
les, en la Figura 4 se aprecia que el tratamiento con
mayor numero de segmentos nodales brotados fue
el tratamiento 3, con aplicacion del NaCIO al 2%
durante 15 minutos, produciendo 15 brotaciones de
los explantes de G. angustifolia. El tratamiento que
reportd menor brotacion fue el tratamiento 4 con
aplicacion del NaCIO al 3% por 5 minutos.

15
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Figura 4. Brotacion de los segmentos nodales de G. angustifolia
por tratamientos de desinfeccién aplicados

Figura 5 . Segmentos nodales de Guadua angustifolia en brotacion
Fuente: Ramirez, L. (2009)

Evaluacidon de segmentos nodales
ho promisorios

En cuanto a los resultados en el nimero de segmen-
tos nodales no promisorios, la Figura 4, indica que
el tratamiento con el mayor nimero de segmentos

nodales no promisorios fue el tratamiento 3, con
aplicacion del NaCIO al 2% durante 15 minutos. El
tratamiento que reportd menor cantidad de explan-
tes no promisorios fue el tratamiento 4 con NaCIO al
3% por 5 minutos. Con relacién a esta variable no se
reportan datos en la consulta bibliografica.
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Figura 6. Segmentos nodales no promisorios de G. angustifolia por tratamientos de desinfeccion aplicados

Andlisis del tratamiento de NaCIO 2% con relacién al tiempo de exposicion de los explantes

Para observar el efecto desinfectante de los tratamientos, asi como la brotacion y segmentos nodales
no promisorios, se realizé el andlisis del comportamiento de los explantes en el tratamiento NaCIO 2%
de acuerdo con el tiempo de exposicion de 5, 10 y 15 minutos durante los dias posteriores a la siembra.
A continuacion se presentan los resultados encontrados:

Efectos de aplicacion de NaClO 2% durante 5 minutos

Tto 1. NaOCl 2% * 5 minutos
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Figura 7. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la
variable contaminacion con el tratamiento NaClO 2% por 5 minutos
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En la aplicacion del NaCIO al 2% durante 5 minu-
tos (Figura 7), la mayor contaminacion se presenta
a partir del cuarto dia de la siembra in vitro en 29
de los segmentos nodales y disminuye proporcional-
mente con el tiempo. Este resultado concuerda con
lo reportado por Ramirez, Urdaneta & Ledn, (2002),
quienes obtuvieron la mayor contaminacién durante
los primeros 7 dias a partir de la siembra in vitro; y
concuerda con lo reportado por Borges et al., (2004)
quienes obtuvieron el 20% de contaminacién con la
aplicacion de NaClO al 2% durante 5 minutos.

Tto 1. NaOCl 2% * 5 minutos

3

1 = BROTACION

Unidades de cultivos brotados

1 2 4 14 17 21 24 28 31
Tiempo en dias

Figura 8 . Analisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable brotacién con el trata-
miento NaClO 2% por 5 minutos

En cuanto a la variable brotacion (Figura 8), se en-
contré que a mayor tiempo de exposicién al NaCIO
al 2%, hay mayor generacion de brotes, obteniendo
una brotacién de 5 explantes entre los dias 21y 24,
una sola brotacion el dia 28 y un leve incremento de
2 cultivos brotados el dia 31. El total de segmentos
nodales brotados en este tratamiento fue de 8.

Tto 1. NaOCl 2% * 5 minutos
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Figura 9 . Andlisis comparativo entre el protocolo de
desinfeccion y la variable segmentos nodales no pro-
misorios con el tratamiento NaClO 2% por 5 minutos

Para los explantes no promisorios (Figura 9), se
observa un crecimiento exponencial desde el dia
17 al 21, siendo este Ultimo dia el mas significativo
con 14 cultivos no promisorios.

Efectos de aplicacion de NaCIO 2%
durante 10 minutos

En la aplicacion del NaClO al 2% durante 10 minu-
tos (Figura 10), la mayor contaminacion se presen-
ta en 24 de los segmentos nodales, en el séptimo
dia a partir de la siembra in vitro y disminuye pro-
porcionalmente con el tiempo. Este resultado con-
cuerda con lo reportado por Ramirez et al., (2002),
quienes obtuvieron la mayor contaminacion entre
los dias 2 'y 7 a partir de la siembra in vitro.

Ttto 2. NaOCl 2% * 10 minutos
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Figura 10. Analisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable contaminacion con el
tratamiento NaClO 2% por 10 minutos

Ttto 2. NaOCl 2% * 10 minutos
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Figura 11 Analisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable brotacién con el trata-
miento NaClO 2% por 10 minutos
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En cuanto a la variable brotacién (Figura 11), se
aprecia que a mayor tiempo se incrementa la pre-
sencia de brotacion, obteniendo en total 7 cultivos
a partir del dia 14 al 21.

Ttto 2. NaOCl 2% * 10 minutos
o 107 9
c g | -
- 8 + T 7
7 4 T W
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$™ 21
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Tiempo en dias

Figura 12. Analisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable segmentos nodales
no promisorios con el tratamiento NaCIlO 2% por 10
minutos

En la Figura 12, se observa para los explantes no
promisorios un crecimiento exponencial desde el
dia 3 al 10 y una disminucién de los cultivos con
esta caracteristica a partir del dia 14 al 17, con un
incremento de 7 cultivos no promisorios el dia 21.

Efectos de la aplicacion de NaClO 2%
durante 15 minutos

Ttto 3. NaOCl 2% * 15 minutos
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Figura 13 Analisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable contaminacién con el
tratamiento NaClO 2% por 15 minutos

En la aplicacién del NaCIO al 2% durante 15 mi-
nutos (Figura 13), la contaminacién se presenta en
14 de los segmentos nodales, a partir del séptimo
dia después de la siembra en el cultivo in vitro.
Esta contaminacién disminuye al igual que en los
tratamientos 1 y 2 con el paso de los dias. Este
resultado concuerda con lo reportado por Ra-
mirez et al. (2002), quienes obtuvieron la mayor
contaminacién en los primeros siete dias a partir
de la siembra in vitro. Estos datos difieren de los
resultados reportados por Marulanda et al. (2005),
y Borges et al. (2004), quienes con este mismo
tratamiento obtuvieron el 80.5% y el 25% de los
explantes contaminados respectivamente.

Ttto 3. NaOCl 2% * 15 minutos
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Figura 14 Anédlisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable brotacion con el trata-
miento NaCIlO 2% por 15 minutos

La Figura 14, expresa que a mayor tiempo se pre-
sentd mayor brotacién, obteniendo 15 cultivos a
partir del dia 14 al 25 después de la siembra en el
cultivo in vitro. El dia 18 produjo el mayor numero
de cultivos brotados.

Como se puede apreciar en el tratamiento con Na-
CIlO al 2% durante 5, 10 y 15 minutos de aplica-
cion, a medida que transcurre el tiempo del cultivo
in vitro, disminuye la contaminacién y aumenta la
brotacion de los explantes. Este comportamiento
puede atribuirse a que la exposicion a una concen-
tracién media de NaCIO en un mayor tiempo podria
activar la diferenciacion celular de las yemas noda-
les y lograr una desinfeccion adecuada. Bajo estas
condiciones los explantes sufren un menor dafo
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fitotdxico en sus tejidos, evitando asi su oxidacion y
facilitandose una regeneracion in vitro mas rapida
y eficiente, lo cual concuerda con los resultados en-
contrados por Marulanda et al. (2005) en donde la
mayor brotacion se logré con el NaClO al 2% en un
mayor tiempo de exposicién (10 min). Sin embargo,
Borges et al. (2004) lograron la mejor brotacion con
la doble desinfeccidon de explantes primarios con
NaClO al 2% por 5 min., al igual que Freire et al.,
(2011) quienes obtuvieron 95.81% de brotacion apli-
cando la desinfecciéon de las yemas axilares con
NaClO al 1% durante 5 minutos.
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Figura 15 Analisis comparativo entre el protocolo de
desinfeccion y la variable segmentos nodales no pro-
misorios con el tratamiento NaClO 2% por 15 minutos

Para los explantes no promisorios se observo un au-
mento de cultivos con esta caracteristica entre los
dias 11 al 18, siendo este ultimo dia el mas repre-
sentativo con 19 segmentos nodales no promisorios.
Hay una disminucion proporcional al aumentar el
tiempo de exposicion del cultivo a partir del dia 21.

Con base en los resultados se observa que una
concentracion del NaClO del 2% por 15 minutos,
es mas efectivo que someter explantes a igual
concentracién por menor tiempo. Esto ha sido co-
rroborado por Lin, Kalpana, Chang & Lin (2007)
quienes obtuvieron su mejor brotacién y desinfec-
cion con la aplicacion del NaClO al 2% durante
30 minutos en yemas de Bambusa oldhamii; y por
Pedroza & Bejarano (2008) en la desinfeccion de
laminas foliares de Puya santossi, los cuales obtu-
vieron el mejor resultado con NaClO al 1% durante
10 minutos. Estos resultados son similares a los

hallados por Borges, Estrada, Pérez & Meneses,
(2009) en segmentos uninodales de fiame, donde
el mejor porcentaje de desinfeccidn se obtuvo con
el NaClO al 1.5% durante 30 min. Ademas coinci-
de con los resultados reportados por Ramirez et
al. (2002) en guanabano donde la mejor desinfec-
cion se logré con NaClO al 1% por 10 min.

Los resultados obtenidos pueden explicarse en ra-
zon de que el hipoclorito de sodio tiene mayor opor-
tunidad para llegar al tejido vegetal y hacer efectiva
la eliminacion de los microorganismos enddgenos,
sin perjudicar los tejidos del explante, ya que el
agente desinfectante disminuye los iones hidroxi-
lo (OH), mediante la formacion de agua; ademas,
reduce el pH estimulando la presencia de acido
hipocloroso que en contacto con materia organica
actua como solvente y libera cloro que se combina
con el grupo amino de las proteinas formando clo-
roaminas. El acido hipocloroso y los iones hipoclo-
rito (OCI) llevan a la degradacion e hidrdlisis de los
aminoacidos (Estrela et al., 2002), disminuyendo la
tension superficial de la membrana celular de las
bacterias y permitiendo la lisis del microorganismo
(Sanchez & Saenz, 2005). En este sentido, el hipo-
clorito tiene como mecanismo de accion sobre los
microorganismos, la inhibicion de las reacciones
enzimaticas y desnaturalizacion de las proteinas
(Sanchez & Saenz, 2005); este compuesto actua
como un solvente de materia organica, especial-
mente de acidos grasos, a quienes transforma en
sales de acidos grasos (jabones) y glicerol, redu-
ciendo la tension superficial de la solucidon rema-
nente. Ademas, el hipoclorito de sodio neutraliza
los aminoacidos, formando agua y sales.

Andlisis del tratamiento de NACIO 3% en relacion
con el tiempo de exposicion de los explantes

Se realizo el analisis del comportamiento de los
explantes en el tratamiento NACIO 3% de acuerdo
con el tiempo de exposicién de 5, 10 y 15 minutos,
y durante los dias del experimento en cuanto a su
efecto de desinfeccién, brotacion y segmentos no-
dales no promisorios. A continuacion se presen-
tan los resultados encontrados:
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Efectos de la aplicacion de NaCIlO
3% durante 5 minutos
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Figura 16. Andlisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable contaminacién con el
tratamiento NaClO 3% por 5 minutos

En la aplicacion del NaCIlO al 3% durante 5 minu-
tos (Figura 16), la mayor contaminacién se pre-
senta en el dia 10 a partir de la siembra en el
cultivo in vitro en 26 de los segmentos nodales.
Posteriormente la contaminacion disminuye en-
tre los dias 10 y 28.
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Figura 18. Analisis comparativo entre el protocolo de
desinfeccion y la variable segmentos nodales no pro-
misorios con el tratamiento NaClO 3% por 5 minutos

Para los explantes no promisorios (Figura 18),
se observa un incremento de 11 explantes entre
el dia 14 y 17, disminuyendo al dia 21. Posterior-
mente, se aprecia un aumento en el dia 24 de
7 nuevos explantes, disminuyendo de nuevo al
dia 28.

Efectos de la aplicacion de NaCIO al 3%
durante 10 minutos
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Figura 17. Analisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable brotacion con
el tratamiento NaClO 3% por 5 minutos

En la Figura 17, se observa un bajo indice de
brotacion en este tratamiento con un total de 5
cultivos que se generaron entre el dia 24 y 28
después de la siembra in vitro, indicando que una
concentracion alta con menor tiempo de exposi-
cién afecta el desarrollo diferencial de las célu-
las, impidiendo la brotacién de los segmentos
nodales de Guadua angustifolia.
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Figura 19. Analisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccién y la variable contaminacion el trata-
miento NaCIlO 3% por 10 minutos

En la aplicacion del NaCIO al 3% durante 10 mi-
nutos, la mayor contaminacion se presenta en el
dia 12 a partir de la siembra en el cultivo in vi-
tro en 22 de los segmentos nodales sembrados.
Esta contaminacién disminuye progresivamente
a partir del dia 15 al 33, tal como se muestra en
la Figura 19.




Uriversdad Nacona

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental — Volumen 5 Nimero 1 — enero-junio de 2014 — ISSN 2145-6097

Tto 5. NaOCI 3% * 10 minutos

tadd

de cultivos b
W

BROTACION

Inidad,

L

o
|
I
|

1 7 9 12 15 19 22 26 29 33
Tiempo en dias

Figura 20. Andlisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable brotacion el tratamien-
to NaClO 3% por 10 minutos)

En la Figura 20, se aprecia que se presenté una
brotacion de 10 cultivos entre el dia 22 y 29 des-
pués de la siembra in vitro. Siendo el dia 26 el mas
representativo en este tratamiento con 5 genera-
ciones de brotes de Guadua angustifolia.
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Figura 21. Andlisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable segmentos nodales no
promisorios el tratamiento NaClO 3% por 10 minutos

Para los explantes no promisorios, se observa un
aumento entre el dia 15 y 22, con 24 explantes,
siendo el dia 22 después de la siembra in vitro
el mas representativo con 13 segmentos nodales
con esta caracteristica, disminuyendo su aparicién
entre el dia 26 y 33, lo anteriormente expuesto, se
muestra en la Figura 21.

Efectos de la aplicacion de NaCIO
al 3% durante 15 minutos
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17
12
12 +
10
8 7
6 a
4 -
‘ I
0
1 4 5 8 11 14 18 21

Tiempo en dias

= BACTERIAS

Unidades de cultivos contaminados

25 28

Figura 22. Analisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccién y la variable contaminacién el trata-
miento NaClO 3% por 15 minutos

En la aplicacion del NaCIO al 3% durante 15 mi-
nutos (Figura 22), la mayor contaminacion se pre-
sent6 el dia 8 a partir de la siembra en el cultivo
in vitro en 17 explantes. Los mayores indices de
contaminacién se presentan entre los dias 8 y 14,
disminuyendo progresivamente con el tiempo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en tra-
tamientos con concentraciones medias y mayor
tiempo de exposicion, como el caso del tratamien-
to 3, NaClO al 2% por 15 minutos, se presento una
mejor desinfeccion y brotacion. Sanchez & Saens,
(2005) indican que existe una estrecha correlacion
entre la concentracion del agente desinfectante y
el tiempo necesario para eliminar una determina-
da fraccion de la poblacién bacteriana, si se mo-
difica la concentracion se provocan cambios en el
tiempo para lograr un mismo efecto.

Refiriéndose al tiempo, (Sanchez & Saenz, 2005)
explican que no todas las bacterias mueren simul-
taneamente, ni siquiera cuando se aplica un ex-
ceso del agente desinfectante (Sanchez & Saenz,
2005). De ahi que no sea conveniente la aplicacion
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del NaCIO en una concentracion alta por un me-
nor tiempo de accion. Segun los resultados en-
contrados en este estudio la concentracion del hi-
poclorito de sodio al 3%, no permite la adecuada
desinfeccion de los explantes, ni la generacion de
la brotacion de los segmentos nodales de G. an-
gustifolia, al parecer el mecanismo de accion del
NaClIO y del alcohol, destruye los tejidos meriste-
maticos, generando un aumento en los explantes
No promisorios.
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Figura 23. Andlisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable brotacién el tratamien-
to NaClO 3% por 15 minutos

Para la variable brotacion (Figura 23), se encontra-
ron con este tratamiento 8 cultivos con generacion
de brotes entre el dia 14 y 21, siendo este ultimo
dia el de mayor brotacion después de la siembra
in vitro con 4 explantes brotados.
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Figura 24. Andlisis comparativo entre el protocolo
de desinfeccion y la variable segmentos nodales no
promisorios el tratamiento NaClO 3% por 15 minutos

Para los explantes no promisorios (Figura 24),
se observé un aumento entre el dia 8 a 21 . Pos-
teriormente, disminuye el numero de explantes
Nno promisorios.

Una vez finalizado el andlisis de las variables y
de acuerdo con los resultados presentados para
las concentraciones de NaClO al 2% y NaClO al
3% durante los diferentes tiempos de aplicacion
de 5, 10 y 15 minutos respectivamente, sobre las
unidades de cultivos contaminados, unidades de
explantes brotados y segmentos nodales no pro-
misorios, se presentan diferencias que pueden
deberse a factores como la procedencia de los
explantes y a los tratamientos de prevencion uti-
lizados: calidad del agua, aplicacion de productos
fungistaticos y/o bacteriostaticos, el corte de los
explantes y herramientas empleadas (Sanchez &
Saenz, 2005), asi como también la predesinfec-
cion a la cual es sometido el explante.

El cultivo, el suelo, el clima donde las plantas
crecen, y muchos otros aspectos bioclimaticos
afectan de manera diferencial las condiciones
del cultivo in vitro. Cualquier cambio en las con-
centraciones y los tiempos de exposicion de los
productos empleados en la predesinfeccion y en
la desinfeccion hace que varien las condiciones
del cultivo. Esto concuerda con lo citado por Bor-
ges et al., (2004), quien menciona la dificultad de
encontrar una microporpagacion eficiente para la
Guadua angustifolia, teniendo en cuenta que los
principales inconvenientes son, la contaminacion
microbiana enddgena, la necrosis apical, la hiper-
hidricidad, la oxidacion fendlica, el enraizamiento,
la disponibilidad y respuesta estacional de los ex-
plantes, y la supervivencia ex vitro, ademas de la
edad y estado del desarrollo de la planta madre.

Es importante resaltar que la aplicacion del NaCIO
en concentraciones bajas durante mayor tiempo
de exposicion, permite un mejor desarrollo celular
de los explantes, mientras que una concentracion
alta a un menor tiempo de exposicion impide el
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adecuado desarrollo de los segmentos nodales de
guadua. Esto puede deberse a que el hipoclorito
de sodio afecta la permeabilidad celular del mi-
croorganismo y de las células vegetales, impidien-
do el adecuado desarrollo celular de las células
meristematicas y por lo tanto no genera la brota-
cion del segmento nodal. Segun lo citado por Bor-
ges, et al., (2004), la acumulacion de sustancias
fendlicas liberadas por el tejido vegetal en el me-
dio de cultivo, son con frecuencia inhibidores del
crecimiento y constituyen uno de los problemas
mas frecuentes asociados con la propagacion
clonal, ya que alteran y deterioran la composicion
qguimica del medio de cultivo, causando progresi-
vamente la muerte del material vegetal.

Ademas como se menciond anteriormente, cada
cultivo tiene caracteristicas independientes, como el
corte, el estado del segmento nodal, la planta madre
de la cual fue extraido, particularidades que hacen
gue cada cultivo sea una repeticion de la investiga-
cion. La G. angustifolia, es una especie lefiosa que
reporta altos indices de contaminacion y por lo tan-
to, requiere de unos pretratamientos y tratamientos
mas agresivos; en este caso, los segmentos nodales
fueron prelavados para hacer un arrastre de macro-
moléculas en su exterior y sumergidos en alcohol
al 70% durante 2 minutos, lo que también ayuda a
romper la tension superficial de la membrana celular
de los microorganismos coadyuvando al hipoclori-
to de sodio a eliminar los agentes microbianos que
impiden el adecuado establecimiento del cultivo in
vitro de Guadua angustifolia, pero que debido a su
compleja fisiologia no fueron suficientes estos pro-
cedimientos, ni la desinfeccién con NaClIO.

A través de la observacion de los cultivos de los
segmentos nodales de G. angustifolia, se evidencio
la presencia de bacterias como fuente contaminan-
te a los 3 dias. De acuerdo con Sanchez & Saenz,
(2005), no todas las bacterias mueren simultanea-
mente en el momento de la desinfeccion, es por ello
que segun estos resultados, a medida que transcu-
rre el tiempo prevalece el crecimiento bacteriano en
el cultivo in vitro. Es de resaltar que no se presento

contaminacion por hongos, aunque no fue un obje-
tivo de este estudio, se puede inferir que las practi-
cas fitosanitarias aplicadas a las plantas madre en el
invernadero, como la continua fumigacién con pro-
ductos fungistéaticos y el riego con agua destilada,
contribuyeron en buena medida a que no se hayan
presentado hongos en el cultivo in vitro.

Conclusiones

El tratamiento con el cual se logré la mejor desin-
feccion y brotacion de los segmentos nodales de
Guadua angustifolia se obtuvo con la aplicacion
del NaClO al 2% durante 15 minutos.

El tratamiento que generd menor resultado con
respecto a la desinfeccion y brotacion de los ex-
plantes fue el NaClO al 3% por 5 minutos.

Cuando se aumenta el tiempo de exposicion al
agente desinfectante, se disminuye el porcentaje
de contaminacion bacteriana, reflejandose un ma-
yor efecto bactericida del NaCIlO en los segmen-
tos nodales de Guadua angustifolia.

El uso del hipoclorito de sodio, es una alternativa
para la desinfeccion del material vegetal en las con-
centraciones y tiempos de exposicion adecuados.

Con los resultados obtenidos se confirma que son
necesarios protocolos eficientes de micropropaga-
cion, debido a la complejidad del establecimiento
en el cultivo in vitro de Guadua angustifolia.
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