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ARTICULO DE INVESTIGACION

Estandarizacion del protocolo de desinfeccion
para la micropropagacion de Aspidosperma polyneuron

Standardization of the disinfection protocol for the micropropagation
of Aspidosperma polyneuron

Garcia Lozano Diana Lorena *, Mesa Ldopez Neftali* *, Ocampo Guerrero Martha Lily* * *

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n2.54277

Resumen

Aspidosperma polyneuron es un especie nativa de la region neotropical, en paises como Colombia, Venezuela, Perd, Bra-
sil, Argentina y Paraguay, propio de bosques semideciduos, catalogada desde 1998 por la UICN como “En Peligro (EN)”,
debido a que sus poblaciones naturales fueron sometidas a una intensa explotacion con fines madereros y su habitat se
vio seriamente degradado por actividades agricolas y silvopastoriles. Las dificultades para su regeneracion natural y el
enraizamiento de las estacas, hace que el cultivo in vitro sea una eficaz herramienta para contrarrestar las dificultades
reproductivas que presenta. Sin embargo, la presencia de contaminantes que afectan la viabilidad de los explantes, precisa
el desarrollo de protocolos que permitan el establecimiento in vitro de la especie. El objetivo de la presente investigacion
fue lograr el establecimiento aséptico y la induccién de la callogénesis en explantes de A. polyneuron, mediante la evalua-
cién de diferentes tratamientos de desinfeccion. Los explantes se obtuvieron de individuos de regeneracién natural, en el
municipio de Armero, departamento del Tolima, los cuales se sumergieron en agua destilada con una gota de Tween®
80 por cada 100 ml, durante 10 minutos y lavados con agua destilada estéril. Se utilizaron como agentes desinfectantes,
el hipoclorito de sodio y el dicloruro de mercurio a distintas concentraciones y tiempos de inmersion. De los explantes
utilizados: apices, segmentos nodales y laminas foliares, este dltimo fue seleccionado por su capacidad de producir callos
friables de color verde, para lo cual una desinfeccion con dicloruro de mercurio (HgCl,) al 0.125% durante 10 minutos fue
suficiente para el control de la contaminacién y bajos indices de oxidacion.

Palabras clave: in vitro, dicloruro de mercurio, contaminacion endégena y exdgena. especie forestal.

Abstract

Aspidosperma polyneuron is a species native to the Neotropics, in countries like Colombia, Venezuela, Peru, Brazil, Argentina
and Paraguay, typical of semi-deciduous forests, catalogued since 1998 by the IUCN as “Endangered (EN)”, because its natural
populations were subjected to an intense exploitation for timber and its habitat was seriously degraded by agricultural and sil-
vopastoral activities. The difficulties for its natural regeneration and the rooting of cuttings, make the in vitro culture an efficient
tool to counteract the reproductive difficulties that it presents. However, the presence of pollutants that affect the viability
of the explants needs the development of protocols that allow the in vitro establishment of this species. The objective of this
research was to achieve aseptic establishment and the induction of callogenesis in explants of A. polyneuron, by evaluating
different disinfection treatments. The expants were obtained from individuals of natural regeneration, in the Municipality of
Armero in the Department of Tolima, which were immersed in distilled water with a drop of Tween® 80 for each 100 ml, for
10 minutes and then rinsed with sterile distilled water. There were used as disinfectant agents, sodium hypochlorite and mer-
cury dichloride in different concentrations and times of immersion. Among the used explants: buds, nodal segments and leaf
blades, the last one was selected for its capacity of producing friable and green callosity, for which a disinfection with mercury
dichloride (HgCl>) 0.125% for 10 minutes was enough for contamination control and low indexes of oxidation.

Key words: in vitro, mercury dichloride, endogen and exogen contamination, forestal species.
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Introduccién

Aspidosperma polyneuron es una especie que presen-
ta serios problemas de regeneracion natural; por ser
un arbol de crecimiento lento, tarda casi 50 anos en
llegar a su etapa fértil, con alternancia en la floracién
por periodos de hasta cuatro afos y aunque produce
abundantes semillas, las tasas de germinacién son muy
heterogéneas (35-70%), ademas, son de dificil recolec-
cion debido a la altura de los arboles que pueden al-
canzar hasta 40 m en condiciones naturales. Sumado
a esto el dificil enraizamiento de las estacas hace que
la propagacion vegetativa de esta especie no tenga
el éxito esperado (Damasceno et al,, 2011; Del Valle,
1972; Ezcurra, et al, 1992; Mozo, 1972; PROEXPO,
1970; Ribas et al, 2005; Sakita et al, 2007; Valeiro
et al, 2008).

Esta especie se encuentra en el Libro rojo de plantas
de Colombia bajo la categoria global y nacional “En
Peligro (EN)”, debido a que su habitat se ha visto se-
veramente degradado, ademas la intensa explotacion
a la que fué sometido dio como resultado que las po-
blaciones naturales se vieran drasticamente reducidas.
En Colombia entidades como la Corporacion para la
Defensa de la Meseta de Bucaramanga (CDMG), prohi-
be el aprovechamiento de A. polyneuron y ha vedado
su comercializacion bajo cualquier modalidad. Otra
entidad que vela por la conservacién de esta especie
es el Sistema de Parques Nacionales Naturales, ya que
protege las poblaciones naturales de cualquier explo-
tacion (Salinas & Cérdenas Lépez, 2007).

La biotecnologia es una alternativa para la produccién
y mejoramiento de especies forestales si se tiene en
cuenta que la produccion de material seleccionado
requiere un alto conocimiento de la biologia reproduc-
tiva, asi como de los mecanismos fisiolégicos que influ-
yen en la capacidad morfogenética, segiin Hodson de
Jaramillo (2004). Siendo entonces, el cultivo de tejidos
vegetales una herramienta biotecnolégica que puede
ser una soluciéon a problemas naturales e inducidos
que presentan algunas especies.

Una de las dificultades para el establecimiento de
cultivos in vitro, es la presencia de microorganismos
contaminantes tanto endégenos como exdgenos que
afectan la viabilidad y el desarrollo de los explantes
una vez que se han establecido in vitro, por lo tanto se
requiere establecer protocolos que conlleven a mini-
mizar o eliminar dichos microorganismos sin afectar la
viabilidad de los explantes.

El objetivo de la presente investigacion fue lograr el
establecimiento aséptico y la induccién de la callogé-
nesis en explantes de A. polyneuron, mediante la eva-
luacion de diferentes tratamientos de desinfeccion.

Materiales y métodos

Colecta de material vegetal: se establecieron dos
areas de muestreo, la primera en el Centro Universi-

tario Regional del Norte de la Universidad del Tolima
(CURNUT), en el municipio de Armero-Guayabal en un
bosque de regeneracién natural de A. polyneuron, a
una altitud de 320 m s.n.m. y una temperatura ambien-
te de 29,5°C; la segunda en el municipio de Coello
en el corregimiento de Chucuali, lote sembrado con
individuos de la especie, ubicada a 270 m s.n.m. y una
temperatura ambiente de 29°C. Se seleccionaron te-
jidos de ramas juveniles y sin daflo mecanico, en las
dos areas se realiz6 colecta de yemas apicales y para
el drea de CURNUT, se extrajeron algunas plantulas ju-
veniles para adaptarlas a condiciones de invernadero
y establecerlas como plantas madre.

Fase de laboratorio: la presente investigacién se de-
sarrollé en las instalaciones del Laboratorio de Pro-
teccion de Plantas y Cultivo de Tejidos Vegetales de
la Universidad del Tolima. Las plantulas juveniles una
vez ubicadas en el invernadero, fueron sometidas a
tratamientos con Benomil 5g/l, ocho dias antes de la
toma de los explantes y para los casos en los que
se presento ataque de insectos se realizo tratamientos
con insecticida. Se realizé procesos de juvenilizacion
mediante constantes podas para inducir rebrotes, de
los cuales se tomaron los explantes (apices, segmen-
tos nodales y laminas foliares).

Preparacion de los medios de cultivo: para todos los
tratamientos de desinfecciéon empleados se uso medio
de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962), suplemen-
tado con 30 g/ | de sacarosa como fuente de carbono,
se ajusto el pH a 5,7 antes de la adicion de agar 7g/l;
se sirvieron 20 ml de la solucion en recipientes de vi-
drio, debidamente rotulados segin los tratamientos,
para luego ser esterilizados en autoclave durante 20
minutos a 121°C y 15 libras de presion.

Para inducir la formacién de callos se tomaron ex-
plantes de hojas jovenes, las cuales fueron cultivadas
en medios MS (Murashige & Skoog, 1962) y WPM
(Lloyd & McCown, 1980), adicionados con 30 g/l de
sacarosa, 7 g/l de agar y un pH ajustado a 5,7. Se rea-
lizaron los siguientes tratamientos de reguladores de
crecimiento vegetal: con 2,4 -D (1 y 2 mg/l) y sus res-
pectivas combinaciones con BAP (1 mg/I).

Las laminas foliares fueron divididas en tercios (apice,
medio y base) de aproximadamente 1cm? y cada uno
sembrados en frascos diferentes, las siembras se hicie-
ron colocando las hojas por la haz o por el envés, para
un total de 16 tratamientos con 10 réplicas. Las obser-
vaciones se realizaron por 45 dias, tiempo durante el
cual se realizaron dos subcultivos, el primero a los 20
dias y el segundo a los 40 dias.

Todos los tratamientos resultantes fueron incubados
bajo condiciones de fotoperiodo de 12 horas luz, tem-
peratura de 23-25°C. Durante el periodo de observa-
cién se midieron variables como la coloracion (verde
claro o marrén), consistencia del callo (friable o com-
pacto) y la formacién parcial o completa de los callos.
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Desinfeccion del material vegetal: una vez seleccio-
nados los explantes, se lavaron con agua de la llave
para retirar cualquier particula que pudiera estar pre-
sente; luego el material se sumergié en 100 ml de agua
destilada con una gota de Tween®80, en agitacion
constante durante 10 minutos. Se continué con tres
lavados con agua destilada para retirar el detergente;
posteriormente se sumergieron, a diferentes concen-
traciones y tiempos de exposicion segtn el explante,
en la solucién desinfectante. Finalmente se hicieron
tres lavados con agua destilada esterilizada con el
fin de eliminar cualquier traza de desinfectante. Para
apices se realizé un total de 21 tratamientos, para seg-
mentos nodales 19 y para hojas se evalué un total de
13 tratamientos de desinfeccion. Para cada uno de los
tratamientos de desinfeccion empleados se realizaron
10 réplicas.

1. Tratamientos de desinfeccion para apices. La in-
vestigacion se realizé en yemas apicales escogidas
por su mayor tamafo en relacion con las laterales
y por ende mayor facilidad para la extraccion de
meristemos, sin embargo se observd que cuando
estos quedaban totalmente descubiertos se oxida-
ban completamente, por lo tanto se trabajé con
apices a los que solo se les retird los primordios
foliares mas externos. Se realizaron tratamientos
de desinfeccion con NaClO y otro de doble desin-
feccion con HgCl..

2. Tabla 1.Tratamientos de desinfeccién empleados
en apices de A. polyneuron.

Codigo Tratamiento
TDAT1 NaClO 0,25% por 10’
TDA2 NaClO 0,25% por 20’
TDA3 NaClO 0,25% por 30’
TDA4 NacClO 0,5% por 10’
TDAS NaClO 0,5% por 20’
TDA6 NaClO 0,5% por 30’
TDA7 NaClO 1,5% por 10’
TDAS8 NacClO 1,5% por 20’
TDA9 NaClO 1,5% por 30’
TDAT10 HgCl, 0,2% por 5’
TDAT11 HgCl, 0,2% por 10’
TDA12 HgCl, 0,2% por 15’
TDA13 HgCl, 0,2% por 20’
TDA14 HgCl, 0,3% por 10’
TDA15 HgCl: 0,3% por 20’
TDA16 HgCl, 0,4% por 5’
TDA17 HgCl 0,4% por 10’

Codigo Tratamiento

TDA18 HgCl, 0,4% por 15

HgCl, 0,5% por 15/,

TDAT9 HgCl» 0,2% por 10
HgCl, 0,5% por 15/,

TDA20 HgCl> 0,2% por 10" ( CA*).
0, ’
TDA21 HgCl, 0,3% por 10/,

HgCl, 0,1% por 1’

* CA: Carbén activado
Fuente: Autores

3. Tratamientos de desinfeccion para segmentos
nodales. Se tomaron segmentos de un centimetro
de longitud por 3-4 milimetros de diametro con
un nudo completo. Se usaron soluciones desinfec-
tantes de NaClO y HgCl; en varias concentracio-
nes y tiempos de exposicion. Una vez finalizada la
desinfeccion, se hicieron cortes transversales en la
base del explante con el fin de eliminar los extre-
mos que se observan afectados por el desinfectan-
te, ademas se procuré dejar una yema por nudo
con el fin de que el explante presente el tejido
meristematico apto para su brotacién. En este tipo
de explante también se realizaron tratamientos de
doble desinfeccién con HgCl.. Se realizaron 10 re-
peticiones para cada tratamiento. Los tratamientos
propuestos se observan en la tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos de desinfeccién empleados en
segmentos nodales de A. polyneuron.

Codigo Tratamiento
TDS1 NaClO 0,25% por 10’
TDS2 NaClO 0,25% por 20’
TDS3 NaClO 0,25% por 30’
TDS4 NaClO 1,5% por 10’
TDS5 NaClO 1,5% por 20’
TDS6 NaClO 1,5% por 30’
TDS7 NaClO 2,5% por 10

TDS8 NaClO 2,5% por 20’

TDS9 NaClO 2,5% por 30’

TDS10 HgCl, 0,125% por 5’

TDS11 | HgCl, 0,125% por 10'

TDS12 HgCl, 0,125% por 5’ con CA*.
TDS13 HgCl, 0,2% por 10’

TDS14 HgCl>0,2% por 10" con CA.
TDS15 HgCl> 0,2% por 20’
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Codigo Tratamiento

TDS16 HgCl, 0,2% por 20" con CA.

TDS17 HgCl, 0,25 por 5

HgCl>0,25% por 15’, HgCl,

TDS18 0,125% por 10" sin CA

HgCl, 0,25% por 15’, HgCl,

D519 0,125% por 10" con CA

*  CA: Carbdn activado

Fuente: Autores

4. Tratamientos de desinfeccion para laminas
foliares. Se seleccionaron las hojas mas cercanas
al dpice para someterlas a los tratamientos de
desinfeccion, en los cuales también se emplearon
soluciones de NaClO y HgCl,. Una vez desinfec-
tadas y en condiciones de asepsia se realizaron
cortes por todo el margen de la hoja, con el fin
de eliminar el tejido que pudo haberse necrosado
después de la desinfeccion. Los tratamientos se re-
sumen en la tabla 3.

Tabla 3.Tratamientos de desinfeccién empleados en
explantes foliares de A. polyneuron.

Codigo Tratamiento
TDH1 NaClO 1% por 10’
TDH2 NaClO 2% por 10’
TDH3 NaClO 3% por 10’
TDH4 NaClO 5% por 10
TDH5 HgCl, 0,125% por 5’
TDH6 HgCl> 0,125% por 10’
TDH7 HgCl, 0,125% por 10’ Con CA*.
TDH8 HgCl, 0,125% por 15’
TDH9 HgCl, 0,125% por 15" con CA.
TDH10 HgCl, 0,2% por 10’
TDH11 HgCl, 0,2% por 20’
TDH12 HgCl, 0,25% por 5
TDH13 HgCl, 0,25% por 10

*  CA: Carbén activado
Fuente: Autores

Una vez inoculadas en el medio de cultivo MS, fueron
incubadas bajo fotoperiodo de 12 horas luz (lampa-
ras fluorescentes de 1000 lux) a una temperatura de
23-25 °C, durante tres semanas, al cabo de las cuales
se determiné el ndmero de explantes contaminados
por hongos y/o bacterias mediante observaciones dia-
rias, los primeros dias después de la siembra, luego

semanalmente. También se establecié el ndmero de
explantes oxidados, mediante observaciones semana-
les, finalmente se determind el nimero de explantes
sanos y viables.

Fase estadistica: la evaluacion de resultados para esta
etapa se realizé mediante el andlisis factorial de corres-
pondencia mdltiple, mediante la herramienta de ma-
pas perceptuales. La informacion fue procesada con el
software estadistico multivariado SPAD 4.5. El analisis
de correspondencias es un método estadistico explo-
ratorio que se aplica con base en el andlisis de tablas
de contingencia que reflejan unos mapas perceptuales
conformados por dos factores principales: F1 sobre el
eje de las X, que es el que absorbe mayor informacién
en variabilidad con respecto a los tratamientos origi-
nales, que estén mas préximas al punto de inercia u
origen (promedio) y F2, sobre el eje de las Y, que es
el segundo factor en la escala de captacion de infor-
macién sobre el resto de los tratamientos originales.
En dicho gréfico se representan conjuntamente las
distintas modalidades de la tabla de contingencia (se
contamind 1, no se contaminé 2 y se oxid6 3), de for-
ma que la proximidad entre los puntos representados
por estas modalidades, reflejan un nivel de asociacién
entre ellas y ademas las que estén mas préximas al
punto de origen son las que mas se caracterizan con
base en el contexto.

Resultados y discusién

En la evaluacion de la contaminacion, se observé que
en los tres explantes propuestos, los porcentajes mas
altos de contaminacion se alcanzaron cuando el agen-
te desinfectante fue el NaClO; pérdidas, en la mayo-
ria de los casos, de hasta el 100% de las muestras,
principalmente por la aparicion de hongos. Cuando se
trabaja con material de campo, este es uno de los prin-
cipales factores que afecta el establecimiento de los
explantes (Abdelnour et al., 2011).

Como se puede observar, en la figura 1 el mapa per-
ceptual para la desinfeccion de apices de A. polyneu-
ron, los tratamientos mas cercanos al punto de inercia
son aquellos en los que se usé el NaClO, pero estos
no controlaron (100% de contaminacion), por lo que
se denominé como “contaminado”; se confirma asi,
que este desinfectante fue ineficiente para el control
de la contaminacion; mas distantes se encuentran los
tratamientos con HgCl,, aunque estos tampoco con-
trolaron la contaminacion. Ante estos ensayos poco
exitosos, se emplearon tratamientos de doble desin-
feccion con HgCl,, los cuales se observan muy cer-
ca del origen; sin embargo, los tratamientos TDA19 y
TDA20, presentaron una oxidacién cercana al 80% de
los explantes; tan solo el tratamiento HgCl. 0,3% por
10"y HgCl> 0,1% por 1" (TDA21), mostrd ser efectivo,
pues su respuesta “no contaminado” se encuentra cer-
ca del punto de inercia, con un control de la contami-
nacion del 80 al 100%, igualmente este tratamiento no
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presentd problemas de oxidacion, lo que se traduce
en el mejor tratamiento de desinfeccion empleado en
apices de A. polyneuron.

El HgCl, viene siendo utilizado con éxito en forma de
solucion desinfectante, en muchas especies forestales
y lefiosas, con serios problemas de contaminacion,
como lo mencionan Zibbu & Batra (2010).

La edad fisiolégica del tejido que se utiliza para ini-
ciar el establecimiento de los cultivos, también tiene
gran influencia en el proceso de desinfeccion, ya que
el material tomado de plantas en crecimiento es mas
facil de desinfectar en comparacién con el obtenido
de plantas maduras, en donde los depésitos de ceras y
lighinas son mayores, y a su vez se convierten en una
barrera para la acciéon del agente desinfectante sobre
los microorganismos enddgenos (Lopez et al, 2010;
Pedroza et al., 2007; Toro, 2004).

Segun Abdelwahd et al. (2008) y Pedroza et al. (2007),
la obtencion de explantes para iniciar actividades de

cultivo in vitro, necesariamente implica causar cortes
o heridas en los tejidos, los cuales facilitan la entrada
de nutrientes y fitohormonas, pero favorecen también
la exudacion de compuestos relacionados con la cica-
trizacion y defensa contra agentes externos (principal-
mente patdgenos), estos compuestos generalmente
de estructura fendlica, son rapidamente oxidados, cau-
sando el oscurecimiento del medio de cultivo y de los
tejidos, haciendo que estos se necrosen y mueran.

En el grafico también se puede percibir, como en to-
dos los tratamientos de desinfeccion empleados, que
la oxidacion fue baja (menor al 20%) y los puntos
graficados para esta modalidad se encuentran alejados
del origen, a excepcion de los tratamientos TDA19 y
TDA20, en la que este fendmeno predominé.

La figura 2, muestra el mapa perceptual para los tra-
tamientos de desinfeccion empleados en segmentos
nodales. Cerca del origen se ubican aquellos trata-
mientos que presentaron contaminacion y oxidacion
(valores superiores al 70%). Los tratamientos con Na-
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Figura 1. Mapa perceptual que refleja la asociacién de los 21 tratamientos de desinfeccién empleados en dpices de A. polyneuron.

Fuente: Autores
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ClO presentan mas contaminacién en relacion con los
que se utilizo el HgCl,, pero en éste, la oxidacion es
mas frecuente. Sin embargo, Seneviratne & Wijeseka-
ra (1996), encontraron que diferentes concentraciones
de hipoclorito de sodio, promovian mas el oscureci-
miento de brotes de Hevea brasiliensis, con relacion al
dicloruro de mercurio.

El grafico también sefala dos tratamientos con HgCl,
cercanos al punto de inercia, en los que la desinfec-
cion fue superior al 80%; fueron los tratamientos
HgCl, 0,125% por 5" y HgCl,0,2% por 10/, ambos en
presencia de carbén activado (TDS12 y TDS14 respec-
tivamente), aunque en este ultimo, el valor de su con-
tribucion para la modalidad “oxidado”, es inferior con
relacion al valor obtenido en el tratamiento TDH12
como se observa en la tabla 4.

Como se observa en la tabla anterior el tratamiento
TDS14 es mas efectivo para controlar la contamina-
ciéon por estar mas cerca al origen sin embargo, la
oxidacion es mucho mas alta (60%) con relacion al tra-
tamiento TDS12 (10%), en el que a pesar de tener una
tasa de contaminacién mayor, el nimero de explantes
necrosados es menor.

Dobranszki & Teixeira (2010), en su revision, men-
cionan lo eficaz que es suplementar inicialmente el
medio de cultivo con carbon activado para evitar el
oscurecimiento de los explantes, ya que este propor-
ciona un ambiente oscuro e inactiva las peroxidasas y
polifenol oxidasas, lo que se traduce en el aumento de
material sobreviviente. Esto se pudo demostrar en el
trabajo cuando se adicionaron 3 g/l de CA, al medio
de cultivo, con lo cual se redujo considerablemente la
oxidacién y posterior muerte de los explantes. De esta
forma se aconseja desinfectar los segmentos nodales
de A. polyneuron, con HgCl. a una concentracion de
0,125% por 5 minutos y suplementar el medio de cul-
tivo con carbén activado.

En el explante laminas foliares no se requirid
realizar tratamientos de doble desinfeccion y las
concentraciones y tiempos de exposicion al dicloruro
de mercurio fueron una de las mas bajas; por lo que se

concluye que las hojas responden positivamente a los
tratamientos de desinfeccion, minimizando los efectos
de la oxidacion y contaminacién microbiana.

En la figura 3, el mapa perceptual muestra la relacion
de los tratamientos de desinfeccion empleados en la-
minas foliares de A. polyneuron, el cual presenta una
composicion diferente a los obtenidos anteriormente,
ya que se contempla un mapa mdas despejado pues
no se registran grandes agrupaciones alrededor del ori-
gen, reflejando de esta forma que en las hojas, la con-
taminacién y oxidacién no fueron tan marcadas como
en los otros explantes evaluados.

El mapa confirma nuevamente lo sucedido con los
otros explantes, en donde las tasas mas altas (mayor
a 80%) de desinfeccion y oxidacion, se observaron
cuando el desinfectante fue el dicloruro de mercurio.
Sin embargo, el NaClO, funciona mejor que otros des-
infectantes, como lo estudié Montes (2004), cuando
compara el uso de NaClO en hojas de Anthurium
andreanum, con el CaClO.

Se observa también que dos tratamientos en los que
se us6 dicloruro de mercurio, son los mas proximos
al origen con la modalidad “no contaminado”, HgCl,
al 0,125% por 10’ (TDH6) y HgCl. al 0,2% por 10’
(TDH10), aunque este dltimo, mostré una mayor oxi-
dacion, lo que se reconoce en el mapa perceptual al
colocarse en un punto mds cercano al origen.

Como muestra la tabla 5, el tratamiento TDH10 es
mas eficaz en el control de la contaminacion de lami-
nas foliares sin embargo, se aumenta la oxidacién, la
cual es menor en el tratamiento TDH6, en el que este
fenémeno no es tan marcado.

En concordancia con lo afirmado por Torres et al.
(1998) citado por Alves Dos Santos et al. (2010), una
desinfeccion eficaz es aquella en la que los explantes
que han sido expuestos a una baja concentracion des-
infectante, presentan tasas reducidas de contamina-
cion microbiana y oxidacion. Los tratamientos TDH10
y TDH®6, presentaron resultados muy similares, pero se
escoge, para los posteriores ensayos de desinfeccion
de lamina foliares de A. Polyneuron, el tratamiento

Tabla 4. Valor de las contribuciones para los tratamientos TDS12 y TDS14 en las modalidades “no contaminado” y “oxidado” sus

respectivos porcentajes de contaminacion y oxidacién.

Modalidad No contaminado Oxidado . .
Porcentaje Porcentaje de
de contaminacion oxidacion
Tratamiento F1 F2 F1 F2
TDS12 0,2 4,2 7.2 0,6 30% 10%
TDS14 0,5 0,3 0,6 2,8 10% 60%

Fuente: Autores
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Figura 2. Mapa perceptual que refleja la asociacién de los tratamientos de desinfeccién empleados en segmentos nodales de A. polyneuron.

Fuente: Autores

Tabla 5. Valor de las contribuciones para los factores F1y F2, en las modalidades “no contaminado” y “oxidado”, para los
tratamientos TDH6 y TDH10 y sus respectivos porcentajes de contaminacién y oxidacion.

Modalidad No contaminado Oxidado Porcentaje de | Porcentaje de
contaminacion oxidacion
Tratamiento F1 F2 F1 F2
TDH6 0,1 4,1 8 3,1 20% 10%
TDH10 1 1,2 6 0,3 10% 20%

Fuente: Autores

TDH®6 por presentar una concentracién mas baja de
HgCl: y producir una menor oxidacion en el explan-
tes, lo que finalmente se traduce en menor posibilidad
de dafnos al explante como quemaduras, toxicidad o
falta de vigor.

En la tabla 6, se resumen las contribuciones para las
modalidades “contaminado”, “no contaminado” vy

“oxidado”, para los mejores tratamientos empleados
en los tres tipos de explantes evaluados.

Como se observa en la tabla anterior, el explante que
mejor respondid a los tratamientos propuestos de des-
infeccion, fue el de los apices, ya que no se presen-
taron réplicas contaminadas, seguido por las hojas y
por dltimos los segmentos nodales que fue el explante
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Figura 3. Mapa perceptual que refleja la asociacién de los tratamientos de desinfeccién empleados en ldminas foliares de A.

polyneuron.
Fuente: Autores

» o«

Tabla 6. Valor de las contribuciones para las modalidades “contaminado”, “no contaminado” y “oxidado”, para los tratamientos

TDA21, TDS12, TDH6.

. . N .
Modalidad Conta-minado o' Oxidado Porcentaje de Porcentaje de
conta-minado N N

: contaminacion oxidacion
Tratamiento F1 F2 F1 F2 F1 F2
TDA21* No presenta 0,6 0,1 5,1 0,7 0% 10%
TDS12** 0,8 6,0 0,2 4,2 7,2 0,6 30% 10%
TDH6*** 1,8 6,5 0,1 41 8,0 3,1 20% 10%

Fuente: Autores

*  Tratamiento de desinfeccién empleado en apices

** Tratamiento de desinfeccién empleado en segmentos nodales
*#* Tratamiento de desinfeccién empleado en laminas foliares

que mas inconvenientes presentd en el proceso de
desinfeccion. En cuanto a los procesos de oxidacion,
los tres explantes utilizados en el estudio, presentaron
el mismo porcentaje (10%) considerado bajo y no limi-
tante para el establecimiento del cultivo.

Si se tiene en cuenta que la lamina foliar present6
una contaminacién moderada respecto a los otros dos
explantes, la menor oxidacién y la mayor produccién

de callo, situacién que se buscaba como un resultado
positivo para continuar los estudios de embriogénesis
indirecta en A. polyneuron, se escoge, por esta razon,
la lamina foliar como explante ideal.

El dicloruro de mercurio fue mas eficiente que el hipo-
clorito de sodio en el control de la contaminacion en
explantes de A. polyneuron, resultados que concuer-
dan con los realizados por Ribas et al. (2003) sin em-
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bargo, este es un producto muy téxico y activo a bajas
concentraciones, presenta accion carcinogénica, afec-
ta principlamente las glandulas mamarias y el sistema
reproductor femenino, asi mismo danos a nivel del
sistema nervioso central. Puede causar quemaduras
cuando estd en contacto con la piel y es corrosivo para
los ojos, ademas puede llegar a ocasionar serios pro-
blemas en el sistema respiratorio cuando este produc-
to es inhalado. (Smith, 2013). Se recomienda evitar su
eliminacion por el drenaje, ya que este compuesto se
biocumulan a lo largo de la cadena alimentaria y tiene
efectos prolongados en el medio ambiente.

Conclusiones

El explante seleccionado por su capacidad de produ-
cir callos friables y de color verde fue la lamina foliar,
para la cual, una desinfeccion con dicloruro de mercu-
rio (HgCl:) al 0,125% durante 10 minutos, fue suficien-
te para el control de la contaminacién y bajos indices
de oxidacion.

En caso de utilizarse como explante el apice caulinar
se debe implementar una doble desinfeccion, asi: a
las yemas completas una vez tomadas de la planta ma-
dre, se sumergen en HgCl; al 0,3% por 10 minutos y
posteriormente, luego de la eliminacion de pérulas y
primordios foliares mas externos, en HgCl, al 0,1% por
1 minuto.
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