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Efecto de diferentes variantes para la desinfeccion en hojas
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Resumen

La contaminacion microbiana es una de las limitantes para el
cultivo in vitro del cafeto a partir de explantes provenientes
de plantas cultivadas en el campo. Esta investigacion se
desarrollo con el objetivo de evaluar el efecto de distintas
variantes para la desinfeccion en hojas de Coffea arabica L.
en el establecimiento in vitro. Se desarrolld en el laboratorio de
biotecnolog ia vegetal de la Estacion Experimental Agro-Forestal
Jibacoa, provincia de Villa Clara, Cuba, durante julio de 2015.
Se estudiaron 16 tratamientos resultantes de la combinacion
de la concentracion de hipoclorito de sodio (1,5 %, 2 %; 2,5 %
y 3 %) y el tiempo (15 min, 20 min, 25 min y 30 min). Para la
comparacion de medias se realizo la prueba Kruskall Wallis
con previa comprobacion de los supuestos de normalidad de
varianza. Se utilizo el programa estad istico InfoStat version 1.0,
2012. Las mejores variantes para la desinfeccion de hojas de
Coffea arabica L. en el establecimiento in vitro resultaron ser las
combinaciones del hipoclorito de sodio al 1,5 % en 15y 20 min,
2% en15min,2,5 % en 15 miny 3 % en 15 min.

Palabras clave: biotecnologia, explantes, hipoclorito de sodio,
in vitro.
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Abstract

The microbial contamination is one of the obstacles for the
cultivation in vitro of the coffee starting from explants coming
from plants cultivated in the field. This investigation was
developed with the objective of evaluating the effect of different
variants for the disinfection in leaves in the Coffea arabica L. for
the establishment in vitro. It was developed in the laboratory of
vegetable biotechnology of the Agriculture-forest Experimental
Station Jibacoa, Villa Clara province, Cuba, during the month
of July of the 2015 year. 16 treatment were studied resulting
of the combination of the factors, of the combination of the
concentration of hypochlorite of sodium were proven (1.5 %,2 %,
2.5 %, 3 %) and the time (15 minutes, 20 minutes, 25 minutes
and 30 minutes). For the comparison of halves was carried
out the test Kruskall Wallis with previous confirmation of the
suppositions of normality, the statistical program InfoStat
version was used 1.0,2012.The best variants for the disinfection
of leaves of Coffea arabica L. in the establishment in vitro, turned
out to be the combinations from the hypochlorite of sodium to
15 % in 15 and 20 minutes, 2 % in 15 minutes, 2.5 % in 15
minutes and 3 % in 15 minutes.

Key words: Biotechnology, explants, hypochlorite of sodium, in
vitro.
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Introduccion

El cafeto, por constituir un cultivo perenne, tiene como
principal inconveniente para su propagacion por méto-
dos tradicionales que conlleva muchos anos para multi-
plicar un material genético con interés para la agricultura
(Feria y col., 2005).

Su multiplicacién a través del cultivo in vitro es una
alternativa para la produccién masiva y rapida de plan-
tas, generar variedades nuevas y mejoradas, resistentes
a extremos ambientales, a plagas y enfermedades, con
bajo nivel de cafeina y maduracion de frutos uniformes,
puede ser una herramienta util para acelerar los progra-
mas de propagaciéon masiva de plantas y el mejoramien-
to genético (Barra y Mogollén, 2007).

La contaminacion microbiana es una de las limitan-
tes para el cultivo in vitro del cafeto a partir de explan-
tes provenientes de plantas cultivadas en el campo. La
presencia de microorganismos durante la fase de esta-
blecimiento de especies lefiosas es un serio problema
que afecta su multiplicacion por esta técnica. En ello el
explante inicial constituye la fuente principal de contami-
nantes, propiciado quizas por las caracteristicas anatd-
micas de estos cultivos, tales como la presencia de cera
y estipulas en los tallos que permite la acumulacién de
agentes contaminantes. Existen tres ubicaciones donde
se encuentra la contaminacién microbiana en plantas de
cafeto: en la superficie del tejido, bajo las estipulas y en
el sistema vascular (Cruz y col., 2003).

El éxito de los sistemas de propagacion de plantas
por biotecnologia depende en gran medida del control y
prevencion de la contaminacién microbiana. Los microor-
ganismos provocan pérdidas cuantiosas de material vege-
tal en los procesos de produccion o de investigacion. En
las zonas tropicales, si no se tiene en cuenta, este proble-
ma puede alcanzar proporciones incalculables porque las
condiciones climaticas favorecen el desarrollo y multiplica-
cién de los microorganismos (Beltran y Mesa, 2014).

Dentro de las sustancias utilizadas en la desinfec-
cion de material vegetal se encuentra el hipoclorito de
sodio (NaClO), el hipoclorito de calcio (CaClO), peroxi-
do de hidrégeno (H,0,), etanol (C,H,OH) y bicloruro de
mercurio (HgCl,); pero constituye el hipoclorito de sodio
el compuesto usado con més frecuencia por varios in-
vestigadores, con buenos resultados para la desinfec-
cion y el establecimiento in vitro del material vegetal,
a concentraciones y tiempos diferentes. Este producto
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es efectivo, econdmico y de facil adquisicion (Borges y
col., 2004).

Las concentraciones de hipoclorito de sodio emplea-
das y el tiempo de desinfeccion presentan como incon-
veniente que si no se utilizan en los rangos correctos se
producen pérdidas considerables de hojas o partes de
estas en el proceso de desinfeccion, pérdidas por con-
taminacion y muerte en el proceso de establecimiento
in vitro. Este trabajo se realizé con el objetivo de evaluar
el efecto de distintas variantes para la desinfeccion en
hojas de Coffea arabica L. en el establecimiento in vitro.

Materiales y métodos

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Bio-
tecnologia de la Unidad Cientifico Tecnolégica de Base
(UCTB) Jibacoa, ubicada a 340 msnm, en el municipio
de Manicaragua, provincia de Villa Clara, Cuba. El estu-
dio se llevé a cabo durante julio de 2015.

Se utilizo el hibrido F, intraespecifico, 434 (H-434),
obtenido mediante el cruzamiento del cv. Villalobos con
cafés silvestres (Lacerra y col., 2012). Se seleccioné la
planta madre de mejor estado fitosanitario, colectando
las hojas ubicadas en las ramas plagiotrépicas del tercio
medio de la planta (los terceros pares a partir del extre-
mo de las ramas), que no presentaran deformaciones ni
danos y se colectaron en horas tempranas de la manana.

Como actividades agrotécnicas realizadas a las plantas
madres se les aplicé un tratamiento quimico semanal con
seis meses de antelacion para el control de plagas y en-
fermedades, asi como la fertilizacion. Ademas, se les reali-
zaron deshijes, riegos y se mantuvieron libres de arvenses.

Para la descontaminacion, las hojas de cafetos se
lavaron individualmente en agua con detergente y se
enjuagaron con agua limpia en el laboratorio de biotec-
nologia. Se introdujeron en el area aséptica donde se
procedio a la descontaminacion con el hipoclorito de so-
dio en diferentes concentraciones, combinado con dife-
rentes tiempos de aplicacion. Las hojas se colocaron en
envases donde se les adiciond el hipoclorito de sodio a
la concentracion deseada, de forma tal que todas queda-
ran cubiertas. Se colocaron en una zaranda a 105 r.p.m.,
donde se mantuvieron en agitaciéon en los tiempos de-
seados. En el flujo laminar se procedi6 a enjuagar las ho-
jas en agua destilada con cisteina, al concluir el tiempo
de descontaminacion; posteriormente se colocaron los
tratamientos en envases sin agua y tapados.
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Para la siembra de los explantes se utiliz6 como medio
de cultivo el propuesto por Sondahl y Sharp, 1977. Para
la gelificacion se utilizé6 Agar E a una concentracion de
5,0 g ¢ L7, se esterilizé por 15 min en autoclave a 121 °C
de temperatura y 1,2 kg/cm. El fue ajustado a 5,8 con el
uso de HCI y/o NaOH, previo a la esterilizacion. Luego se
cortaron los explantes de 1 cm? aproximadamente y se
sembraron 50 por tratamiento a razén de cinco por fras-
co. Se seleccionaron de las partes de las hojas que no se
daharon por la accion del hipoclorito de sodio.

Los tratamientos empleados resultaron de la combi-
nacién de varias concentraciones de hipoclorito de sodio
y diferentes tiempos de descontaminacion:

15 min con el 1,5 % de hipoclorito de sodio.
. 15 min con el 2 % de hipoclorito de sodio
. 15 min con el 2,5 % de hipoclorito de sodio
. 15 min con el 3 % de hipoclorito de sodio
. 20 min con el 1,5 % de hipoclorito de sodio
. 20 min con el 2 % de hipoclorito de sodio
20 min con el 2,5 % de hipoclorito de sodio (control)
. 20 min con el 3 % de hipoclorito de sodio
. 25 min con el 1,5 % de hipoclorito de sodio 25 min
con el 2 % de hipoclorito de sodio
. 25 min con el 2,5 % de hipoclorito de sodio
11. 25 min con el 3 % de hipoclorito de sodio
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12. 30 min con el 1,5 % de hipoclorito de sodio
13. 30 min con el 2 % de hipoclorito de sodio
14. 30 min con el 2,5 % de hipoclorito de sodio
15. 30 min con el 3 % de hipoclorito de sodio

La evaluacion se realizé a las 120 horas de sembra-
dos los explantes en el medio de cultivo para formacion
de callos. Se evaluaron las variables siguientes: viabili-
dad, contaminados y muertos.

Se realizaron los andlisis estadisticos con el uso del
programa Infostat version 1.0, 2012, mediante la prueba
de Kruskal Wallis con previa comprobacion de los su-
puestos de normalidad.

Resultados y discusion

Referente a la concentracion de hipoclorito de sodio
y el tiempo de desinfeccion sobre el porcentaje de con-
taminacion de los explantes, se observaron diferencias
estadisticas entre los tratamientos. Los tratamientos 2, 3,
4, 6, 11, 13, 15 y 16 no presentaron contaminacion. Es-
tos a su vez no mostrando diferencias estadisticamente
significativas con los tratamientos 5, 7, 8, 9, 12 y 14. El
mayor desarrollo de microorganismos (hongos) se ob-
servo en los tratamientos 1 y 10, aunque los valores no
rebasaron el 10 % y no difirieron estadisticamente con
los tratamientos 5, 7, 8, 9, 12y 14 (Fig. 7).

Barras con letras distintas, sus valores difieren segun la prueba de Kruskal Wallis (p < 0,01).

Fig.1. Influencia de la concentracién de hipoclorito de sodio y el tiempo de desinfeccion sobre el por-

centaje de contaminacion de los explantes.

Fundamental para lograr estos resultados es la atencion
a las plantas madres o donantes, las cuales proporciona-
ran el material vegetativo para su posterior multiplicacion

in vitro. Refiere Jiménez-Terry y col. (2007) la necesidad
de aplicar un plan de defensa fitosanitario con fungicidas,
a plantas lenosas antes del establecimiento in vitro como
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una via eficiente para disminuir la contaminacion fungica
y aumentar la supervivencia, durante el ciclo de creci-
miento de las plantas donadoras.

Respecto a los explantes muertos, hubo diferencia
estadistica entre los tratamientos. A medida que se au-
menté la combinacion de la concentracion de hipoclorito

de sodio y el tiempo, incrementaron el nimero de ex-
plantes muertos. En los tratamientos 1, 2, 5y 9 murieron
menos explantes y se obtuvieron las mejores medias con
diferencia significativa con respecto a los demas trata-
mientos, incluyendo el tratamiento control, y no difiriendo
con los tratamientos 6, 10, 13 y 14 (Fig. 2).

Barras con letras distintas, sus valores difieren segun la prueba de Kruskal Wallis (p < 0,01).

Fig. 2. Influencia de la concentracion de hipoclorito de sodio y el tiempo de desin-

feccion sobre el porcentaje de muerte de los explantes.

Los explantes muertos presentaron una necrosis
continua de sus tejidos desde el borde hacia el cen-
tro, la cual condujo de manera paulatina a la muerte
de los mismos. Esto podria estar dado principalmen-
te por el efecto fitotéxico del hipoclorito de sodio so-
bre el material vegetal que ocasiona la muerte. Estos
resultados corroboran lo planteado por Borges y col.
(2004), quienes explican que el hipoclorito de sodio
ejerce un efecto fitotoxico en distintas concentracio-
nes (1,0; 2,0 y 3,0 %) por un tiempo de 20 min sobre
el material vegetal que ocasiona la muerte del mismo.
Jiménez-Terry y col. (2007) plantearon que en la des-
infeccidon de explantes de Cedrela odorata L. la con-
centracion del 2 % produjo necrosis de los explantes;
asimismo ocurrié con el tiempo de desinfeccién que
afecto la brotacién y produjo necrosis a los 10y 15 min
de exposicion con NaCIO al 2 %. Lépez-Gomez et al.
(2011) plantean que la mayor susceptibilidad de los
explantes al hipoclorito de sodio esta asociado al ca-
tién Na*, el cual corresponde a un ion no esencial en
la mayor parte de los tejidos vegetales, y que es alta-
mente toxico en una gran variedad de plantas.
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El empleo de la concentracion de hipoclorito de sodio
al1,5% en 15 min, al 1,5 % en 20 min, al 2 % en 15 min, al
2,5% en 15 miny al 3 % en 15 min logré un aumento sig-
nificativo de la supervivencia de los explantes superior al
86 %, mostrando diferencias significativas con respecto a
los demas tratamientos con la exencién del 6, 10y 14 que
alcanzaron una supervivencia superior al 70 % (Fig. 3).

Esto puede deberse a que el material vegetal empleado
se expuso a menor concentracion de hipoclorito de sodio,
disminuyendo las afectaciones por necrosis y la posterior
muerte de los explantes. Los resultados coinciden con los
descritos por varios autores (Lopez-Gémez et al., 2011). La
desinfeccion de explantes foliares provenientes de café apli-
cando una solucién al 3 % de hipoclorito de sodio durante
15 min en genotipos del género Coffea spp. ha dado bue-
nos resultados en estudios sobre embriogénesis somatica.
Ayub y Nisio (2003) aplicaron un método de desinfeccion
en explantes de hojas jovenes de Coffea arabica L. cultivar
IAPAR 59, hibrido de Sarchimor, que consistié en la inmer-
sién de las hojas en alcohol al 70 % por 40 s, seguida de
una inmersién en solucion de NaClO al 2 % y Tween 80 al
1 % por 15 min.
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Barras con letras distintas, sus valores difieren segun la prueba de Kruskal Wallis (p < 0,01).

Fig. 3. Efecto de la concentracion de hipoclorito de sodio y el tiempo de desinfeccion

sobre la supervivencia de los explantes.

Las mejores medias se obtuvieron al utilizar el hipoclo-
rito de sodio al 1,5 % en 15y 20 min, al 2 % en 15 min,
al 2,5 % en 15 min y al 3 % en 15 min. Se logré una
supervivencia de los explantes superior al 86 %, donde
se disminuy6 el numero de muertos por la accién del hi-
poclorito de sodio, que provoco las mayores pérdidas de
los explantes.

Conclusiones

* Las mejores variantes para la desinfeccién de hojas
de Coffea arabica L. en el establecimiento in vitro re-
sultaron ser las combinaciones del hipoclorito de so-
dioal 1,5 % en 15y 20 min, al 2 % en 15 min, al 2,5 %
en 15 miny al 3 % en 15 min.
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Injerto de cufa sobre patron decapitado en plantaciones establecidas
Alternativa desarrollada por la Estacién Experimental de Tercer Frente con la finalidad de obtener
mayores rendimientos en la produccion de café (Coffea canephora Pierre ex Froehner). Alarga la
vida util de plantaciones envejecidas, se utilizan clones altamente productivos para lograr mejores
rendimientos en la produccién, y se mantienen las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de la
planta madre para la propagacion de material selecto.
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