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RESUMEN

Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Okén, es una especie con un doble propésito, la explotacion comercial y la posibilidad de mejorar
el medio ambiente debido a su aporte de nutrientes y a su vinculacion con sistemas silvopastoriles. La aplicacion de técnicas de
micropropagacion en especies forestales ha constituido una alternativa util para aumentar el establecimiento de
plantaciones. No obstante, la desinfeccion de explantes en este tipo de especies ha sido una de las limitantes para el
establecimiento in vitro, debido a la presencia de contaminantes que afectan el desempefio de estos bajo estas condiciones;
haciendo indispensable el uso de protocolos de desinfeccion que permitan la disminucion en la aparicion de agentes
contaminantes. El objetivo de la presente investigacion consistio en evaluar diferentes protocolos de desinfeccion de explantes
(disco de hoja), para determinar la eficiencia en el menor grado de contaminacion sin comprometer su viabilidad. Se evaluaron
tres protocolos: 1) Lopez 2) Marulanda et al. y 3) Ramirez — Villalobos et al., aunque los protocolos 2y 3 presentaron un
comportamiento similar estadisticamente se eligid este ultimo ya que fue el que menos comprometio la viabilidad del
explante.

Palabras claves: Cordia alliodora, Disco de hoja, protocolos de desinfeccion.
ABSTRACT

Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken, is a species with a dual purpose: commercial exploitation and the possibility of improving
the environment because of its nutrients and its links with silvopastoral systems. The application of micropropagation
techniques in forest species has been a useful alternative to increase the establishment of plantations. However, the
disinfection of explants in these kind of species has been one of the limiting factors for establishment in vitro, due to the
presence of pollutants that affect the performance of these species under in vitro conditions; making it necessary the use of
disinfection protocols that allow the decrease in the appearance of pollutants. The objective of this research was to evaluate
different protocols for disinfection of explants (leaf disc), to determine the efficiency in the smallest degree of contamination
without compromising their viability. We evaluated three protocols: 1) Lépez 2) Marulanda et al. y 3) Ramirez— Villalobos et
al. although protocols 2 and 3 showed similar results statistically, the last one was chosen because it was the one that
compromised the least the viability of the explant.

Key Words: Cordia alliodora, leaf disc, disinfection protocols.

INTRODUCCION

Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Okén, conocida en la zona
cafetera colombiana como nogal cafetero, es una planta
magnoliopsida de la familia Boraginaceae cuyo porte puede
alcanzar una altura de hasta 30 m, con un diametro a la
altura del pecho de hasta 100 cm; es originaria de América
tropical, cuya distribucion natural abarca una gran variedad
de climas, suelos y topografia, estando presente desde
México hasta el sur de Suramérica (1).
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Esta especie es caracteristica del bosque secundario y se
establece rapidamente en terrenos abiertos (2); posee
madera de alta calidad para ebanisteria, siendo una arbol de
los de mayor valor econdmico en la region (3), por lo que los
agricultores pueden obtener ingresos econémicos, cuando
se siembra como sombrio en cultivos de café (Coffea sp.) o
cacao (Theobromasp.) (4).

Adicionalmente, algunas situaciones actuales como las
restricciones impuestas por las autoridades a la explotacion
de madera proveniente de bosques naturales, el incremento



enlademanda de madera en el mercado internacional, o los
incentivos ambientalesy econdmicos por captura de didxido
de carbono, han convertido los cultivos forestales en una de
las actividades agricolas con mayor futuro econémico (5).
Por su porte y envergadura, ademds de su crecimiento en
diferentes condiciones ecoldgicas, en la regién cafetera
colombiana se buscan alternativas para su propagacion,
que fortalezcan programas de reforestacion para la
recuperacién de coberturas vegetales con especies nativas

(6).

Las técnicas de cultivo in vitro han desarrollado una exitosa y
rapida propagacion asexual de un gran numero de especies
vegetales; la propagacion clonal por cultivo de tejidos, viene
siendo utilizada para regenerar poblaciones de plantas con
caracteristicas similares, convirtiéndose en una herramienta
util para la conservacion y propagacion rapida de especies
vegetales (7).

Sin embargo, en los procesos de micropropagacion vegetal,
la presencia de microorganismos contaminantes tanto
externos como enddgenos, afectan el desempefio de los
explantes una vez inoculados en condiciones in vitro,
haciendo indispensable el uso de técnicas que permitan la
eliminacion de dichos contaminantes (8-12).

La desinfeccion de explantes aislados de plantas lefiosas
perennes, ha sido siempre una de las limitantes mas severas
para el establecimiento in vitro de este tipo de especies,
reportdndose contaminaciones superiores a 90%, como en
explantes de guayaba dulce (Psidium guajaba - Mirtaceae)
(13); caoba (Swietenia macrophylla King), cedro (Cedrela
odorata) (14); Quillay (Quillaja saponaria Mol) (15); y roble
(Tabebuia rosea Bertol DC) (5).

Por tanto, el objetivo de la presente investigacion consistio
en identificar el protocolo de desinfeccion mas adecuado,
en la induccion de callogénesis a partir de disco de hoja de
Cordia alliodora, para determinar su eficiencia en la
descontaminacion de los explantes, sin comprometer su
viabilidad.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de material vegetal

Las laminas foliares se colectaron de individuos adultos y
juveniles de Cordia alliodora, presentes en el campus de la
Universidad del Quindio, ubicado en la ciudad de Armenia
en el departamento del Quindio. A la hora de la colecta del
material, se tuvo en cuenta que el tejido estuviese
fisiolégicamente joven y en buen estado (sin rastros de dafio
mecanico) realizando podas sucesivas, garantizando una
entrega inmediata en el laboratorio, a donde se llevaron en
recipientes esterilizados.

Fase delaboratorio

El presente estudio fue realizado en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad del Quindio,
adscrito al Centro de Estudios e Investigaciones en
Biodiversidad y Biotecnologia - CIBUQ.

Preparacion del medio de cultivo
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Para la preparacién del medio de cultivo se utilizaron las
concentraciones y cantidades sugeridas por Murashige &
Skoog (MS) (1962) (16); consecutivamente a esta solucion se
agregaron 30 gramos de glucosa como fuente de carbono;
se ajusto el pHa5.7-5.8 agregando KOH al 1N; igualmente se
afiadieron 2.8 g/L de gelificante (Culturegel) en agitacién
constante; inmediatamente se sirvieron 20 ml de la solucién
en recipientes de vidrio debidamente rotulados, segun los
tratamientos, para luego ser llevados a procesos de
esterilizacién en autoclave durante 20 minutos, a 121°Cy 15
libras de presion.

Desinfeccion del material vegetal

Se trabajaron tres protocolos de desinfeccidon utilizados en
algunas especies vegetales. Para todos los protocolos
aplicados, se utilizaron hojas en estado juvenil

1. Protocolo de desinfeccion segtin Lopez (2007)

Las hojas se lavaron con detergente comercial y abundante
agua de grifo; luego con la ayuda de un bisturi, se
seccionaron los discos de hoja de aproximadamente 1cm’;
posteriormente fueron lavados con agua destilada;
consecutivamente, los explantes fueron puestos en una
solucién al 2% (0.5 ml/ 100ml de agua) del fungicida-
bactericida comercial KASUMIN durante 20 min. Luego
fueron llevados a la cabina de flujo laminar donde se
sometieron a lavados con NaClO al 2%, por dos tiempos
diferentes de exposicion: 5y 10 minutos; posteriormente se
realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril, para ser
inoculados en los recipientes que contenian el medio de
cultivo.

2. Protocolo de desinfeccion segin Marulanda e Isaza
(2004)

El presente protocolo sugirid realizar una pre desinfeccion
donde los explantes se lavaron con 200 ml de agua de grifo
mas jabdn detergente de uso comercial y 100 mlde NaClOal
1%, por 10 min; posteriormente se realizé un lavado con
abundate agua del grifo hasta que desapareciera cualquier
residuo visible del detergente utilizado. A continuacion los
explantes fueron llevados a la cabina de flujo laminar donde
fueron puestos en alcohol al 70% durante un minuto; luego
se realizaron tres enjuagues con agua destilada y se dejaron
15 min en una solucién de NaClO al 3%; se hicieron tres
enjuagues con agua destilada estéril y se sometieron
nuevamente los explantes durante 5 min en una solucion
NacClO al 1%; a continuacion se hicieron tres enjuagues con
agua destilada estéril. Adicionalmente, al protocolo anterior
se le realizd una modificacidon, dando como resultado un
cuarto tratamiento, donde sometieron los explantes en la
segunda solucién de NaClO a mayor tiempo de exposicidn,
durante 10 min, para posteriormente ser inoculados en el
medio de cultivo.

3. Protocolo de desinfeccidn segiin Ramirez et al. (2002).
Los explantes fueron tratados con las dosis de 0.5, 1y 2% de
NaClO (Cloro comercial: hipoclorito de sodio al 5,25%),
tomando cada dosis en tratamientos diferentes, a dos
tiempos de exposicion: 5 y 10 min. Posteriormente, se
realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril, y se
llevaron a medio de cultivo.

Rev. Invest. Univ. Quindio (20): 120 - 125. Armenia - Colombia



- 122 - Estandarizacion del protocolo de desinfeccion en C. alliodora

Fase estadistica

Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizdé el
paquete estadistico software Statistica 7 (statsoft Inc. 1984
—2004) bajo Windows. Para la eleccion del mejor protocolo
de desinfeccidn se realizé un analisis de varianza, con un
valor de significancia igual 5% (a =0.05), teniendo como
variables numero de protocolo de desinfeccion, tiempo en
solucién de NaClO, e interaccidon entre las dos variables. Alos
tratamientos que mostraron diferencias significativas, se les
realizé la prueba de Tukey la cual se utilizd para tomar la
decisidon estadisticamente significativa del protocolo de
desinfeccion méas adecuado para C. alliodora.
Adicionalmente por medio de estadistica descriptiva, se
determind el porcentaje de contaminacion para cada
siembra realizada, con los diferentes protocolos, asi como
con las diferentes secciones de la ldmina foliar utilizadas.

El disefio experimental que se empled fue el siguiente:

Variable respuesta: Contaminacion

Unidad de respuesta: Explante (disco de hoja)

Unidad de muestreo: Cada repeticion (30 repeticiones)
Factor de disefio: Desinfeccion (Concentraciéon de NaOCI
segln cada protocolo)

Nivel del factor de disefo:

-5min

-10 min

Factor de diseio: Tipo de Protocolo

Nivel del factor de disefo:

-Protocolo 1

-Protocolo 2 .

-Protocolo 3RESULTADOS Y DISCUSION

Se sembraron sesenta explantes por cada protocolo (Tabla
1) y se determinaron los porcentajes de contaminacion por
hongos y bacterias. El mayor porcentaje de contaminacion
se registro en el protocolo 1 con un 100% seguido del
protocolo 3 con una contaminacion maxima del 26%; el
protocolo 2 determind una contaminacion inferior al 16%.

Tablal. Resultados de contaminacion de disco de hoja, para cada tratamiento, en diferentes concentraciones y tiempos de exposicion

a Naclo.
Tiempo de #de explantes  # de explantes . o
# de explantes Prot_ocolo‘tiie exposicional  contaminados por contaminados #de explant_es Il.b’res % d.e y
sembrados desinfeccion Nacio bacteria por hongo de contaminacién  contaminacion
30 1 5 4 26 0 100%
30 1 10° 5 25 0 100%
30 2 5 0 5 25 16%
30 2 10° 0 3 27 10%
30 3 5 0 8 22 26%
30 3 10’ 0 6 24 20%

Segun el andlisis estadistico, realizado para las pruebas de
desinfeccion de explantes en cada protocolo aplicado, los
datos de contaminacién mostraron una distribucion normal;
por tanto se realizd un analisis de varianza para la
contaminacién por hongosy bacterias (Figura 1).

Figura 1. Contaminacion de explantes.
a). Hongos. b) Bacterias.

En el primer protocolo no se encontraron diferencias
significativas entre los tiempos de exposicion a NaClO
(F=0.96, P= 0.3), mientras que entre los protocolos de
desinfeccion si se observaron diferencias significativas
(F=62.5,P=0.00); por consiguiente parala elecciéon del mejor
protocolo de desinfeccidn de explantes de C. alliodora se
aplicé la prueba de Tukey, la cual mostré que los protocolos
2 y 3 presentaron el mismo comportamiento estadistico,
mientras que el protocolo 1 presentd diferencia con alta
significancia (Tabla 3).

Tabla 2. Analisis de varianza Protocolo y tiempo en
NaClO vs. Contaminados por hongo. a = 0,05.

GL F P
Protocolo 2 62.4 0.0
Tiempo en NaClO 1 0.96 0.3
Protocolo * tiempo NaClO 2 0.03 0.9
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Tabla 3. Prueba de Tukey para eleccién de protocolo segun la
contaminaciéon por hongo.

Protocolo Contaminacion 1 2
media de hongo

2 0.13 *okkk

3 0.23 Hokkk

1 0.85 Hkxk

En el caso de la contaminacién por bacterias, los resultados
del analisis de varianza (Tabla 4) fueron similares a los
mostrados por la contaminacion por hongos, dado que no
hubo diferencias en los tiempos de exposicion al NaClO (F=
0.12, P= 0.72); sin embargo, entre protocolos si se
observaron diferencias significativas (F=10.25, P=0.00), por
lo que fue util realizar la prueba de Tukey (Tabla 5), la cual
mostro que los protocolos 2 y 3 tuvieron comportamientos
relacionados, presentdndose diferencias altamente
significativas entre el protocolo 1y el protocolo 3.

Tabla 4. Analisis de varianza Protocolo y tiempo en NaClO vs
Contaminados por bacteria a = 0,05.

GL F P
Protocolo 2 10.2 0.00
Tiempo en NaClO 1 0.12 0.72
Protocolo * tiempo NaClO 2 0.12 0.88

Tabla 5. Prueba de Tukey para eleccién del protocolo segun la
contaminacion por bacteria.

Protocolo Contaminacién 1 2
media de bacteria
2 0.00 HAxK
3 0.00 Hkkk
1 0.29 kokkx

Al comparar los porcentajes de contaminacidn, se observé
gue los protocolos 2 y 3 presentaron porcentajes bajos de
contaminacién, lo cual puso de manifiesto que la
desinfeccion superficial del material vegetal con soluciones
de NaClO, resultdé efectiva para controlar los
microorganismos contaminantes (17, 18).

Aunque es posible utilizar desinfectantes mas efectivos
como el bicloruro de mercurio (HgCI2), no es conveniente
debido a que es téxico y altamente contaminante (11), por
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lo que varios autores recomiendan el uso del NaClO como
desinfectante enla micropropagacién vegetal (19, 20).

Para complementar la eleccion del protocolo, de manera
cualitativa, se determino la viabilidad de los explantes
después de la aplicacion del protocolo de desinfeccion; se
pudo comprobar que el protocolo de Marulanda et al.
(2004) (20), fue el que registr6 menor porcentaje de
contaminacion, pero a la vez fue el que presentd menor
viabilidad de los explantes, ya que se produjo una rapida
necrosis en el tejido de aquellos discos de hoja no
contaminados; situacidon acorde con los reportado por
Pedroza et al. (2007) (21), quien advierte que aumentosen
las concentraciones de NaClO altera las condiciones
fisioldgicas de los explantes, generando la necrosis y la
muerte de los tejidos cultivados.

Por tanto, podemos determinar que el protocolo tres,
propuesto por Ramirez et al. (2002) (19), fue el método de
desinfeccion mas eficaz para la desinfeccion de explantes,
en concentraciones de NaClO al 1,0%, por 10 min de
exposicion; como estadisticamente se comportd de manera
similar con el protocolo propuesto por Marulanda e Isaza
(2004) (20), adicionalmente permitié que el explante no
sufriera necrosis, y por tanto fuese viable para la induccién
de callogénesis (no se muestran datos).

No obstante Mroginski & Roca (1991) (22), sefialan que es
dificil lograr cultivos completamente estériles para
cualquier especie, al igual que Digonzelli et al. (2001) (18),
quienes afirman que en diferentes estudios, los explantes
que han sido tomados de plantas cultivadas en el campo en
climas tropicales son mas dificiles y a veces imposibles de
esterilizar.

Teniendo en cuenta los resultados estadisticos del ANDEVA,
porcentaje de contaminacidn y calificacion cualitativa de la
viabilidad de los explantes, se determind que el protocolo de
Ramirez et al. (2002) (19), fue el método de desinfeccion
mas idéneo para la fase de desinfeccidn de los explantes, en
concentraciones de NaClO al 1,0%, durante 10" de
exposicion, aunque no fue el que arrojé los porcentajes mas
bajos, las diferencias que existen no son significativas con
respecto al protocolo propuesto por Marulanda e Isaza
(2004) (20), ya que estadisticamente se comportaron de
manera similar; adicionalmente el protocolo 3 permitié que
el explante no sufriera necrosis y por lo tanto fuese viable.

De acuerdo con Jiménez et al. (2004) (23), es importante
tener en cuenta, la zona del tejido que se utiliza para iniciar
el cultivo in vitro, ya que tiene gran influencia en la eficiencia
de la desinfeccidn. Los explantes tomados de plantas en
crecimiento son mas faciles de desinfectar que los explantes
de plantas adultas, donde la desinfeccion se hace muy dificil

(8).

Por lo tanto en la presente investigacion se determino de
manera cualitativa que el tejido optimo para la especie, son
lahojas dearbolesjuveniles.

En el trabajo realizado por Gutiérrez (2002) (24), en la
especie Alnus acuminata a partir de segmentos nodales y
hoja, se empleé un protocolo de desinfeccion con
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concentraciones muy similares de NaClO y tiempos de
exposicion a los propuestos en el protocolo de Marulanda e
Isaza (2004) (20) y Ramirez et al. (2002) (19). Los resultados
indicaron que el tratamiento de desinfeccion con 1% de
NaClO produjo menor oxidacidn en las hojas que en los
segmentos nodales (62% menos). La supervivencia fue
también mayor en las hojas, con una diferencia frente a los
segmentos nodales del 58%.

Sin embargo, ante los resultados anteriores, se eligid el
tratamiento con 1% de NaClO y 10 minutos de exposicion,
tanto para hoja como para segmento nodal, en la medida
que presentd menores niveles de oxidacién y permitié
mayor supervivencia de los explantes, coincidiendo con los
resultados obtenidos para C. alliodora en esta investigacion.
Los analisis estadisticos aplicados en otros trabajos
permitieron afirmar que la eficiencia del proceso en cuanto
a la desinfeccidn y establecimiento in vitro en esta especie,
ademds puede verse afectada por factores como
procedencia del material vegetal, contaminacidon por
microorganismos endoéfitos, numero de ciclos de
propagaciony por lainteraccidn entre éstos (25).

CONCLUSIONES

La desinfeccién de disco de hoja determind menores indices

de contaminacién, pero mayor deterioro del explante,
cuando se utilizd el protocolo propuesto por Marulanda e
Isaza (2004) (20).

El protocolo propuesto por Ramirez et al. (2002) (19), parala
desinfeccion de explantes adultos de annona muricata L., si
bien no mostro los indices mds bajos de contaminacion, si
evidencié la forma mas eficiente, en la medida que permitié
el establecimiento y sobrevivencia de los explantes de C.
alliodora.

La utilizacion del producto comercial Kasumin (fungicida-
bactericida de origen bioldgico) en procesos de
predesinfeccion del disco de hoja de C. alliodora, propuesto
por Lopez (2007) (12), no aportd condiciones adicionales de
desinfeccion paralos explantes.
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