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RESUMEN

Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud es una especie arbdrea que crece
naturalmente en los paises de Argentina, Brasil y Paraguay, que se encuentra en
estado de conservaciéon vulnerable, debido a la sobreexplotacién con fines
comerciales por poseer una madera de interés industrial. Con el objetivo de
establecer un protocolo de multiplicacion in vitro de Cordia trichotoma, frutos cony
sin escarificacion fisica fueron sometidos a desinfeccidn con peréxido de hidrégeno
(H202) 30 volumenes al 50% durante 5 dias, etanol 70% durante un minuto e
hipoclorito de sodio (NaClO) al 1y 2% durante 20 minutos. Posteriormente, frutos o
semillas fueron cultivados en medio basal compuesto de las sales minerales de
Murashige y Skoog, con una concentracion de sacarosa de 30 gr.L%, semisdlido (agar
6,5 gr.L'), e incubados durante un mes a 27+2 °Cy 16 horas de luz. El uso del H,0> al
50% durante 5 dias, combinado con diferentes concentraciones de NaClO vy
cultivando las semillas O frutos resulta en alto niveles de desinfeccidon en donde mas
del 80% de los cultivos no presentaron contaminacién visible, la CG fue del
33,33+23,09 al 90+10,00 % vy el IVG fue de 0,13+0,09 a 0,57+0,03 semillas por dia. El
uso del H202 en la desinfeccién de frutos de C. trichotoma, es fundamental para
eliminar la mayor cantidad de microorganismos que interfieren en el normal
desarrollo de las plantas germinadas in vitro. La utilizacion de este desinfectante
conjuntamente con el NaClO logré altos porcentajes de germinacidn, en tanto que la
escarificacion mecanica influye negativamente sobre el establecimiento de las
semillas de Cordia trichotoma.

Palabras clave: Cordia trichotoma; Desinfeccidon; Germinacion; Perdxido de
hidrogeno; ciencias naturales.

ABSTRACT

Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud is an arboreal species that grows
naturally in the countries of Argentina, Brazil and Paraguay. It is in a vulnerable state
of conservation due to its overexploitation for commercial purposes given the
industrial quality of its wood. The objective of this research was to establish an in
vitro multiplication protocol for Cordia trichotoma. For this reason, its fruits, with and
without physical scarification, were subjected to disinfection with 30 volumes of 50%
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hydrogen peroxide (H202) for 5 days, 70% ethanol for one minute, and 1 and 2%
sodium hypochlorite (NaClO) for 20 minutes. Subsequently, fruits or seeds were
cultivated in a basal medium composed of Murashige and Skoog mineral salts, with
a sucrose concentration of 30 gr.L%, semisolid (6.5 gr.L™? agar) and incubated for a
month at 27+2°C and 16 hours of light. The use of 50% H20: for 5 days, combined
with different concentrations of NaClO and cultivating the seeds or fruits resulted in
high levels of disinfection, so that more than 80% of the crops did not present visible
contamination, the CG was 33.33+23.09 at 90£10.00% and the IVG was 0.1310.09 to
0.57%0.03 seeds per day. The use of H20:2 in the disinfection of Cordia trichotoma
fruits was essential to eliminate the greatest number of microorganisms that
interfere with the normal development of in vitro germinated plants. The use of this
disinfectant together with NaClO achieved high germination percentages, while
mechanical scarification negatively influenced the multiplication of Cordia
trichotoma seeds.

Keywords: Cordia trichotoma; Disinfection; Germination; Hydrogen
peroxide; Natural sciences.

INTRODUCCION

Cordia trichotoma es una especie arbdrea de la familia Boraginaceae nativa
del Bosque Atlantico, regidon que se distribuye en los paises de Argentina, Brasil y
Paraguay (da Silva et al., 2022). Es de gran valor ambiental y altamente apreciada en
el comercio por su madera, debido a que posee buenas propiedades fisicas y
mecanicas (da Silva Zanchetta et al., 2020; Gongalves et al., 2022).

La alta demanda de madera de C. trichotoma ha dado lugar a un
aprovechamiento selectivo de los mejores individuos, disminuyendo drasticamente
el nimero de ejemplares de las poblaciones existentes. Esta sobreexplotacion de la
especie en conjunto con otros inconvenientes que presentan sus semillas, como
pérdida de viabilidad en 60 dias, ademdas de ser altamente afectadas por el
coledptero Amblycerus longesuturalis que se alimenta de sus semillas (Eibl et al.,
1994; Rodrigues et al., 2007, Duarte et al., 2014; Fleck et al., 2019), al mismo tiempo
que se recomiendan una escarificacidn mecanica para facilitar su germinaciéon
(Fowler y Bianchetti, 2000). El conjunto de estos sucesos ha llevado a generar una
disminucion de la variabilidad genética en la especies (Eibl et al., 1994).

Frente a la alta deforestacién que sufren los bosques, y la gran cantidad de
especies que se encuentran en la lista roja debido a sobreexplotacion y demds
factores negativos que afectan a las distintas especies arbdreas, se puede pensar en
el uso de la biotecnologia como una herramienta que aporte soluciones a los rezagos
que presentan las distintas especies importantes en el sector econdmico y ambiental
(Lima-Jiménez, 2018); por lo que es imprescindible la implementacién de bancos de
germoplasma in situ y ex situ de especies nativas. Desde este punto de vista son
importantes las investigaciones en el area del cultivo in vitro de especies nativas
como herramienta para el enriquecimiento y conservacion de las poblaciones en
riesgo (Luna, 2013).

El cultivo in vitro es una metodologia que permite la multiplicacion de plan-
tas forestales de buena calidad con un alto nivel sanitario en un corto tiempo
(Ancasi-Espejo et al., 2023). Sin embargo, para llevar a cabo y con éxito esta técnica
se debe contar con protocolos de establecimiento in vitro de explantes (semillas o
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fragmentos de plantas), los cuales podrian emplearse posteriormente para realizar
los distintos tipos de multiplicacion vegetativa como, por ejemplo, la organogénesis
(Duarte et al., 2017; Campos-Ruiz et al., 2020; Duarte, 2022). Para lograr la
desinfeccion de semillas para su germinacién in vitro, se suelen utilizar diferentes
tipos de desinfectante como el etanol, el hipoclorito de sodio y el perdxido de
hidrégeno (Duarte et al., 2014; Nandi et al., 2017), los cuales ya han demostrado su
eficiencia en varias especies del Bosque Atlantico en el establecimiento in vitro de
semillas (Duarte et al., 2014; Duarte et al., 2017; Duarte, 2022).

Una vez contando con material in vitro se puede realizar propagacion masiva
de plantas (Garcia-Gonzalez et al., 2021), haciendo de esta manera que el cultivo in
vitro a gran escala pueda contribuir a satisfacer a futuro las demandas madereras,
asi como la reforestacién de areas que se han visto afectadas por el hombre
implementando investigaciones con las que podamos obtener individuos con
caracteristicas superiores y resistencia al ataque de insectos (Juarez-Gémez, 2008).
Por otro lado, contar con material de germoplasma con fines de produccién y
conservaciones de especies lefiosas es sumamente importante, ya que para tener
éxito en los programas de reforestaciéon y de plantaciones, dependen del
abastecimiento de material de calidad (Flores et al., 2019).

Con la finalidad de generar informacién y un protocolo de establecimiento
in vitro de semillas de C. trichotoma, el objetivo del presente trabajo fue estudiar el
efecto del uso de perdxido de hidrégeno combinado con la escarificacidn fisica y dos
dosis de hipoclorito de sodio en el establecimiento in vitro de semillas de
C. trichotoma.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las semillas de C. trichotoma fueron recolectadas de arboles élite de la
reserva de Uso Multiple Guarani (26254’-59’'S y 54912°-18" W). Luego fueron
conservadas a 4 °C hasta el inicio de las experiencias, que fueron llevadas a cabo en
el laboratorio de Propagacién Vegetativa de la Facultad de Ciencias Forestales de la
Universidad Nacional de Misiones. Los 3 arboles élite de los que se cosecharon las
semillas corresponden a ejemplares semilleros que se utilizan para el banco de
germoplasma de semillas de la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad
Nacional de Misiones; por lo tanto, las caracteristicas de esos arboles corresponden
buen estado sanitario, fustes rectos, frondosos, con amplia produccién de semillas
de calidad y ubicados en una reserva natural protegida por la institucién antes
mencionada.

Escarificacion fisica y desinfeccion de frutos (semillas)

A los frutos se les realizd una escarificacion fisica con una lija de
granulometria de 120 y, posteriormente, fueron sometidos a una imbibicidn en una
solucién acuosa de perdxido de hidrogeno (H202) 30 volimenes al 50% durante 5
dias. A continuacidn, se lavaron con etanol (70%) durante 1 minuto e hipoclorito de
sodio (NaClO) al 1 y 2% con dos gotas de Tween 20° por 20 minutos; finalizado el
lavado con los desinfectantes, los frutos se enjuagaron tres veces con agua destilada
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estéril. Los frutos y semillas se cultivaron individualmente en tubos de vidrio de 10
mL de capacidad conteniendo 3 mL de una solucién nutritiva compuesta por las sales
minerales y vitaminas de Murashige y Skoog (1962) en su concentracidon original
(MS), con 30 gr.L! de sacarosa y 6,5 gr.L'! de agar libre de reguladores del
crecimiento. Los cultivos fueron incubados durante 45 dias en condiciones de luz
(116 pmol-m2- s, PAR, fotoperiodo 14 hs) y temperatura (27+2 2C) controladas.
Transcurridos los 45 dias se evalud la capacidad germinativa (CG) que es el
porcentaje de semillas germinadas y el indice de velocidad de germinacion (IVG)
segun la formula propuesta por Maguire (1962):

Donde Gi es el numero de semillas germinadas y Ni la cantidad de dias en el
cual germinaron.

Analisis estadistico

Se realizaron 4 tratamientos de los cuales a dos se le realizaron
escarificacion fisica. Después fueron sumergidas en H202 y, a continuacién, se
emplearon dos dosis diferentes (1 y 2%) de NaClO. Los tratamientos restantes no
recibieron escarificacion fisica y se desinfectaron directamente con H202e NaClO con
las mismas dosis que los otros tiramientos. Transcurridos los 45 dias se evaluaron las
variables CG, IVG y porcentaje de contaminacion. Los diferentes tratamientos se
organizaron en un disefio completamente aleatorizado con cuatro tratamientos y
tres réplicas de 10 semillas cada una. Los datos de las variables estudiadas fueron
sometidas a un analisis de variancia (ANDEVA) y las medias de los tratamientos
comparadas entre si por medio del test de comparaciones multiples de Tukey
(P< 0,05) utilizdndose el software INFOSTAT Version 2020 (Di Rienzo et al., 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de los resultados indicé diferencias estadisticamente significativas
(P=0.0001) en el tratamiento 2 frente a los demas. Cabe destacar que el uso
combinado de escarificacion fisica de la semilla con una alta dosis de NaClO en este
tratamiento resultd en una baja eficiencia en la CG de las semillas (Tabla 1). Por otro
lado, el uso del H20> al 50% durante 5 dias, combinado con diferentes
concentraciones de NaClO y cultivando tanto el fruto como las semillas resulta en
alto niveles de desinfeccion, en donde los cultivos no presentaron contaminacidn
visible en un 87 a 90% en todos los tratamientos. Si bien la CG fue superior al 30% y
el IVG 0,13 a 0,57 semillas por dia, una baja dosis de NaClO y la eliminacién del
pericarpio combinado con el H202 manifestd la mayor CG e IVG, pero sin diferencia
significativa con el tratamiento de escarificacion fisica, cultivo de fruto y misma dosis
de los desinfectantes (Tabla 1; Figura 1A-B).
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Tabla 1: Efecto de los diferentes tratamientos desinfectantes en el establecimiento in vitro de frutos y

semillas de C. trichotoma.

Tratamiento Esca;il_::z:cmn ':;;2 Nfggo Explante CG (%) [sem::a(sr‘fdfa}
1 CEF 50 1 Fruto 70,00+11,55a 0,27+0,02a
2 CEF 50 2 Fruto 33,33+23,09b 0,13+0,09a
3 SEF 50 1 Semilla 90,00+10,00a 0,5620,10a
4 SEF 50 2 Semilla 86,6745,77a 0,57+0,03a

Letras distintas implican diferencias significativas. CEF: con escarificacion fisica con lija. SEF: sin

escarificacion fisica con lija. CG: capacidad germinativa. IVG: indice de velocidad de germinacion.

Figura 1. Geminacion de semillas (A) y frutos (B) de C. trir:hotojha sin (A) y con escarificacion mecanica

(B). Escala 0,5 mm.

A B ‘

—= ——il

La combinacion de ambos desinfectantes manifestd bajos porcentajes de
infeccion en los cultivos (10,00+1,10 a 13,33+5,77 %). Por lo tanto, el H.02 y el NaCIO
en la desinfeccion de frutos de C. trichotoma, han sido eficientes en la eliminacién
de microorganismos causantes de la contaminacion in vitro. Asi mismo, el cultivo
directo de semillas fue mas apropiado que el cultivo de frutos con escarificacidn
fisica.

Tanto los frutos como las semillas, que estan contenidas dentro del fruto,
poseen una alta cantidad de contaminantes; sin embargo, estos patégenos fueron
mayormente eliminados cuando en el proceso de desinfecciéon se emplea una
soluciéon de H20:2. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los datos
reportados por Duarte et al.,, (2014): el uso del peréxido de hidréogeno y la
eliminacidn del pericarpio son fundamentales para lograr la germinacion in vitro de
las semillas de C. trichotoma. Asi mismo, no es necesario realizar escarificacion fisica,
ya que esta puede ocasionar dafios a las semillas, y las mismas pueden verse
afectadas aun mas con los desinfectantes empleados, efectos que pueden
observarse en la disminucidn de la germinacion (Tabla 1).

Para tener éxito en el proceso de germinacién in vitro, la desinfeccion de las
semillas tiene que ser efectiva en la eliminacion de microorganismos que
imposibilitan el establecimiento y, ademas, conservar la viabilidad de las mismas, ya
que las plantulas que intentan establecerse en el medio de cultivo cuando no son
desinfectadas debidamente compiten conjuntamente con microorganismos por
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nutrientes, y si estas son sometidas a tratamientos de desinfeccién con dosis
elevadas de NaClO por tiempos prolongados generan un efecto tdxico sobre las
semillas (Garcia-Ramirez et al., 2007; Lima-Jimenez et al., 2018). Sin embargo el
incremento de este desinfectante ocasiona que el porcentaje de semillas germinadas
sea inversamente proporcional a la contaminacion de hongos (Garcia-Ramirez et al.,
2007).

El H202 es una solucién eficaz, econdmica y de facil utilizacion, ya que puede
reducir notablemente la presencia de patdgenos de las semillas y, a su vez,
contribuye al desarrollo de raiz, hojas y tallos, mejorando de esta manera el vigor y
la germinacidn de estas. En definitiva, favorece a una produccion de plantas con
mejor calidad (Nandi et al., 2016; Santillan et al., 2023).

El uso de H202 en la desinfeccidn de semillas, ademas de ser efectivo en la
eliminacidon de agentes contaminantes, su efecto promotor en la germinacion de
semillas forestales (Khrizi et al., 2022) es debido a que las moléculas del H,0; se
degradan en aguay liberan oxigeno molecular sin dejar residuos toxicos. Esto genera
un aumento de la permeabilidad del agua que promueve la activacion de enzimas y
reacciones sintéticas esenciales involucradas con el crecimiento de la raiz. Este
compuesto es altamente favorable en el establecimiento in vitro de semillas, pero
debe ser cauto con las concentraciones empleadas porque elevadas dosis pueden
provocar quemaduras a los tejidos expuestos al H202 (Santamaria-Jiménez, 2012;
Santillan et al., 2023).

Contar con un establecimiento in vitro de semillas es importante porque
permite la utilizacion de material juvenil en la micropropagacién y esto es
fundamental en las especies lefiosas porque, a medida que aumenta en edad los
explantes, estos liberan mayor cantidad de compuestos fendlicos al medio, que
posteriormente dafian la base del explante y dificultan la absorcién de nutrientes y
fitoreguladores, afectando negativamente la sobrevivencia de los mismos (Thomas
y Ravindra, 1997; Duarte et al., 2016).

CONCLUSION

El uso del H202en la desinfeccion de frutos de C. trichotoma es fundamental
para eliminar la mayor cantidad de microorganismos que interfieren en el normal
desarrollo de las plantas germinadas in vitro. La utilizacién de este desinfectante en
conjunto con el NaClO logré altos porcentajes de germinacion y bajos niveles de
infeccion. La escarificacién mecanica con lija combinado con la utilizacién de H20.y
2 % de NaClO afectan negativamente la germinacion.
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