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Resumen

La contaminacién con hongos, bacterias y levaduras causa grandes
pérdidas en la micropropagacién comercial de especies vegetales y en los trabajos
de investigacién. El control de la contaminacién in vitro es fundamental para
aumentar la eficiencia de la micropropagaciéon. Este trabajo evalué la accién
bacteriostatica y/o bactericida del PPM (Plant Preservative Mixture) para
controlar la contaminacion con Pseudomonas, y su efecto sobre el crecimiento
in vitro de cana de azucar. La bacteria se aislé de material vegetal contaminado.
Las concentraciones de PPM fueron: T1 (0,06); T2 (0,125); T3 (0,250); T4 (0,500);
T5 (0,750); T6 (1,00) y T7 (0 mL/L), incorporadas al medio de cultivo MS (1962).
La bacteria se sembro en tubos con 5 repeticiones. El crecimiento bacteriano se
evalué con extendidos microscépicos. Usando concentraciones inhibitorias del
crecimiento bacteriano y un testigo sin PPM, se evalud su efecto en el crecimiento
de macollos. Se colocaron 6 macollos de 2-4 cm por frasco, con 10 repeticiones.
Se evalué el ntimero, longitud y peso fresco de macollos. T3, T4, T5 y T6
inhibieron el crecimiento bacteriano, con accién bactericida. E1 PPM no tuvo
efectos inhibitorios sobre longitud, peso fresco y niimero de macollos. T5 presenté
mayor uniformidad en el desarrollo de los macollos.
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Introduccion

La contaminacién microbiana es
uno de los problemas més graves en
la micropropagaciéon de especies
vegetales en el mundo, produce
cuantiosas pérdidas de material tanto
en la micropropagacién comercial
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como en los trabajos de investigacion.
La misma puede tener dos origenes:
a) microorganismos que colonizan la
superficie o el interior del explante
(endo6fitos) y b) fallas en los
procedimientos de laboratorio (8). Los
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contaminantes méas frecuentes in
vitro son los hongos, bacterias y
levaduras, denominados por Herman
(13) “vitro patégenos”, que en muchos
casos no son patégenos en condiciones
de campo. Su efecto es muy dafino,
ya que compiten con el explanto por
los nutrientes del medio y les
producen danos directos e indirectos
por la colonizacién de sus tejidos o la
eliminacién al medio de metabolitos
téxicos (23, 25).

Las Dbacterias son los
contaminantes mas comunes y
ocasionan serios problemas porque
pueden ser sistémicas asi como
dificiles de detectar y de eliminar (12,
16, 23). Estos microorganismos
escapan a los efectos de los
esterilizantes superficiales y pueden
ser inter o intracelulares. Entre los
ultimos, se encuentran virus, viroides
y muchos géneros bacterianos como:
Agrobacterium, Bacillus, Corynebac-
terium, Lactobacillus, Erwinia,
Enterobacter y Pseudomonas (12, 16,
18). Su distribucién puede ser
localizada o sistémica, por xilema o
por floema (5, 8). Estos contaminantes
no se manifiestan en los primeros
subcultivos, ya que la alta presiéon
osmotica, el pH y ciertas hormonas de
los medios de cultivo, pueden inhibir
su crecimiento. Debido a este efecto
inhibitorio, muchos microorganismos
requieren un periodo de adaptacién a
las nuevas condiciones antes de
manifestar su presencia, esto se da
por lo general en la fase de
multiplicacién (5, 23).

El tipo de cultivo (anual o
perenne), la forma de propagacién
(sexual o asexual) y las condiciones
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climéaticas influyen en la gravedad de
las contaminaciones. Los cultivos
perennes que se multiplican
asexualmente, como la cana de
azucar, y los climas tropicales
favorecen la acumulacién de
contaminantes (8, 23). En esta
especie, se ha determinado una
abundante flora bacteriana en todos
los tejidos de la planta y en los haces
conductores. Dobereiner et al. (6, 9) y
Bellone et al. (3) han demostrado que
la cana de aztGcar puede ser
colonizada endofiticamente por
bacterias de los géneros Acetobacter,
Herbaspirillum y Azospirillum, los
cuales se encuentran en la parte aérea
de la planta, incluido el apice (4).

Estas bacterias se introducen en
el cultivo de tejidos y se propagan con
el material vegetal, convirtiéndose,
luego, en contaminantes de los
cultivos in vitro.

En la micropropagacién de la cafia
de azucar, la contaminacion bacteriana
produce grandes pérdidas directas e
indirectas como: reduccion de la tasa de
multiplicacién, inhibicién del
enraizamiento y muerte de plantas en
todas las etapas del proceso (2), trabajos
realizados en Cuba (1, 2) demostraron
que en la fase de establecimiento in vitro
las bacterias son responsables del 15 al
34 % de las pérdidas producidas por
microorganismos. De estas pérdidas, el
82 % se deben a géneros bacterianos que
son patdgenos sistémicos o saprofitos
asociados al cultivo. Esto demuestra que
fueron introducidos con el explante
original. Para la micropropagacion de la
cafia de azucar, en la etapa de
multiplicacién se determindé un
porcentaje de contaminacién bacteriana
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del 17,4 % (2).

En la micropropagacién de
especies vegetales, Meyer et al. (20) y
Tanprasert y Reed (26) realizaron
experiencias con el uso de sustancias
inhibidoras del crecimiento bacte-
riano. Estas sustancias son antibi6-
ticos como: rifampicina, cefotaxima,
gentamicina, estreptomicina, ampici-
lina, etc. También se han empleado
otras sustancias como extractos
filtrados de microorganismos. Entre
estos, el extracto de Pseudomonas
fluorescens ha mostrado una elevada
actividad antimicrobiana (14) . E1 G1
(1-(5-bromofur-2-il) -2-bromo-2-
nitroeteno), es un producto, desarro-
llado en Cuba, con accién de
esterilizante quimico, que se
incorpora a los medios de cultivo para
eliminar los contaminantes
microbianos (1, 23). El uso de Nitrato

de Plata en los medios de cultivo
permitié controlar el crecimiento de
contaminantes no patogénicos, sin
afectar el crecimiento en plantulas de
tomate (15).

El PPM, Plant Preservative
Mixture, (5-Cloro-2-Metil-3[2H]-
Isotiazolone 0,1350 % + 2-Metil-
3[2H]-Isotiazolone 0,0412 % +
ingredientes inertes 99,8238 %) es un
preservante de amplio espectro, que
puede tener accién biocida o
biostatica, recomendado para
controlar la contaminacién
microbiana en el cultivo de tejidos
(19). En el presente trabajo se
evaluaron diferentes dosis de PPM
para controlar la contaminacién
bacteriana, producida por una cepa de
Pseudomonas, y su efecto sobre el
crecimiento in vitro de cana de azicar
en la etapa de multiplicacién.

Materiales y métodos

Micropropagacion de cana
de azucar:

El explante inicial utilizado en
la micropropagacién fue el meristema
apical con dos a tres primordios
foliares; el medio de cultivo usado fue
el Murashige y Skoog (MS) (21)
modificado para cada etapa de la
micropropagacién (establecimiento,
multiplicacién y enraizamiento). Se
trabajé con la variedad de cafa de
azuicar CP 48-103, en la etapa de
multiplicacién in vitro. El material
vegetal empleado en este ensayo fue
micropropagado en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos de la Catedra de
Cana de Azucar de la Facultad de
Agronomia y Zootecnia. UNT.
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Tucumaéan. Argentina.

Aislamiento de la bacteria:

La cepa bacteriana
perteneciente al género Pseudomonas
se aisl6é de frascos de cultivo con
vastagos de cana de azucar
contaminados. El aislamiento de la
bacteria se realizd en el medio de
Geels y Schirippers (11).

Ensayo de 1la accib6n
bactericida o bacteriostatica del
PPM (Plant Preservative
Mixture):

Se probaron las siguientes
concentraciones de PPM: T'1 (0,06 m1/L);
T2 (0,125 mL/L); T3 (0,250 mL/L); T4
(0,500 mL/L); T5 (0,750 mL/L); T6 (1
mL/L); T7 (0 mL/L), incorporandolas
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al medio de cultivo MS (1962) liquido,
modificado para la etapa de
multiplicacién. En estos tratamientos
se sembré la cepa bacteriana, con 5
repeticiones para cada tratamiento, se
llev6 a camara de crecimiento y se
evalud el crecimiento bacteriano. Se
realizaron extendidos microscépicos
para determinar la presencia de la
bacteria sembrada.

Para evaluar 1la accién
bacteriostatica o bactericida del PPM
se resembré a partir de los cultivos
previos, en el mismo medio MS pero
sélido, con y sin PPM, con 5
repeticiones. A los 7 dias, se observo
si habia desarrollo de colonias.

Ensayo del efecto del PPM
sobre el crecimiento in vitro de
los macollos:

Para evaluar el efecto del PPM
sobre el crecimiento de los macollos,
se utilizaron las concentraciones
inhibitorias del crecimiento
bacteriano: T3 (0,250 m1/L); T4 (0,500

mL/L); T5 (0,750 mL/L); T6 (1 mL/L)
y un testigo sin PPM (T7: 0 mL/L).
Las mismas se incorporaron al medio
MS modificado para la etapa de
multiplicaciéon; se colocaron 6
macollos de 2-4 ¢cm por frasco, se
trabajé con 10 repeticiones. Los
macollos empleados provenian de
material micropropagado por el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos de
la Catedra de Cana de Aztcar de la
Facultad de Agronomia y Zootecnia.
UNT. Tucuman. Argentina. Cada 20
dias se determind: ntimero, longitud
y peso fresco de macollos. El disefio
experimental fue totalmente
aleatorizado. Para longitud de
macollos se usd el test no paramétrico
de Kruskal y Wallis y el test de
comparacién de medias no
paramétrico tipo Tukey 5%. Para peso
fresco y nimero de macollos se realizé
analisis de covarianza, el nimero de
macollos se empled como covariable.

Resultados y discusion

En este trabajo se encontré que
el PPM en las concentraciones T3, T4,
T5 y T6 (cuadro 1) impidi6 el
desarrollo de las bacterias del género
Pseudomonas sembradas en el medio
de cultivo empleado para la etapa de
multiplicacién, en la micropro-
pagacién de cana de azucar. Esto
concuerda con estudios previos de
otros autores (17, 19, 22), que
determinaron que el PPM, empleado
en dosis de 0,5 a 2,0 mL/L, es eficiente
en el control de contaminantes
bacterianos y fungicos, ya que es un
preservante de amplio espectro, que
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afecta enzimas fundamentales en el
ciclo del acido citrico y en la cadena
de transporte de electrones (19).

Las menores concentraciones
ensayadas (T1 y T2) y el testigo (T7)
no controlaron el crecimiento de
Pseudomonas, esto coinciden con los
resultados obtenidos en los trabajos
citados precedentemente (17, 19),
donde se recomienda el uso del PPM
en concentraciones de 0,5 a 2 mL/L.

En el cuadro 2 se observa que
en las concentraciones ensayadas, el
PPM actué como bactericida, ya que
las resiembras en medio sin PPM,
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Cuadro 1. Efecto de diferentes concentraciones de PPM en el desarrollo
de bacterias del género pseudomonas en la multiplicacién

in vitro de cana de azucar.

Tratamientos Desarrollo de bacterias en medio de cultivo
con diferentes concentraciones de PPM
T1 + + + + +
T2 + + + + +
T3 - - - - -
T4 - - - - -
T5 - - - - -
T6 - - - - -
T7 + + + + +

realizadas a partir de las concen-
traciones que no permitieron el
crecimiento bacteriano (T3; T4, T5 y
T6), fueron negativas. Similares
resultados fueron obtenidos por otros
autores, que determinaron que en
concentraciones menores a 2mL/L el
PPM tiene efecto biocida (19).

Por lo tanto, el uso de PPM en
las dosis T3, T4, T5 y T6, controlé la
contaminacién bacteriana causada
por Pseudomonas.

En concordancia con lo
expresado por numerosos investi-

gadores (1, 2, 20), cuando se trabaja
con sustancias antibacterianas que se
incorporan al medio de cultivo, es
necesario analizar su efecto sobre el
crecimiento de las plantulas, ya que
muchas de estas sustancias modifican
la composicién del medio de cultivo y
pueden resultar fitotoxicas (10, 24,
27). En relacién al nuimero de
macollos, en el cuadro 3 se observa
que no hay diferencias significativas
entre los tratamientos, excepto en la
primera evaluacién, donde T4 y T3
fueron superiores a T5. Por lo tanto

Cuadro 2. Evaluacion del efecto bactericida o bacteriostatico de
diferentes concentraciones de PPM en la multiplicacién in
vitro de cana de azucar.

Tratamientos Desarrollo de bacterias en medio de cultivo
con diferentes concentraciones de PPM
T1 + + + + +
T2 + + + + +
T3 - - - - -
T4 - - - - -
T5 - - - - -
T6 - - - - -
T7 + + + + +
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Cuadro 3. Comparacién de medias para el efecto de diferentes
concentraciones de PPM sobre el naimero de macollos en
la multiplicacién in vitro de cana de azucar.

Tratamientos Primera Segunda Tercera
evaluacién evaluacién evaluacién

T4 35,800° 37,1252 29,9002

T3 35,400% 27,6152 26,1672

T7 28,200 25,000° 22,000°

Te6 27,600 31,778 26,1582

T5 24,600° 30,0002 28,3682

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05). Tukey 5%

el empleo del PPM no afect6 el nimero macollos fue menor para T5, al
final de macollos. finalizar la etapa de multiplicacién
La figura 1 permite observar que (Gltima fecha de evaluacién).
la variabilidad en el nimero de El cuadro 4 muestra que en
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Figura 1. Diagrama de caja y extension para el efecto de las diferentes
concentraciones de PPM sobre el nimero de macollos en la
multiplicacién in vitro de cana de aztcar para la altima fecha
de evaluacion.
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Cuadro 4. Comparacién de medias para el efecto de diferentes
concentraciones de PPM sobre el peso fresco de macollos
(gramos) en la multiplicacién in vitro de cana de azuacar.

Tratamientos Primera Segunda Tercera
evaluacién evaluacién evaluacién

T3 2,3930° 2,26062 2,3930°

T4 2,50342 2,25372 2,50342

T5 2,30212 1,84132 2,30212

Te6 2,3988 2,28112 2,3988

T7 2,1946° 1,83932 2,1946°

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05). Tukey 5%

relacién al peso fresco de los macollos
no existen diferencias significativas
entre los tratamientos, para las
distintas fechas de evaluacion. Por lo
tanto, el PPM agregado a los medios
de cultivo, en las concentraciones
ensayadas, no estimulé ni restringio
el crecimiento de los macollos de cafia

5

de aztcar expresado como peso fresco.

La figura 2 muestra que en la
ultima fecha de evaluacién, T5
permitié; una mayor uniformidad del
peso fresco de los macollos que los
demas tratamientos y que el testigo
sin PPM (T7).

Para la longitud de macollos
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Figura 2. Diagrama de caja y extension para el efecto de las diferentes
concentraciones de PPM sobre el peso fresco de los macollos
en la multiplicacion in vitro de cana de azucar para la Gltima

fecha de evaluacion.
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(cuadro 5) se encontr6 que el
tratamiento con la  mayor
concentracion de PPM (T6) fue
significativamente superior al testigo
sin PPM (T7), para las dos primeras
fechas de evaluacion. Esta diferencia
desaparecid en la tercera evaluacion,
donde T3 fue significativamente

superior a T4. Sin embargo al hacer
los diagramas de caja y extensién se
observé que T3y T4 presentan muchos
valores alejados de la media. Al
eliminar estos valores, surge que
ninguna de las medias difiere entre si.

La figura 3 muestra que todos
los tratamientos presentan una

Cuadro 5. Comparacién de medias para el efecto de diferentes
concentraciones de PPM sobre la longitud de macollos
(centimetros) en la multiplicacién in vitro de cana de

azucar.
Tratamientos Primera Segunda Tercera
evaluacién evaluacién evaluacién
T6 29,0007 32,8252 28,1172>
T5 28,4552 27,0000° 29,3672°
T4 24,6292 22,452¢ 27,595
T3 23,697 29,102 2> 31,230
T7 22,563 23,333b° 28,0002P

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05). Tukey 5%
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Figura 3. Diagrama de caja y extension para el efecto de las diferentes
concentraciones de PPM sobre la longitud de los macollos en
la multiplicacién in vitro de cana de aztcar para la altima
fecha de evaluacioén.
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variabilidad similar en la longitud de
macollos.

Los resultados obtenidos en este
trabajo indican que no se observéd un
efecto perjudicial ni estimulante del
PPM sobre el crecimiento de los
macollos, en la etapa de multipli-
cacién in vitro de cana de azucar,
salvo para la longitud de los mismos,
pero este efecto desapareci6 al
aumentar el nimero de repiques
(cuadros 3, 4y 5). Esto coincide con lo
encontrado por otros investigadores,
que determinaron que el PPM en

concentraciones de 0,5 a 1 mL/L, no
afecta la germinacién de semillas, la
formacién y proliferacion de callos y
el desarrollo de vastagos adventicios
in vitro (7, 17, 19).

Del andlisis de los graficos, surge
que T5 permite lograr una mayor
uniformidad en la poblacién de tallos,
lo cual constituye una ventaja para la
produccién comercial a gran escala.
Esta uniformidad en el desarrollo de
la vitroplantas favorece su aclima-
tacién y comercializacion (23).

Conclusiones

El PPM incorporado al medio de
multiplicacién en las concentraciones
de: 0,25; 0,50; 0,75 y 1 mL/L es
eficiente para controlar la
contaminacién con bacterias del
género Pseudomonas en la micropro-
pagacién de cafia de aztcar. Las
concentraciones de PPM menores a
0,25 ml/1, no controlan el crecimiento
de Pseudomonas.

El efecto del PPM en las
concentraciones de: 0,25; 0,50; 0,75 y

1 mL/L. fue bactericida.

En las concentraciones de: 0,25;
0,50; 0,75 y 1 mL/L el PPM no afectd
el crecimiento (nimero, peso fresco y
longitud) de los macollos de cana de
azucar, por lo cual puede ser agregado
al medio de cultivo en forma rutinaria.
El PPM en la concentracién de 0,75
mL/L  favorecié6 una mayor
uniformidad en el desarrollo de los
macollos de cana de azucar.
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