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Abstract

M.S. Bueno, S.R. Feldman, and J.P. Ortiz. 2007. Cariopsis disinfection and plant
regeneration of Spartina argentinensis. Cien. Inv. Agr. 34(3): 231-236. A protocol for
disinfection and in vitro regeneration of Spartina argentinensis was developed. The lowest
percentage of contamination was obtained after treating caryopses with 90° ethanol for 60 s
and 20 min immersion in 2.5% sodium hypochlorite (NaOCl) plus 0.1% Tween 20. Murashige
and Skoog (MS) media was used for callus induction, supplemented with 0.5 mg-L" of 2,
4 dichlorophenoxy acetic (2,4-D) and 1 mg-L"' of indole-3-acetic acid (IAA). The highest
proportion (20%) of shoot regeneration was achieved with MS media plus 0.25 mg-L"' of
bencyl aminopurine (BAP), whereas 0.5 mg-L"' naphtalenacetic acid (NAA) was used for root
induction. Plants were regenerated via organogenesis. To our knowledge, this is the first report
of a protocol for in vitro plant regeneration of S. argentinensis, and it is the initial stage required

for obtaining somaclonal variations.
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Introduccion

El espartillo, Spartina argentinensis Parodi
(Poaceae: Chloridaeae), es una de las especies
dominantes de las comunidades haldfilas de
distintas dreas de Argentina. Forma matas de
altura variable, de 0,5 - 1,4 m de altura. Aunque
produce abundantes panojas durante el verano,
se reproduce principalmente en forma agdmica
por rizomas (Feldman, 2003).

Los espartillares se utilizan para cria de ganado
vacuno, a pesar del alto grado de lignificacién
de sus hojas, lo que reduce la digestibilidad. La
obtencion de lineas de espartillo caracterizadas
por un menor contenido de lignina es una de
las alternativas para mejorar la digestibilidad
del forraje y al mismo tiempo mejorar la oferta
forrajera en las dreas dénde esta especie se
encuentra presente.
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Estudios previos (Larkin y Scowcroft, 1981)
demostraron que durante las sucesivas mitosis
que se producen en cultivo in vitro pueden
ocurrir importantes modificaciones genéticas
en las células. Algunas se manifiestan como
mutaciones heredables, generando variaciones
somaclonales. Por consiguiente, el cultivo
de tejidos es una herramienta util para el
mejoramiento de especies vegetales y se
ha utilizado en especies forrajeras nativas
(Echenique et al., 2001; Kothari et al., 2005).

La eleccion del explante es fundamental
para el establecimiento de un cultivo in vitro
(Roca y Mroginsky, 1991). En gramineas se
ha regenerado plantas utilizando embriones
inmaduros, inflorescencias inmaduras y
cariopses maduros (Dutta Grupta et al., 1999;
Echenique et al., 2001). Sin embargo, algunos
de estos explantes sdlo se pueden obtener en
determinadas épocas del afio. En el género
Spartina, se ha logrado regenerar plantas a
partir de cultivo in vitro de cariopses maduros
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(Li et al., 1995, Li and Gallager, 1996; Wang et
al., 2003). Sin embargo, en S. argentinensis, la
contaminacion de sus cariopses por Alternaria
alternata, Fusarium graminearum y Bipolaris
sorokiniana 'y otros hongos dificulta la
utilizacién de los mismos para iniciar los
cultivos. Algunos de estos hongos se han
descrito como enddgenos (Feldman et al.,
2004). Este trabajo tuvo como objetivo estudiar
diferentes tratamientos de desinfeccion de
cariopses de espartillo (S. argentinensis) y
evaluar su potencial de regeneracion in vitro.

Materiales y métodos

Se trabaj6 con cariopses maduros de S.
argentinensis, sin pdlea ni lemma, extraidos de
panojas cosechadas en un espartillar ubicado en
Pérez, provincia de Santa Fe, Argentina (32° 45’
S; 60° 35" W). Se realizaron dos experimentos
de desinfeccion de cariopses: 1. Inmersion
durante 20 min en hipoclorito de sodio NaOCl
al 1,5 y 2,5% (v/v) (Cloro Argentina S.A.,
5,5 gL-1 de cloro) con o sin el agregado de
Tween 20 (0,1%). 2. Inmersion en NaOCl 2,5%
con Tween 20 (0,1%) durante 20 o 30 min a
temperatura ambiente con o sin inmersion
en etanol 90° por 60 s. Se utilizaron cinco
repeticiones por tratamiento, con 20 cariopses
por repeticion. Luego de cada tratamiento, los
cariopses se lavaron con abundante agua estéril
y se los sembré en placas de Petri con medio
Murashigue Skoog (MS 1962), sin hormonas,
suplementados con 30 g-L! de sacarosa, 7 gL'
de agar, pH 5,8. Los cultivos se incubaron en
oscuridad a 23 + 2°C durante 30 dfas.

La proporcidn de cariopses contaminados a los
7 dfas de la siembra in vitro se evalué mediante
andlisis de varianza (ANDEVA) y los promedios
se separaron seglin Duncan (Statistica 5.0).
Previo a los andlisis, los valores porcentuales
se transformaron en arcoseno vx.

Los cariopses libres de contaminacién se
transfirieron a tubos de ensayo de 20 ml con
diferentes medios para la induccion de callos
(Cuadro 1) y se mantuvieron en oscuridad a
25° C, durante 30 dias. Los callos producidos
se repicaron a medios para la induccién de
vastagos con diferentes concentraciones de
bencil amino purina (BAP) y se incubaron a

25° C, con un fotoperiodo de 16 h (Cuadro 1).
Los vastagos obtenidos se separaron y la
regeneracion de raices se obtuvo en medio con
acido naftalen acético (ANA) (Cuadro 1).

Las frecuencias de formacién de callos y
vastagos para los distintos medios ensayados, se
compararon mediante prueba de homogeneidad
con aplicacién de Chi cuadrado (A% (SAS
Institute, Cary, NC, EUA).

Se realizaron estudios histologicos para
determinar la via de regeneracion de los
explantes. Las muestras se fijaron en FAA
(10% formol, 5% é&cido acético, 50% etanol y
35% agua) y posteriormente se deshidrataron
en concentraciones ascendente de etanol (1
h en cada una de las siguientes soluciones de
etanol: 70°; 80° 90° 96° y 30 min en 100°).
Previo a la inclusién en parafina, las muestras se
clarificaron con xilol, realizando un paulatino
desplazamiento del etanol 100° por el xilol. Se
realizaron cortes con micrétomo tipo Minot (18-
20 um de espesor) y se colorearon con safranina
(30 min) y fast-green (60 s), que tifie de color
azul-verdoso las zonas celulésicas y de color
fucsia a las zonas lignificadas (Johansen, 1940,
Dizeo de Strittmater, 1979). Los preparados
montados con balsamo de Canad4, se observaron
y se fotografiaron con microscopio 6ptico.

Cuadro 1. Composicion de los medios de cultivo utilizados
para induccién de callos (M), induccidn de véastagos (V) y
enraizamiento (R) de Spartina argentinensis.

Table 1. Composition of the media used for callus
induction (M), shoot (V) and root (R) regeneration of
Spartina argentinensis.

Medios Reguladores de crecimiento', mg-L"!

2,4-D BAP ANA AIA

Induccion de callos:

M1 0,5 0,05 1,00
M2 0,5 1,00
M3 0,5 0,05

Induccion de vdstagos:

Vi 0,25
V2 0,50
Enraizamiento:

R 0,50

"BAP, 6-bencil amino purina; ANA, dcido naftalén acético; AIA,
dcido indol acético; 2,4-D, dcido dicloro fenoxi acético.
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Resultados y discusion

La desinfeccion de los explantes con NaOCl
mds 0.1% de Tween 20 como humectante
disminuyé significativamente (p = 0,001) la
contaminacion a los 7 dfas de incubacién. No
hubo respuesta diferencial a las concentraciones
de NaOCl, posiblemente debido al marcado
efecto del humectante que permitié una eficiente
desinfeccion atn con la menor concentracion
de NaOCl (Figura 1).

Lacontaminacidon disminuyo significativamente
(p < 0,05) en funcién del tiempo de inmersion
en NaOCl y con el tratamiento con etanol, sin
manifestarse interaccién entre las variables
analizadas (Figura 2). A diferencia de reportes
previos, los mejores resultados se obtuvieron
utilizando una mayor concentracién de etanol
90° (Li y Gallagher, 1996). Posiblemente esto
se debi6 a que los cariopses de S. argentinensis
presentan mayor contaminaciéon fungica
(Feldman et al., 2004).
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La presencia de callos se observé a los 7 dfas
de incubacién de los explantes en los medios
de induccion. En la Figura 3 se observa la
evolucion porcentual de produccion de callos
durante los primeros cuarenta dias de cultivo.
La obtencion de callos fue mdxima a los 30
dias de iniciado el cultivo, estabilizandose
posteriormente. No se detectaron diferencias
estadisticas significativas en las frecuencias
de induccidn de callos entre los medios M1 y
M2 (68,8 y 62,5% respectivamente), respuesta
coincidente con los resultados obtenidos
previamente para S. alterniflora (Wang et al.,
2003). La induccion de callos sdlo alcanzé a
37,5% en el medio 3, que incluyé 0,5 mgL"
de 2,4-D y 0,05 mgL"' de BAP, debido a la
ausencia de ANA o AIA.

Los estudios histolégicos mostraron que
la regeneracion de vdstagos ocurri6 via
organogénesis, donde se observa la formacién
de dos vdstagos dentro de la masa del callo, sin
zonasembriogénicasni proembriones (Figuras).
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Figura 1. Efecto de la concentracion de hipoclorito de sodio y de Tween 20 empleado como tensoactivo en la desinfeccion
superficial de cariopses de Spartina argentinensis. A. Hipoclorito de sodio 1,5% mas Tween 20. B. Hipoclorito de sodio
1,5% sin Tween 20. C. Hipoclorito de sodio 2,5% con Tween 20. D. Hipoclorito de sodio 2,5% sin Tween 20. (n=5).
Promedios seguidos por igual letra no son estadisticamente diferentes entre si segtin Duncan (p < 0,05).

Figure 1. Effect of sodium hypochlorite concentrations and Tween 20 as humectant on superficial disinfection of caryopses
of Spartina argentinensis. A. 1.5% sodium hypochlorite plus Tween 20. B. 1.5% sodium hypochlorite. C. 2.5% sodium
hypochlorite plus Tween 20. D. 2.5% sodium hypochlorite. Means followed by the same letter are not statistically different

according to Duncan (p < 0.05).



234 CIENCIA E INVESTIGACION AGRARIA

70 a
60 a a

50 A
40 A b
30 A
20 A

Contaminacion, %

10 A

E F G H

Tratamientos

Figura 2. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el porcentaje de contaminacion de cariopses de Spartina argentinensis.
E. 1 min en etanol 90° y 20 min de inmersion en hipoclorito de sodio 2,5% con Tween 20. F.Igual a E sin etanol. G. I min en
etanol 90° y 30 min de inmersion en hipoclorito de sodio 2.5% con Tween 20. H. idem G, sin etanol. Promedios seguidos por
igual letra no son estadisticamente diferentes entre si segiin Duncan (p < 0,05).

Figure 2. Effect of different treatments on surface contamination of caryopses of Spartina_argentinensis. E. Ethanol 90°
for 60 s and 20 min in 2.5% sodium hypochlorite plus Tween 20. F. Similar to E, but without ethanol. G. Ethanol 90° for
60 s and 30 min in 2.5% sodium hypochlorite plus Tween 20. H. Similar to G, but without ethanol. Means followed by the

same letter are not statistically different according to Duncan (p < 0.05).

La misma via de regeneracion de vastagos fue
previamente informada para S. alterniflora, S.
cynosuroides y S. patens (Wang et al., 2003;
Li et al.,, 1995, 1996). En otras especies, €j.
Eragrostis curvula, y utilizando el mismo
explante, la regeneracién de vdstagos ocurrid
via embriogénica (Echenique et al., 2001) y en
Bouteloua gracilis, 1a regeneracion de vastagos
se produjo tanto por via organogénica como
embriogénica (Agudo-Santacruz et al., 2000).

De las concentraciones hormonales utilizadas
paralaregeneracion de vdstagos, el medio V2 con
0,5 mg.L"' de BAP favoreci6 la mayor respuesta
de los explantes, puesto que 20% de los callos
regeneraron vastagos. En el medio V1, con 0,25
mg L' de BAP, los porcentajes de respuestas
fueron inferiores a 12%. Si bien el porcentaje de
callos que regeneraron vastagos fue bajo, cada
callo diferencié miiltiples vastagos, aumentando
la eficiencia de regeneracion.

La regeneracidén de raices se indujo favorable-
mente con 0,50 mg-L' de ANA. Las plantas
regeneradas se separaron y se transfirieron a
una mezcla de suelo (30% vermiculita-70%
tierra) en invernadero.
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Figura 3. Efecto de distintos medios de cultivo sobre
el porcentaje de produccion de callos de Spartina
argentinensis. M1 = 0,5 mgL' de 24-D; 0,05 mgL"!
de BAP y 1 mg'L"' de ANA. M2 = 0,5 mg'L"' de 2,4-D;
1 mg'L"' de AIA. M3 =0,5 mg'L"' de 2,4-D y 0,05 mgL"
de BAP. BAP = 6-bencil amino purina; ANA = dcido naftalén
acético, AIA = dcido indol acético; 2,4-D = dcido dicloro
fenoxi acético.

Figure 3. Effect of different media on the percentage
of callus production of Spatina argentinensis. M1 = 0.5
mg-L"' 2,4-D, 0.05 mg-L" BA, and 1 mg-L"' NAA. M2 =
0.5 mg:L" and 2,4-D, 1 mg-L" IAA. M3 = 0.5 mg:L" 2,4-
D, 0.05 mg'L" BA. BA = 6-benzyl-adenine; NAA = a-
naphtaleneacetic acid; IAA = indole-3-acetic acid; 2,4-D
= 2,4-dichlorophenoxyacetic acid.
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Figura 4. Variacién del percentage de regeneracion de
vastagos de Spartina argentinensis. V1, 0,25 mg- L' BAP
(6-bencil amino purina) y V2, 0,5 mg: L' BAP.

Figure 4. Percentage of Spartina argentinensis shoot
regeneration using medium V, 0.25 mg- L' BP (6-benzyl-
adenine) and V2, 0.5 mg- L' BP.

La metodologia de desinfeccion de cariopses
estudiada se podria extender a otras especies que
presenten altos porcentajes de contaminacion
fungica, debido a que permite utilizar el
tratamiento combinado de NaOCl y etanol, que

presentan baja toxicidad, a diferencia de otros
que utilizan cloruro de mercurio (Wang et al.,
2003).

Este trabajo es la primera mencién de
regeneracion de plantas de S. argentinensis
utilizando cultivo in vitro de cariopses maduros
y constituye la etapa inicial para la obtencion de
variantes somaclonales. De esta forma se espera
poder obtener lineas mejoradas en busca de
cultivares con una mejor aptitud ganadera. Del
mismo modo, estos protocolos de regeneracion
pueden aplicarse a otras especies de gramineas,
comunes en pastizales naturales.

Resumen

Se desarrollé un protocolo de desinfeccion y
regeneracion in vitro de Spartina argentinensis.
El menor porcentaje de contaminacién se
obtuvo tratando los cariopses por 60 s en etanol
90° y 20 min de inmersion en hipoclorito de
sodio al 2,5% con Tween 20. La induccién de
callos se realizé en medio Murashige y Skoog
(MS) suplementado con 0,5 mg-L"' de dcido
diclorofenoxi acético (2,4-D) y 1 mgL?' de

Figura 5. Corte de callo de Spartina argentinensis de 31 dias obtenido de cariopses maduros en medio V1, 0,25
mg-L"' BAP. Las flechas sefialan la formacién de véstagos, rudimento de hoja (a), cordén precambial (b) y callo (c).

Barra =10 p.

Figure 5. Cross section of a 31 day old callus of Spartina argentinensis, using caryopses as explant, on VI 0.25 mg-L
! BP ( 6-benzyl-adenine) as regeneration media. Arrows show shoot regeneration. a, leaf rudiment; b, precambial

tissue, and c, callus. Bar = 10 p.
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dcido indol acético (AIA). La mayor (20%)
regeneracion de vdstagos se logré con igual
base salina y 0,25 mgL' de bencilamino
purina (BAP). Se utiliz6 0,025 mg-L! de 4cido
naftalen acético para la regeneracion de raices.
Las plantas se regeneraron via organogénesis.
Este protocolo es la primera mencién de
regeneracion de plantas de S. argentinensis
utilizando cultivo in vitro y constituye la etapa
inicial para obtener variantes somaclonales. La
metodologia de desinfeccidon se puede hacer
extensiva a otras especies.

Palabras clave: Organogenesis, regeneracion
in vitro, Spartina.
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