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OBTENCION DE UN NUEVO METODO DE DESINFECCION

DE SEMILLAS DE ARROZ

J. C. Garcia, Annia Hernandez, Yanelis Acebo y Narovis Rives®

ABSTRACT. Removing bacteriafrom seed surfaceis one of
the main issues when identifying endophytic bacteria as well
as with microorganism-inoculating trials. Disinfection by
chemical methods has been a commonly used strategy with
thisgoal. However, itisvery hard to fully disinfect rice seeds,
duetoitsparticular characteristics (rough and velvety surface),
so that most disinfection methods described by literature are
often useless. Therefore, this investigation was aimed at
searching an efficient rice seed disinfection methodol ogy.
Then, seeds from cv. 3104 were used and four disinfection
protocols were assessed by employing different disinfecting
solutions (chloramine T, calcium hypochlorite and alcohol,
among others), exposure times and solution combination.
Results showed that by disinfection protocol 4, using calcium
hypochlorite in two plant growth stages, the best germination
and disinfection rates were achieved, obtaining an efficient
disinfection method, which could be applied to plant-
microorganism interaction studies, from the practical point of
view.
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INTRODUCCION

El arroz es cultivado por el hombre desde hace mas
de 7000 afios. Dentro del género Oryza, oriundo del con-
tinente asiatico, se encuentran aproximadamente 19
especies de plantas, siendo el arroz comiin (Oryza sativa L.)
la especie mas importante para la alimentacion humana,
aunque también se utiliza O. glaberrima (1).

El consumo anual de arroz a nivel internacional al-
canza los 410 millones de toneladas. En el 2003 se pro-
dujeron en el mundo 354 millones de toneladas de arroz
para el consumo humanoy, en el caso de Cuba, se obtu-
vo 300 000 toneladas, lo que constituy6 una produccion
récord (2). Por laimportancia que tiene la produccion de
alimentos a nivel mundial, para satisfacer las necesida-
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RESUMEN. Uno delos problemas principal es con laidentifi-
cacion de bacterias enddfitas asi como con |os experimentos
deinocul acién de microorganismos, eslaeliminacién de bac-
terias de la superficie. Ladesinfeccion por métodos quimicos
ha sido una estrategia usualmente utilizada para estos fines.
Debido a las caracteristicas peculiares (superficie rugosa y
aterciopelada) que presentan las semillasde arroz, resultamuy
dificil lograr latotal desinfeccién de estasy poco efectivosla
mayoriadelos métodos de desinfeccion descritosen lalitera-
tura. En este sentido, €l trabajo sedesarroll6 con el objetivo de
buscar una metodol ogia eficiente de desinfeccion de semillas
dearroz. Paraello seemplearon semillasdelavariedad J- 104y
se ensayaron cuatro protocolos de desinfeccion, que se ba-
san en lautilizacion de diferentes soluciones de desinfeccion
(cloraminaT, hipoclorito decalcioy alcohol, entreotras), tiem-
pos de exposicién y combinaciones de las soluciones. Los
resultados demuestran que con € protocolo de desinfeccion
4, utilizando hipoclorito de calcio en dos fases de desarrollo
del cultivo, se logran los mejores resultados con elevados
porcentajes de germinacion y desinfeccion de las semillas,
obteniéndose un método de desinfeccién eficiente, que po-
dria ser utilizado desde €l punto de vista préactico en estudios
deinteraccién planta-microorgani smos.

Palabrasclave: arroz, semillas, métodos, desinfeccién

des de una poblacién en crecimiento acelerado, se recla-
ma la accién conjunta de agricultores e investigadores,
para buscar alternativas que beneficien el desarrollo del
cultivo y su productividad, sin afectaciones para el medio
ambiente. La aplicacion de inoculantes microbianos po-
dria constituir una de estas alternativas por sus efectos
beneficiosos para las plantas y los ecosistemas (3, 4).

Se han encontrado diferentes géneros bacterianos aso-
ciados al cultivo del arroz y numerosos autores han dedica-
do sus estudios al respecto. Dentro de los principales se
encuentran Azospirillum (4, 5), Herbaspirillum (6, 7),
Pseudomonas, Burkholderia, Azotobacter y Bacillus (8, 9).
Sin embargo, los estudios de interaccidon planta-
microorganismos asi como los resultados de la aplica-
cion de productos biolégicos en la agricultura han sido
variables, lo que podria estar relacionado con poblacio-
nes microbianas asociadas a la semilla que interfieran en
los resultados.

La semilla de arroz es muy rugosay aterciopelada (1),
caracteristicas peculiares que la diferencian de otras se-
millas lisas como las del maiz, por lo que resulta muy
dificil lograr una desinfeccién eficiente de ellas.
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La desinfeccién por métodos quimicos ha sido una
estrategia usualmente utilizada, empleandose disimiles
compuestos, ensayados a diferentes concentraciones 'y
en ocasiones combinados unos con otros, entre los que
se pueden citar al hipoclorito de sodio, hipoclorito de cal-
cio, cloruro de mercurio y cloramina T (10, 11, 12).

Sin embargo, los microorganismos que viven
endofitos en la raiz no pueden ser eliminados por estas
metodologias y son pocos los estudios relacionados con
este aspecto. Debido a los resultados tan variables que
se han obtenido con la utilizacién de los diferentes méto-
dos de desinfeccién y que en muchas investigaciones
este proceso constituye un paso inicial del que depende,
en ocasiones, el éxito de los experimentos, se hace ne-
cesario obtener una metodologia eficaz para la desinfec-
cion de las semillas que permita garantizar la obtencion
de resultados confiables.

En este sentido, este trabajo tiene como objetivo la
busqueda de una metodologia eficiente de desinfeccion
de semillas de arroz.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. En este estudio se utilizaron semillas
de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad J-104, que es
una de las variedades comerciales que se emplean ac-
tualmente en el pais, tanto en el sector especializado
como en el no especializado o popular; ademas, ha cons-
tituido un patrén a partir de la que se han obtenido nuevas
variedades de arroz (13). Estas fueron suministradas por
el Instituto de Investigaciones del Arroz (Il1A) y conserva-
das a 4°C hasta su posterior utilizacion.

Métodos de desinfeccion de semillas de arroz. A partir de

semillas de arroz de la variedad en estudio, se utilizaron

diferentes métodos de desinfeccion, con vistas a seleccio-
nar el mas eficiente. En todos los protocolos se colocaron

100 semillas por 200 mL de las diferentes soluciones de

desinfeccién. A continuacion se describe de forma indepen-

diente cada uno de los protocolos de trabajo ensayados:

1. Las semillas fueron sumergidas durante cinco minutos
en una solucién de Tween 80 (500 pL.200 mL™). Pos-
teriormente se colocaron un minuto en etanol al 70 %
y 10 minutos en solucion de hipoclorito de calcio al
5 9% con Tween 80 (500 pL.200 mL™), la que fue prepa-
rada segun metodologia descrita (14). Finalmente se
realizaron cuatro lavados sucesivos con agua destila-
da estéril (dos minutos por lavado).

2. En este protocolo se utiliz6 como solucion de desin-
feccion la cloramina T al 1 %. Para ello, las semillas
fueron colocadas en la solucion de desinfeccion du-
rante 20 minutos y agitadas de forma continua me-
diante el uso de un agitador (Genie 2). Posteriormente
se lavaron cuatro veces con agua destilada estéril (dos
minutos por lavado).

3. Las semillas fueron desinfectadas mediante la combi-
nacion de las soluciones de desinfeccién de hipoclorito
de calcio y cloramina T, segun se describe en los pro-
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tocolos de desinfecciéon 1 y 2. Primero se aplico el
protocolo de desinfeccion 1y posterior al Gltimo lavado
con agua destilada estéril se procedi6 a la aplicacion
del protocolo de desinfeccién 2.

. Se desarroll6 utilizando hipoclorito de calcio descrito
en el protocolo de desinfeccion 1, pero se aumenté el
tiempo de exposicion a 20 minutos y se realiz6 en dos
fases de desarrollo del cultivo, aplicandose nuevamen-
te a las semillas ya germinadas. Las semillas germi-
nadas y desinfectadas se colocaron en tubos con
medio MS (Murashige y Skoog, por sus siglas en in-
glés) y se incubaron a 30°C durante siete dias para
verificar la eficiencia del método utilizado.

Determinacién del porcentaje de desinfeccion de las se-

millas. En los cuatro protocolos estudiados, las semillas

previamente desinfectadas se colocaron en placas de Petri
con medio MS, a razén de 20 semillas por placa y cinco
repeticiones por tratamiento (métodos de desinfeccion).

Se incubaron a 30°C durante 96 horas. El porcentaje de

desinfeccion de las semillas se determiné a través del

conteo de semillas sin contaminacién a las 24, 48, 72y

96 horas, siguiendo la metodologia descrita (15).

Determinacién del porcentaje de germinacion de las se-

millas. Se evalud el porcentaje de germinacion para de-

terminar si los métodos utilizados no afectaron la activi-
dad biol6gica de la semilla. Para ello, las semillas previa-
mente desinfectadas se colocaron en cdmaras himedas,
formadas por placas de Petri de 100 mm de diametro con
papel de filtro Whatman ® estéril dentro, humedecido con
2mL de agua destilada estéril. Se colocaron 20 semillas
por placay cinco repeticiones por tratamiento. Las pla-
cas se incubaron a 30°C. Se realizd el conteo de semi-

llas germinadas en diferentes periodos de emergencia (24,

48, 72 y 96 horas) y se determiné el porcentaje de

germinacion (16).

Porcentaje de pureza de las plantulas crecidas en tubos de

cultivo con medio MS. Se determiné la aparicion de conta-

minaciones microbianas en los tubos sembrados a partir
de semillas previamente desinfectadas y germinadas (me-
diante la aplicacién del protocolo de desinfeccion 4) durante

siete dias. Se determind el porcentaje de pureza (15).

Anadlisis estadisticos. Todos los experimentos se repitie-

ron tres veces. Alos datos se les determinaron los interva-

los de confianza de la media para p<0.05 y el tamafio de
muestra (n) correspondiente. Los datos fueron analizados

mediante el programa Statistica para Windows version 6.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

En esta investigacion se estudiaron varios métodos
de desinfeccion de semillas de arroz de la variedad J-104
basados en el empleo de diferentes soluciones de desin-
feccion, aplicadas de forma independiente o combinadas,
seleccionandose la solucion de desinfeccion de hipoclorito
de calcio como la mas eficaz. El protocolo 4 donde se
aplicé esta solucién en dos momentos diferentes es el
mas eficiente para estos fines (Figura 1).
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Figura 1. Efecto de los diferentes métodos emplea-
dos sobre el porcentaje de desinfeccion de
semillas de arroz de la variedad J-104

En la Figura 1 se muestra el porcentaje de semillas
desinfectadas al aplicarse los diferentes protocolos de
desinfeccion. Luego de realizarse el andlisis estadistico
de los datos, se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos, lo que podria estar dado por el tipo de
solucion desinfectante que se utiliza, el tiempo de expo-
sicion, la cantidad y el tipo de microorganismos que se
encuentran asociados o viven como endofitos en el culti-
vo del arroz.

En todos los bioensayos se demostré que el proto-
colo de desinfeccion aplicado logré eliminar los
microorganismos presentes en la superficie de la semi-
lla, lo que se denota por los altos grados de pureza mos-
trados en la fase inicial (Figura 1). Sin embargo, cuando
comienza el proceso de germinacion aparecen contami-
nantes bacterianos en el medio de cultivo, lo que indica
la presencia de microorganismos endofitos,
corroborandose la presencia de estos microorganismos
en las semillas de arroz de la variedad J-104 y la imposi-
bilidad de eliminarlos a través de la aplicacion de estas
metodologias (Figura 1). Estos resultados se correspon-
den con los informados en un estudio con diferentes va-
riedades de arroz (17).

En los dltimos afios, las investigaciones sobre la
comunidad microbiana enddfita, se han centrado en es-
pecies de bacterias con capacidad para fijar nitrégeno
molecular en plantas de interés agricola, por la importan-
cia que esto tiene en la nutricion nitrogenada de los culti-
vos y se han publicado numerosos trabajos relacionados
con la comunidad enddfita en gramineas (18, 19, 20).

Enla variedad en estudio se ha informado la presen-
cia de microorganismos enddfitos fijadores de nitrégeno,
gue desempefian un papel fundamental en el desarrollo y
la productividad del cultivo con la consecuente reduccion
de fertilizantes quimicos (21). Estos microorganismos
podrian estar presentes en la semilla, comenzar a libe-
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rarse como parte del efecto espermosfera (22) y consti-
tuir poblaciones microbianas que crecen como contami-
nantes en los medios de cultivos sintéticos utilizados para
la produccion de plantas por via biotecnoldgica y para
estudios de interaccién planta-microorganismos, como
es el caso del medio MS.

Se ha considerado que las bacterias enddfitas po-
drian tener algunas ventajas competitivas sobre las
rizosféricas, ya que la disponibilidad de nutrientes es
mayor en el interior de las plantas y el nUmero de
microorganismos enddfitos es menor que el de los
rizosféricos (23). Ademas, las bacterias enddfitas se en-
cuentran mejor protegidas de las condiciones adversas
que se presentan en el medio ambiente y de los proce-
sos de desinfeccién que las rizosféricas (10, 24).

Es importante destacar que los productos desinfec-
tantes no afectaron la actividad biol6gica de la semilla, lo
que se demuestra a través de los altos porcentajes de
germinacién obtenidos (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de los diferentes métodos de desin-
feccion empleados sobre la germinacion
de semillas de arroz de la variedad J-104

De modo general, este parametro se incrementé a
partir de las 24 horas, con su maximo a las 96 horas de
incubacion de las semillas, momento en que se alcan-
zan porcentajes de germinacion superiores al 80 %. No
obstante, se debe sefialar que en los resultados de los
protocolos de desinfeccién 1y 4, se encontro retardo en
la germinacién de las semillas, lo que se super6 después
de las 48 horas. Esto podria indicar un probable efecto
del hipoclorito de calcio (uno de los mejores desinfectan-
tes conocidos, capaz de eliminar bacterias, levaduras,
hongos, esporas e incluso virus) en esta fase de desarro-
llo del cultivo, que se pudiera relacionar con la eficiencia
en la eliminacién de las poblaciones epifiticas presentes
en la superficie de las semillas y que probablemente des-
empefian un papel fundamental en su germinacion.
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En este sentido, se ha sefialado que el hipoclorito
de calcio tiene un marcado efecto en la eliminacion de
bacterias, ya que a concentraciones micromolares es
posible reducir significativamente las poblaciones
bacterianas. Los métodos basados en su utilizacion se
emplean para la desinfeccion de semillas en estudios que
involucran patégenos portados en ellas, controles biol4-
gicos y enddfitos (12). A pesar de esto, se conoce poco
sobre el mecanismo exacto por el que el hipoclorito eli-
mina a las bacterias (25).

Segun la metodologia utilizada, cuando se realiza
una segunda aplicacion del desinfectante seleccionado
(hipoclorito de calcio) aumenta la eficiencia, lograndose
disminuir significativamente las poblaciones de
microorganismos enddfitos. Este procedimiento es el que
se realiza en el protocolo 4, cuyos resultados se mues-
tran en la Figura 3.
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Las barras representan los intervalos de confianza de la media
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Figura 3. Efecto del método de desinfeccion basado
en el empleo de hipoclorito de calcio en
dos etapas sobre la eliminacién de las po-
blaciones microbianas endéfitas asociadas
al cultivo del arroz de la variedad J-104

En este trabajo se han empleado diferentes solucio-
nes para la desinfeccion de las semillas de arroz, ensa-
yadas solas y combinando unas con otras. Otros tam-
bién han utilizado el hipoclorito de calcio y la cloramina T
para estos fines (11, 12, 13). Sin embargo, en ninguno de
estos trabajos se ha logrado eliminar completamente las
poblaciones de microorganismos presentes en la semi-
lla, obteniéndose resultados similares en todos los proto-
colos de desinfeccién estudiados.

Existen otras metodologias que se utilizan para la
desinfeccion de semillas, basadas en el uso de antibiéticos
como el 4cido nalidixico y la rifampicina. Sin embargo,
es mejor tratar las semillas con desinfectantes para evi-
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tar dafios a la planta y a los microorganismos que sean
inoculados, dados por la aparicién de posibles variacio-
nes genéticas en la planta y en las poblaciones
microbianas que se encuentran asociadas a ellas, las
gue podrian ser potencialmente eficientes en la
estimulacién del crecimiento vegetal y biocontrol de
patdégenos que afectan al cultivo (10, 26, 27).

Con esta investigacion se logra una nueva metodolo-
gia para la obtencién de plantas de arroz en condiciones
axénicas, que puede ser utilizada en la biotecnologia
agricola, con énfasis en estudios de interaccion planta-
microorganismos. La aplicacion de esta metodologia lo-
gra eliminar la totalidad de los microorganismos que vi-
ven en la superficie de la semilla y un alto porcentaje de
los enddfitos, y con ello reducir el error experimental.
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