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Cocultivo in vitro de callos de Nothofagus nervosa con el hongo xiléfago
Postia pelliculosa
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SUMMARY

An in vitro co-culture test between rauli (Nothofagus nervosa) calli of different genotypes and Postia pelliculosa, a frequent
wood-destroying fungus in Nothofagus, is presented. Calli were regenerated from leaves and stem sections of in vitro plants. Calli
induction and multiplication were performed with the Broadleaved Tree Medium (BTM) supplemented with different concentra-
tions of plant regulators (2,4-dichlorophenoxiacetic acid, 6-benzyl aminopurine) vitamins (thiamine) and amino acids (glycine,
glutamine, lysine). Cocultures were carried out in the BTM without glutamine, lysine and plant regulators. Twelve replicates of
each fungal strain and clone combination were used. Although calli were successfully multiplied in the BTM with 6-benzyl
Aminopurine (0.5 mg L-!) and naphthalene acetic acid (0.02 mg L-!), they showed a recalcitrant behavior. After 35 days of co-
culture initiation, fungal mycelium invaded calli in 91.3% of cultures; calli showed conspicuous changes in coloration and
friability.
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RESUMEN

Se describe el cocultivo in vitro de callos de varios genotipos de Nothofagus nervosa (rauli), con una cepa del hongo xiléfago
Postia pelliculosa. Los callos se obtuvieron de hojas y tallos provenientes de cultivos in vitro. Para la induccién de la callogé-
nesis, se utilizé el medio de cultivo Broadleaved Tree Medium (BTM) suplementado con 2,4-diclorofenoxiacético a varias
concentraciones (0,5-1-2 mg L1), 0,25 mg L' de 6-bencil aminopurina (BA), 10 mg L-! de tiamina, 50 mg L' de lisina,
50 mg L' de glicina y 500 mg L-! de glutamina. La multiplicacién de los callos se realizé en el mismo medio sin los suplementos
citados o con el agregado de 0,5 mg L' de BA + 0,02 mg L' de 4cido naftalén acético (ANA). Los cocultivos callo/hongo se
efectuaron en un BTM sin glutamina ni lisina, y sin el agregado de reguladores de crecimiento. Se realizaron 12 repeticiones por
cada combinacién de clon-hongo. Si bien los callos obtenidos en la primera etapa se multiplicaron satisfactoriamente con BA y
ANA, mostraron en general un comportamiento reticente en cultivo. Luego de 35 dias, el micelio invadié el 91,3% de los
cocultivos con distinta intensidad, y la superficie de los callos presenté un notable cambio en el color y un gran aumento de su
friabilidad.

Palabras clave: bosques subantérticos, Nothofagaceae, pudricién de madera, prueba de resistencia in vitro.

INTRODUCCION 26% de la madera proveniente de lengas seleccionadas

se encontraba en buen estado sanitario (Rajchenberg y

Entre los factores adversos que actian sobre los drbo-
les y sus productos, los hongos xiléfagos que causan
pudriciones constituyen uno de los grupos de agentes
patégenos que producen las mayores pérdidas de madera
aserrable a nivel mundial (Manion 1991). En Argentina,
en los lengales (Nothofagus pumilio (Poep.) Endl.) de la
provincia de Chubut, se estimé una pérdida econémica
de aproximadamente 450 millones de ddlares a causa de
los hongos xil6fagos y se demostré que solamente un

Cwielong 1995). Otras investigaciones en Chile han de-
mostrado la severidad de las pudriciones en lenga (Do-
noso y Caldentey 1995). En los tltimos afios se ha pres-
tado mayor atencién al uso de métodos de proteccion
biolégica contra estas enfermedades, como el uso de
microorganismos antagonistas y la seleccidon de arboles
tolerantes y resistentes.

El método tradicional para obtener individuos resis-
tentes a hongos y otros microorganismos consiste en la

65



BOSQUE 28(1): 65-68, 2007
Cocultivo in vitro de callos de Nothofagus nervosa

inoculacién artificial in vivo del patdégeno y la posterior
observacion de la respuesta de los individuos. Una alter-
nativa a este procedimiento, que permite acortar el tiem-
po del programa de seleccidn, es el cocultivo in vitro del
hongo con tejidos o células del arbol hospedante. Esta
técnica presenta ventajas para estudiar las enfermedades
a nivel celular, como la posibilidad de controlar las con-
diciones ambientales y la composicién nutritiva del me-
dio de cultivo (Duval et al. 1999). La aplicacion del
cocultivo in vitro con el objetivo de seleccionar indivi-
duos resistentes a hongos y otros microorganismos pato-
genos ha dado buenos resultados en varias especies fo-
restales (Diner y Karnowsky 1987, Diner 1991, Kechel
et al. 1988, Klopfenstein 1993, Ragazzi et al. 1995).
Cocultivos de callos de varias especies forestales con
hongos lignivoros mostraron que los callos estimulaban
el crecimiento de las especies fingicas que normalmente
atacan a la albura (Heterobasidium annosum (Fr.) Bref.,
Stereum rugosum (Pers. ex Fr.), Piptoporus betulinus
(Bull) Karsten), y eran invadidos por el micelio, mientras
que provocaban la inhibicién del crecimiento en las es-
pecies que invaden el duramen (Laetiporus sulphureus
(Fr.) Murr, Pleurotus ostreatus (Jacq.) Fr., Phaeolus
schweinitzii (Fr. Pat.) (Hrib y Rypacek 1981). En Notho-
fagus spp. ha sido lograda con éxito en varias especies la
propagacion in vitro y, en algunos casos, a partir de 4r-
boles maduros (Jordan Zimmerman y Veloso Soto 1992,
Martinez Pastur y Arena 1995, 1996, 1997, Martinez
Pastur et al. 1997), lo que posibilitaria la aplicacion de
pruebas in vitro de resistencia a diversos factores am-
bientales.

En el presente trabajo se planteé como objetivo ajus-
tar una técnica que permita el cocultivo in vitro de callos
de varios genotipos de Nothofagus nervosa (Phil.) Dim.
et Mil., “rauli”, con una cepa del hongo xiléfago Postia
pelliculosa (Berk.) Rajchenb., con la finalidad de realizar
posteriormente pruebas in vitro de resistencia.

METODOS

Obtencion de callos. Como material vegetal fueron sec-
cionadas hojas transversalmente a la mitad y porciones
de tallo con dos yemas, provenientes de cultivos in vitro
en etapa de multiplicacién. Los cultivos fueron estableci-
dos a partir de plantulas obtenidas por germinacién in
vitro. Las semillas utilizadas se recolectaron en el Parque
Nacional Lanin (Neuquén, Argentina), Area Tromen,
Rodal N° 27, en el afio 1997. Para establecer los cultivos
libres de contaminaciones, antes de la germinacién in
vitro, las semillas fueron sometidas a un tratamiento de
desinfeccién con una solucién de peréxido de hidrégeno
al 20% durante 60 minutos seguido de tres enjuagues con
agua destilada estéril. Con el objetivo de promover la
callogénesis en los explantos, como medio de cultivo se
usé Broadleaved Tree Medium (BTM) (Chalupa 1983)
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suplementado con 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en
varias concentraciones (0,5-1-2 mg L-1), 0,25 mg L-! de
6-bencil aminopurina (BA), 10 mg L~ de tiamina, 50 mg
L-! de lisina, 50 mg L-! de glicina y 500 mg L-! de
glutamina. Tomando como base las recomendaciones de
Hrib et al. (1993), una vez generados los callos, los mis-
mos se transfirieron a un BTM con los mismos suple-
mentos a excepcion del 2,4-D o con la adicién de 0,5 mg
L' de 6-bencil aminopurina + 0,02 mg L-! de 4cido
naftalén acético. Los callos se cultivaron en oscuridad y
a 24-25 °C. Los subcultivos se efectuaron cada 14 6 21
dias. Se efectuaron cortes histologicos longitudinales de
los callos con el objetivo de montarlos y observar su
micromorfologia. Los cortes del material fresco se reali-
zaron a mano alzada, fueron vaciados con hipoclorito de
sodio, lavados y deshidratados, coloreados con safrani-
na-fast green y montados en bdlsamo de Canad4.

Cocultivo in vitro. Las confrontaciones o cocultivos ca-
llo/hongo xiléfago se efectuaron en BTM sin glutamina
y sin lisina, con las vitaminas tiamina, piridoxina y 4cido
nicotinico a las concentraciones especificadas para el
medio y sin el agregado de reguladores de crecimiento.
Para el ensayo se utiliz6 una cepa de Postia pelliculosa
(Berk.) Rajchenb., aislada de una troza de rauli en el afio
1996 y mantenida en frio (4-6 °C) como cultivo puro.
Para la realizacién de la prueba, en placas Petri estindar
se colocaron en forma equidistante y a la altura del radio
mayor, una rodela de 0,9 cm de didmetro con medio de
cultivo y micelio de la cepa flingica y una porcién de
callo de tamafo similar. Los cocultivos se incubaron en
oscuridad a 24-25 °C. Se realizaron un total de 12 repe-
ticiones por cada combinacién de clon-cepa. A los 35
dias de cultivo se dio por finalizado el ensayo evaluin-
dose el desarrollo de la colonia flingica sobre el callo, las
caracteristicas morfolégicas macro y microscépicas del
callo y las caracteristicas morfol6gicas macro y micros-
coOpicas del callo invadido por el micelio fingico.

RESULTADOS

Obtencion de callos. A partir de los explantos cultivados,
todas las concentraciones de 2,4-D ensayadas promovie-
ron la formacién de callos cualitativamente similares. La
combinaciéon de BAP y ANA en el medio de cultivo fue
efectiva para multiplicar los callos obtenidos en la pri-
mera etapa. La consistencia de los mismos fue mediana-
mente friable, y el color varié entre blanco amarillento y
castafio muy claro con una transparencia media. Al mi-
croscopio, en los cortes longitudinales los callos se pre-
sentaron como una masa irregular de células parenqui-
madticas mds o menos isodiamétricas, poliédricas, sin
espacios intercelulares, en las que se encontraron secto-
res constituidos por elementos traqueales cortos dispues-
tos en forma irregular. Las paredes de estos elementos



presentan espesamientos secundarios, lignificados, de tipo
helicado y reticulado, caracteristicos del xilema primario
temprano o protoxilema. En general, los callos de rauli
(N. nervosa) obtenidos mostraron un comportamiento
reticente en cultivo, produciéndose frecuentes pérdidas a
causa de la ocurrencia de necrosis de grupos aislados de
células o del callo en su totalidad. Como consecuencia
de estos inconvenientes, para la realizacidn de la prueba
in vitro de resistencia se cont6 finalmente con un total de
cuatro genotipos, con un niimero de repeticiones que varid
entre 7y 12 por genotipo.

Cocultivo in vitro. Aproximadamente a los 30 dias de ini-
ciados los cocultivos, el micelio fingico entr6é en contacto
con el limite externo del callo. A los 35 dias, en el 91,3%
del total de los cocultivos estudiados (n = 46), el micelio
invadié con distinta intensidad la superficie de los callos
(figura 1) y en los mismos se observé un notable cambio
en el color, de blanco amarillento normal a castafio claro
u oscuro, y un gran aumento de su friabilidad.

DISCUSION

El comportamiento in vitro de Postia pelliculosa ha
sido constatado en otros hongos lignivoros confrontados
con callos de varias especies forestales (Hrib y Rypacek
1981). En dicho trabajo, se observé la invasiéon flngica
del callo en las siguientes confrontaciones: Picea abies
(L.) Karst./ Heterobasidium annosum (Fr.) Bref.-Fagus

Figura 1. Cocultivo Nothofagus nervosalPostia pelliculosa a
35 dias del inicio del ensayo.

Joint culture of Nothofagus nervosalPostia pelliculosa after
35 days from assay beginning.
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sylvatica L. (“haya europea”) / Stereum rugosum (Pers.
ex Fr.)-Betula verrucosa Ehrh. / Piptoporus betulinus
(Bull.) Karsten. En el ambiente natural, estas especies
xil6fagas tienen la capacidad de atacar la albura y a menu-
do el cambium del hospedante. En H. annosum se ha
estudiado con gran profundidad el proceso de infeccién
(Nsolomo y Woodward 1997). Se comprobd, por ejem-
plo, que las hifas del hongo invaden las células parenqui-
madticas de la corteza y la epidermis de embriones de
especies de Pinus resistentes y susceptibles, y que las
células invadidas y las adyacentes responden en todos los
casos con un engrosamiento de la pared celular. A su vez,
se observé en las especies resistentes la lignificacién y
suberizacion de las paredes de las células corticales.
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