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RESUMEN

Aun no se cuenta con protocolos eficientes de micropropagaciéon de Guadua angustifolia Kunth debido a dos
problemas principales en la fase de establecimiento: la necrosis de los explantes y la presencia la de
microorganismos contaminantes. En este trabajo se realizé el aislamiento e identificacion de un contaminante de
alta frecuencia de aparicion en una poblacién de plantas in vitro de Guadua (Guadua angustifolia Kunth) en la fase
de establecimiento. Ademas, se determiné la minima concentracion inhibitoria (MCI) mediante los métodos de
dilucion en Agar y difusion en Agar del Sulfato de Gentamicina. El contaminante aislado de la fase de establecimiento
se identificé como perteneciente al género Bacillus. Se comprobé que este microorganismo mostré sensibilidad
al Sulfato de Gentamicina y la MCI fue de 1ug.ml-" por ambos métodos. El empleo de este antibidtico puede ser una
alternativa para solucionar el problema de la presencia de contaminantes bacterianos en el cultivo de tejidos de
Guadua angustifolia luego que se verifique su no fitotoxicidad.

Palabras clave: bambu, contaminaciéon microbiana, Sulfato de gentamicina

ABSTRACT

Efficient protocols of Guadua angustifolia Kunth micropropagation are not reported due to two principal problems
for establishing it: explants necrosis and microbial contamination. In this work a high frequent bacterial contaminant
in the in vitro establishment of Guadua was isolated and identified . Besides, the minimal inhibitory concentration
(MIC) of Gentamicin sulphate was determined by two methods: dillution and diffusion in Agar methods. Bacterial
contaminant isolated was identified as belonging to Bacillus genus. Sensitivity of Bacillus sp. to Gentamicin sulphate
was proved and the value of MIC (1ugml') was obtained using both methods. The use of this antibiotic will be an
alternative for the solution of in vitro bacterial contamination problems in Guadua angustifolia tissue culture once
no existance of phytotoxicity is verified.
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INTRODUCCION

La Guadua (Guadua angustifolia Kunth) es un bambu
gigante que por muchos afos ha estado ligada a la
idiosincrasia, cultura y economia de diferentes pueblos.
La Guadua, como recurso natural renovable, cuenta
con grandes posibilidades econémicas ya que su
utilizacion permite disminuir costos cuando es
empleada como materia prima. Los tallos se han
utilizado en la fabricacion de artesanias, muebles y
multitud de enseres, asi como, en un insustituible
material de construccion de viviendas de toda clase y
nivel social. Sus cualidades la hacen un material idéneo
para estructuras sis-morresistentes y como auxiliar en
las construcciones de cemento. Por sus excelentes
propiedades fisicomecanicas, su resistencia al ataque
de insectos, su belleza y por la diversidad de
aplicaciones que se le dan, representa una valiosa
alternativa econémica que ha coadyuvado a mitigar la
problematica social del campo (Martinez, 2001).

En el mundo se utiliza la micropropagacién como la
principal biotécnica aplicada a varias especies de
bambu, la cual se ha logrado con éxito en especies

asiaticas (Ramayake et al., 2001). Sin embargo, en
especies americanas como la Guadua angustifolia
aun no se cuenta con protocolos eficientes de
micropropagacién, debido a dos problemas
principales en el establecimiento: la necrosis de los
explantes y presencia la de microorganismos
contaminantes (Fajardo, 2006).

En la fase de establecimiento de especies lefiosas, la
presencia de microorganismos es un serio problema
que afecta su cultivo in vitro (Quintero 1997; Jiménez,
1998). El explante inicial constituye la fuente principal
de contaminacion, propiciado quizas, por las
caracteristicas anatémicas propias de las especies.

Varios son los métodos que se emplean para la
eliminacion de contaminantes microbianos durante
el cultivo in vitro de plantas. Se han empleado con
tales fines métodos fisicos, biolégicos y quimicos
(Leiferty Cassells, 2001). Dentro de este ultimo, el
uso de sustancias antimicrobianas, en particular
antibioticos, ha resultado adecuado en los casos
en que se identifica el microorganismo presente y
se evalua su susceptibilidad.



10

Teniendo en cuenta estos criterios este trabajo se
propuso como objetivos aislar e identificar un
contaminante de alta frecuencia de aparicioén durante
la fase de establecimiento in vitro de Guadua
angustifolia y evaluar su susceptibilidad frente a
antibiodticos para su control.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Explantes de Guadua angustifolia Kunth. en fase
de establecimiento, con presencia de contaminantes
bacterianos (crecimiento uniforme, amarillento,
brillante, alrededor de la base de los explantes).

Aislamiento e identificacion

Los contaminantes bacterianos fueron aislados por
agotamiento por estrias en medio de cultivo Agar
Nutriente (BIOCEN) (AN). Las placas se incubaron
a 30°C durante 24-72 horas. Los cultivos puros,
obtenidos por resiembra en medio de cultivo
bacterioldgico, se conservaron en cufias de medio
de cultivo a 4 °C. Para su identificacion, fueron
examinadas microscopicamente y se tuvieron en
cuenta los protocolos descritos por Klement et al.
(1990).

Pruebas de susceptibilidad

Se evaluaron cuatro antibiéticos con el objetivo de
determinar el mas adecuado para el control del
contaminante bacteriano. Se ensayaron dos
aminoglucosidos (Sulfato de Gentamicina (MERCK)
50mg.ml'y Sulfato de Kanamicina (SIGMA)
100mg.ml"). Ademas, Ampicilina, Sal sédica
(MERCK) 100 mg.ml' como B- Lactamico y la
Rifampicina (MERCK) 100mg.ml* como inhibidor de
ARN polimerasa.

Se empled el método de difusion en Agar. El indculo
bacteriano que fue ajustado al tubo 0.5 de la escala
de Mc Farland (aprox. 1-2x108 ufc.ml"") y se estrio6
en placas de Petri con medio de cultivo Agar Muller-
Hinton (Biocen) (AMH) con el empleo de un hisopo
estéril. Se agregaron 5 pl de cada solucion del
antibiético a discos de papel de filtro (d 5 mm)
Whatman 1 y se colocaron cuatro discos por placa
de Petri, con ayuda de una pinza, que se incubaron
a 30 °C durante 48 horas. Al cabo de este tiempo se
realizo la evaluacion donde se midi6 el valor del
diametro del halo o zona de inhibicion (mm),
restandole el diametro del disco de papel de filtro (5
mm.)

Determinacién de la Minima Concentracién
Inhibitoria (MCI)

Se procedio a determinar la MCI del antibiético que
mostré mejores resultados en el control bacteriano.
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Se ensayaron dos métodos: dilucidon en Agar y
difusion en Agar.

Dilucién en Agar

Se ensayaron concentraciones decrecientes del
antibidtico en diluciones seriadas dobles desde 64.0
a 0.25 mg.ml' en medio de cultivo AMH. Se siguié
el esquema de dilucion de referencia segun
Jorgensen et al. (1993) que incluye una dilucion final
de la concentracion de los antibidticos en el Agar de
1:10. Se prepararon dos réplicas de cada
concentracion del antibidtico. Ademas, se incluyeron
placas con medio de cultivo AMH y AN libres de
antibiotico para ser usadas como controles de
crecimiento. Para la preparacion de los inéculos el
método utilizado fue el de suspension directa de
colonias segun lo descrito por Jorgensen et al. (1993)
y la inoculacién de las placas se realizd segun el
protocolo propuesto por Alvarado-Cap6 et al. (2003).
Se realizaron ocho aplicaciones por placa de Petri
las cuales se tomaron como réplicas.

Las placas se incubaron a 30°C en la oscuridad
durante 48h. Las evaluaciones se realizaron a las 24
y 48h. Para ello, las placas se colocaron sobre una
superficie que no reflejara la luz, se comprobo el
crecimiento bacteriano en los controles y se
determiné la menor concentracion del antibiodtico que
inhibié completamente el crecimiento bacteriano la
cual fue tomada como MCI.

Difusién en Agar

Para este método se siguié un protocolo similar al
descrito anteriormente para la evaluacion de la
susceptibilidad del contaminante a los cuatro
antibiéticos. Se emplearon consentraciones
decrecientes en diluciones seriadas dobles del
antibiético seleccionado desde 64 a 0.25 mgml-'. A
las 48h se midio la zona de inhibicion y se tomé
como MCI la menor concentracion que inhibio el
crecimiento bacteriano.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento e Identificaciéon

En el examen microscopico se detectaron células
en forma de bastones (bacilos), con presencia de
endosporas y fueron positivas a la tincion de Gram.
De acuerdo con las diferentes pruebas realizadas,
los contaminantes aislados se identificaron como
pertenecientes al género Bacillus (Tabla1).

De forma general, en la literatura cientifica se refieren
altos indices de contaminacion microbiana en el
establecimiento de explantes de Guadua (Marulanda
etal., 2002; Jiménez et al., 2006), sin embargo, no
se describen estudios relacionados con la
identificacion de estos microorganismos. Este trabajo
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constituye el primer informe de identificacion de
Bacillus sp. como contaminante bacteriano en la
fase de establecimiento de Guadua angustifolia.

La presencia de bacterias en los medios de cultivo
tiene diversos efectos sobre las plantas in vitro.
Generalmente no afectan directamente a estas, pero
se alimentan y desarrollan muy rapidamente en el
medio de cultivo utilizan los nutrientes de éste y
producen una fuerte presion de competencia, de la
cual normalmente el explante sale mas perjudicado.
Algunas bacterias también atacan a los tejidos de la
planta y ocasionan enfermedades y degradacion de
los tejidos (Fonturbel, 2001).

En particular el género Bacillus ha sido descrito
como contaminante frecuente del cultivo in vitro
de plantas (Alvarado-Cap6, 2003; Thomas, 2004)
y su predominio pudiera deberse a su alta
capacidad de adaptacion. En especies de Bacillus
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se han descrito una amplia diversidad de habilidades
fisiologicas, pudiendo encontrar aislados desde
psicrdéfilos a termofilos, acidofilicos a alcalinofilicos,
algunas cepas son tolerantes a las sales y otras
tienen requerimientos especificos de estas (Claus y
Berkely, 1986).

El género Bacillus se puede considerar como
vitropatégeno ya que ha sido descrito como reductor
del crecimiento en el cultivo de tejidos vegetales
(Leifertetal., 1994; Alvarado-Cap¢ et al., 2003) y por
tanto, precisa ser eliminado del proceso.

Pruebas de susceptibilidad

De los cuatro antibidticos ensayados el Sulfato de
Gentamicina fue el de mayor efectividad para el
control del contaminante bacteriano ya que mostro
mayor halo de inhibicién con una menor
concentracion (Tabla 2).

Tabla 1. Principales caracteristicas de la cepa del género Bacillus contaminante de establecimiento in vitro de

Guadua angustifolia  Kunth.

Caracteristicas

Bacillus sp.

Color de la colonia en AN

Catalasa
Espora
Forma

Posicién

Amarilla
+
+
Esférica

Central

Deformacion del esporangio -

Hughy Leifson
oxidativo
fermentativo
alcalino
Caseina
Almidon
Gelatina
Indol

Gas de la Glucosa

Rojo de Metilo

Tabla 2. Evaluacion del efecto de cuatro antibidticos frente al crecimiento de Bacillus sp. mediante el método de

difusién en Agar

Antibiéticos

Halos de inhibicién (mm)

Sulfato de Gentamicina (50mg.m|'1)
Sulfato de Kanamicina (100mg.mi™ )
Ampicilina, Sal sédica (100mg.ml™")

Rifampicina (100mg.mi™)

8

0
2
0
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Similares resultados fueron alcanzados por Habiba
etal. (2002) que al evaluar, mediante difusion en agar,
diferentes antibioéticos para el control de
contaminantes bacterianos enddfitos de bananos,
encontraron que el ciento por ciento de los aislados
fueron sensibles al Sulfato de Gentamicina. Ademas,
lograron obtener explantes libres de contaminacion
bacteriana con el pretratamiento de estos en solucion
con Sulfato de Gentamicina a una concentracion de
160mg.I""durante 1 hora y 40 minutos.

Falkiner (1990) refiere que los antibiéticos que actuan
especificamente en la pared celular de las bacterias
pueden ser mas satisfactorios para el control de
contaminantes en cultivo de células de plantas. El
sulfato de Gentamicina es una sustancia
policationica que se unen a las cargas negativas del
lipopolisacarido de la pared celular bacteriana,
penetra y se une a las subunidades 30 y 50S del
ribosoma e inhiben la sintesis proteica (Mensa et
al., 1999).

Determinacién de la Minima Concentracién
Inhibitoria (MCI)

Dilucion en Agar

El Sulfato de Gentamicina logré controlar a la cepa
de Bacillus sp. a una concentracion de 1mg.ml
que fue su MCI. Este antibiético fue empleado por
autores como Reed et al. (1997) para el control de
contaminantes bacterianos de tejidos de Avellano
(Corylus avellana L.) y resulto ser el mas efectivo ya
que logré el control de la mitad de los aislados a
concentraciones por debajo de 6.25mg.ml".

De igual forma, Alvarado-Cap6 (2003) encontré
similares resultados al aplicar el Sulfato de
gentamicina, ya que este antibiotico logré inhibir el
crecimiento del 95.6% de los contaminantes de cafia
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de azucar (Saccharum spp.hibrido) con
concentraciones menores o iguales a 4mg.ml.

El empleo de antibidticos en el cultivo in vitro de
plantas para el control de la contaminacion bacteriana
ha tenido buenos resultados y no se ha planteado a
las bacterias como altamente resistentes a los
antibiéticos. Autores como Kbneifel y Leonhardt
(1992), Barrett y Cassells (1994), Alvarado-Cap6
(2003) y Digonzelli et al. (2005) encontraron que las
bacterias contaminantes analizadas fueron sensibles
a un gran numero de antibioticos.

Difusién en Agar

Se logro determinar la MCl del Sulfato de Gentamicina
frente a Bacillus sp. empleando el método de difusion
en Agar. La minima concentracion inhibitoria de este
resulté ser 1mg.ml'. Ademas, se encontré relacion
entre el aumento del diametro del halo de inhibicion y el
aumento de la concentracion del antibidtico (Figura 1).

Los valores de MCI del Sulfato de Gentamicina para
Bacillus sp. coincidieron en ambos métodos
utilizados (dilucién en agar y difusién en agar) lo cual
indica la validez del método de difusidon en Agar para
este proposito. Similar resultado fue encontrado por
Saikia et al. (2001) al determinar la zona de
inhibicion, minima concentracion inhibitoria y minima
concentracion fungicida de varios aceites mediante
el método de difusién en agar.

El contar con métodos estandarizados faciles y
eficientes que permitan obtener MCI de determinada
sustancia frente a microorganismos contaminantes
del cultivo in vitro, constituye una herramienta
importante para los laboratorios que se dediquen al
cultivo de tejidos. Esto les permite trazar estrategias
de trabajo para la eliminacion de estos
microorganismos.

Figura 1. MCI del Sulfato de Gentamicina mediante el método de difusion en Agar frente a Bacillus sp. aislado en

la fase de establecimiento de Guadua angustifolia.
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CONCLUSIONES

Se identificd Bacillus sp. como contaminante de la
fase de establecimiento in vitro de Guadua
angustifolia Kunth y se demostré que el Sulfato de
gentamicina resulté ser el antibiético mas efectivo
para su control.
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