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RESUMEN

La contaminacién bacteriana es uno de los mayores problemas del cultivo de tejidos vegetales. El uso de
sustancias antimicrobianas de origen sintético o natural ha devenido en alternativa para su solucién. En la
micropropagacion de la papa (Solanum tuberosum L.) la contaminacion bacteriana produce afectaciones
cuantiosas. En este trabajo se evalud el efecto del Sulfato de gentamicina en el control de un contaminante
bacteriano de alta frecuencia de aparicion. Se realizaron aislamientos, a partir del crecimiento del
microorganismo sobre los medios de cultivo, en plantas in vitro de papa var. Desirée en fase de multiplicacion.
Para su identificacion se emplearon pruebas tintoriales, fisiolégicas y bioquimicas tradicionales asi como el
sistema de identificacion de bacterias BIOLOG. Ademas, se determin6 la minima concentracion inhibitoria
(MCI) y la minima concentracién bactericida (MCB) del Sulfato de gentamicina frente a esta bacteria y se
evaluo su efecto antimicrobiano y fitotoxico en la fase de multiplicacion de las plantas in vitro. Se identifico
como contaminante a Pantoea agglomerans 'y se comprobé que mostro sensibilidad al Sulfato de Gentamicina.
La MCI del antibidtico fue de 0.625 mg.I"" mientras que la MCB fue de 1.25 mg.I"". El mismo no produjo
fitotoxicidad y controlo la contaminacion bacteriana en la micropropagacion de la papa en fase de multiplicacion
en un 80% a una concentracion de 2.5 mg.I".
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ABSTRACT

Bacterial contamination is one of the principal problems of plant tissue culture. The use of natural or synthetic
antimicrobial substances represent an alternative for it solution. In potato micropropagation bacterial
contamination produce serious damages. In this paper the effect of Gentamicine sulfate on control of high
frequently contaminant was evaluated. The microorganism was isolated from media culture of potato cv.
Desirée in vitro plants in multiplication stage. Traditional tintorial, bioquemical and physiological test were
performed for bacteria identification together with BIOLOG bacteria identification system. Besides, the minimal
inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) of Gentamicine sulfate were
determined and it antimicrobial and phytotoxic effect in multiplication stage were evaluated too. Pantoea
agglomerans was identificated as potato contaminant and show sensibility to Gentamicine sulfate. The MIC
was 0.625 mg.I"" and the MBC was 1.25 mg.I"". The antibiotics controlled the contamination in the 80% of
contaminated explants without phytotoxicity at 2.5 mg.I".
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INTRODUCCION

La contaminacion bacteriana es uno de los mayores
problemas del cultivo de tejidos a escala comercial
(Leiferty Cassell, 2001) ya que provoca cuantiosas
pérdidas de material vegetal en los procesos
productivos o de investigacion. En la
micropropagacion de la papa (Solanum tuberosum
L.) es frecuente la presencia de contaminantes de
diferentes especies (Everson et al., 2003).

Los compuestos antimicrobianos pueden ser una
alternativa para solucionar este problema si se
tienen en cuenta aspectos tales como: que la
contaminacion en la poblacion de plantas

cultivadas in vitro esté causada por un mismo
microorganismo, que se realicen las pruebas de
susceptibilidad y se determine la Minima
Concentracion Inhibitoria (MCI), la Minima
Concentracién Bactericida (MCB) o la Minima
Concentracion Fungicida (MCF) asi como que se
verifique su no fitotoxicidad (Alvarado-Capé, 2003).

Este trabajo se llevo a cabo teniendo en cuenta estas
razones y con el objetivo evaluar el efecto
antimicrobiano y fitotdxico del Sulfato de gentamicina
aplicado en el cultivo in vitro de papa (Solanum
tuberosum L) en fase de multiplicacion para el control
de un contaminante bacteriano de alta frecuencia de
aparicion.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Plantas in vitro de papa cv. ‘Desirée’ en fase de
multiplicacion sin contaminacion visible en el medio de
cultivoy contaminadas por bacterias (crecimiento uniforme,
amarillento, brillante, alrededor de la base de los explantes).

Aislamiento e identificacion de los contaminantes
bacterianos

Los contaminantes bacterianos fueron aislados por
agotamiento por estrias al transferir crecimiento
bacteriano con asa de platino a placas de Petri (J90
mm) con medio de cultivo Agar Nutriente (BIOCEN).
Las placas se incubaron a 30 °C durante 24-72 h.
Los aislamientos se purificaron por resiembras en
Agar Nutriente y Agar Triptona Soya (BioCen) y se
conservaron en tubos de ensayo a 4 °C.
Posteriormente fueron examinadas
microscoépicamente y para su caracterizacion se
tuvieron en cuenta los protocolos descritos por Lelliot
y Stead (1987) y Klement et al. (1990). Como in6culos
fueron usados cultivos crecidos sobre Agar Triptona
Soya (BioCen) e incubados a 30 °C durante 24 h.

Después de la identificacion preliminar, a las cepas
se les realizaron pruebas descritas en los manuales
tradicionales (Krieg y Holt, 1994). Como analisis
complementarios se empled el sistema de
identificacion de bacterias BIOLOG (BIOLOG Gram
negative Microplates, Biolog, Inc.) que fue usado
teniendo en cuenta las indicaciones de los fabricantes.
Los resultados fueron leidos visualmente a las 4 y 24
horas y procesados mediante el software BIOLOG
(Biolog MicroLog2 4.01B).

Determinacion de la Minima Concentraciéon
inhibitoria (MCI) y la Minima concentraciéon
bactericida (MCB) del Sulfato de gentamicina

A partir de ensayos preliminares mediante el método
de difusion en disco se determind la sensibilidad de
este contaminante a diferentes antibiéticos entre los
cuales se selecciono el Sulfato de Gentamicina.

La MCI se determino por el método de dilucion en
caldo segun el protocolo descrito por Jorgensen et
al. (1993). Se emplearon concentraciones dobles
decrecientes de Sulfato de gentamicina (SIGMA,
solucion 50 mg.ml') en medio de cultivo Caldo Mueller
Hinton (BIOCEN). La MCB se defini6 al diseminar
con espatula de Drigalski 0.1 ml de todos los tubos
de ensayo sin crecimiento bacteriano aparente, en
placas de Petri de 90 mm de diametro con medio de
cultivo Agar Mueller Hinton (BIOCEN).

La solucion inicial del antibiético se preparé a una
concentracion de 5 120 mg.I""en agua bidestilada y
desionizada y se esterilizo por filtraciéon con
membranas de policarbonato de 0.22 ym (Millipore).
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Determinacion del efecto antibacteriano y
fitotoxico del Sulfato de gentamicina en la
multiplicacion in vitro de la papa

En el medio de cultivo liquido para la multiplicaciéon de
papa compuesto por sales MS (Murashige y Skoog,
1962), tiamina 0.4 mg.I", mio-inositol 100 mg.I",
sacarosa 30g.I", pH 5.6), se incluyo el antibiético en
dos concentraciones (la minima concentracion
bactericida y el doble de esta). En cada recipiente de
cultivo se colocaron 10 explantes (segmento de tallo
de aproximadamente 1cm con al menos una yema
axilar). Incluyendo los controles que no contenian
antibiético (plantas libres de contaminantes con
crecimiento visible sobre el medio de cultivo y plantas
contaminadas), se ensayaron seis tratamientos, con
10 repeticiones cada uno (100 plantas in vitro por
tratamiento). Los explantes subcultivados se
colocaron en camaras de crecimiento a una
temperatura de 18 a 22 °C y luz artificial (aprox. 100
WE.m2.s™"), fotoperiodo de 16 horas luz y 8 oscuridad,
por un periodo de 21 dias. Diariamente se evalué la
manifestacion de contaminacién bacteriana a través
de la turbidez detectada por observacion visual de
los frascos de cultivo que se confirmé por observacion
directa en un microscopio 6ptico (Olympus). Al final
del periodo se cuantificd el nUmero de yemas brotadas,
se midio la altura (cm) de las plantas in vitro y se
describieron las caracteristicas fenotipicas de estas
en cada tratamiento.

Aquellos recipientes de cultivo que no manifestaron
turbidez se subcultivaron en medio de cultivo liquido
para la multiplicacion de papa sin antibiéticos y se
colocaron en condiciones de cultivo similares a las
descritas anteriormente para observar la presencia
de turbidez después de 21dias.

Los datos correspondientes al numero de yemas
brotadas y a la altura de las plantas in vitro se
analizaron por medio de un ANOVA de clasificacion
simple y las diferencias entre las medias se
procesaron a través de la prueba de rangos multiples
de Duncan, previa comprobacion de los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianza.

El procesamiento estadistico de los datos de las
variables estudiadas se realizé con el paquete
estadistico Statistic Package for Social Science
(SPSS) version 10.0 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de Ilos
contaminantes bacterianos

Se identific6 como contaminante de las plantas in
vitro de papa en fase de multiplicacién a Pantoea
agglomerans (Tabla1). La cepa designada como
CCIBP-Bas1 se incluyo en la coleccion de cultivos
microbianos del Instituto de Biotecnologia de las
Plantas (UCLV).
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Tabla 1. Principales caracteristicas de Pantoea agglomerans (CCIBP-Bas1), contaminante de plantas in vitro

de papa cv. Desirée en fase de multiplicacion.

Caracteristicas

Pantoea agglomerans

Color de la colonia en AN
Motilidad
Catalasa
Hugh y Leifson
oxidativo
fermentativo
alcalino
Oxidasa
Indol
Ureasa
Pigmento
rojo
amarillo
Crecimiento en McConkey
Citrato de Simmons
Produccién de H2S
Dihidrdlisis de la arginina
Descarboxilacién de la lisina
Acido de la Glucosa
Gas de la Glucosa
Hidrolisis del almidén
Formacién de acido de:
Dulcitol
Inositol
Lactosa
Manitol
Rafinosa
Sorbitol
Sacarosa

Xilosa

Amarillo
+

+

V- reaccion variable

Entre las caracteristicas de esta especie se
encuentran que es un bacilo Gram negativo que
pertenece a la familia Enterobacteriaceaea, puede
colonizar tejidos tanto de animales como de plantas
(Krieg y Holt, 1986).

Savela y Uosukainen (1994) refieren a Pantoea
agglomerans como contaminante del 56.0% de los
explantes de manzano (Malus pumila) en la Fase de
Establecimiento. Asimismo, de 33 cepas obtenidas
por Cassells y Tahmatsidou (1996) como

contaminantes de Hydrangea e identificadas como
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, 11
correspondieron a esta especie.

Igualmente, Asis y Adachi (2004 ) informaron sobre
la presencia de Pantoea agglomerans como un
endofito diazotrofo en tallos de plantas de boniato
(Ipomoea batata) cv. Koganesengan.

Otros contaminantes han sido identificados en la fase
de multiplicacion de la micropropagacion de la papa.
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Por ejemplo, Everson et al. (2003) encontraron a
miembros de las familias Acetobacteriaceae y
Enterobacteriaceae asi como los géneros
Corynebacterium, Pseudomonas y Xanthomonas.

Determinacion de la Minima Concentraciéon
inhibitoria (MCI) y la Minima concentraciéon
bactericida (MCB)

Se comprobd que Pantoea agglomerans CCIBP-
Bas1 mostro sensibilidad al Sulfato de Gentamicina
y que la MCI fue de 0.625 mg.I" mientras que la
MCB fue de 1.25 mg.I".

Estos resultados coincidieron con los referidos
por Reed et al. (1997) para el control de
contaminantes bacterianos del cultivo de tejidos
de avellano (Corylus avellana L.) donde
encontraron que el Sulfato de Gentamicina fue
el mas efectivo pues inibio el crecimiento de
aproximadamente la mitad de las cepas a
concentraciones por debajo de 6.25 mg.I".
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Otros antibidticos tales como Estreptomicina,
Ampicilina, Cloranfenicol y Tetraciclina en
concentraciones entre 32 y 256 mg.I'" (MCI) se refieren
con buenos resultados en la inhibicion del crecimiento
de otros contaminantes bacterianos de papa (cv. Astrid,
Baronesay Eliza) (Everson y de Luces, 2003).

Determinacion del efecto antibacteriano y
fitotoxico del Sulfato de Gentamicina en la
multiplicacion in vitro de la papa

El Sulfato de Gentamicina a las concentraciones
ensayadas no produjo fitotoxicidad cuando fue afadido
al medio de cultivo para la multiplicacion in vitro de
Solanum tuberosum cv. ‘Desirée’ (Tabla 2) y controld
la contaminacion bacteriana en un 80% a la
concentracion de 2.5 mg.I" después de 21 dias de
cultivo (Figura 1). Cuando fueron subcultivados los
explantes a medio de cultivo sin antibiético, no se
observo al final del periodo de incubacion turbidez visible
ni celulas bacterianas en observacion al microscopio
optico lo que indico la efectividad del antibidtico.

Tabla 2. Efecto del Sulfato de Gentamicina aplicado en el medio de cultivo para la multiplicacion de plantas in vitro

de papa cv. ‘Desirée’.

Sulfato de Gentamicina

Numero de yemas brotadas

Altura de las plantas in vitro

(mg.I™) por recipiente de cultivo (cm)
Plantas in vitro sin contaminacién visible
1.25 9.40 a 5.23
2.5 8.75 ab 5.31
0 9.22 a 5.25
Plantas in vitro contaminadas

1.25 8.50 b 4.85
2.5 8.00 bc 4.76
0 7.30c 4.95

Medias con letras no comunes difieren segun la prueba de rangos multiples de Duncan (p < 0.05).
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17 21

Figura 1. Control de la contaminacion por Pantoea agglomerans en plantas in vitro de papa cv. ‘Desirée’ en fase de
multiplicacion por la inclusién de Sulfato de Gentamicina en el medio de cultivo.
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En el resto de las evaluaciones fenotipicas
efectuadas se observd que no aparecieron
manifestaciones de clorosis, necrosis ni albinismo
en las plantas brotadas, de forma similar al control
sin contaminacion visible. A diferencia de esto el
control contaminado mostré clorosis y necrosis
de la hoja basal, disminucién del tamafio de las
hojas y numerosas raices aéreas.

La concentraciéon del antibiético que se puede
afiadir al medio de cultivo para el tratamiento de
los tejidos vegetales contaminados esté limitada
unicamente por el efecto fitotdxico que este pueda
ejercer y depende de la forma de aplicacioén, el
genotipo, el tipo de tejido, etc. Conocer la MCB
permite definir la estrategia de trabajo para su uso
(George, 1993). En este caso los mejores
resultados se alcanzaron con doble de la MCB
(2.50 mg.I"").

De forma general el éxito de la aplicacién de
antibioticos en el cultivo in vitro varia segun los
criterios, tipo y meétodos de aplicacion,
concentracion de microorganismos, etc., y
depende en gran medida del desarrollo de un buen
protocolo (Barrett y Cassells, 1994).

En el caso del Sulfato de Gentamicina, Diaz et
al. (1998) lo emplearon en concentraciones de 10.0;
30.0y 50.0 mg.I"" para el tratamiento de plantas in
vitro de cafia de azucar y lograron mantenerlas
libres de contaminantes visibles aunque a las
concentraciones mas altas encontraron
fitotoxicidad.

Everson y de Luces (2003) informaron que solo
Ampicilina no afecto la supervivencia y el desarrollo
normal de plantas in vitro de papa cv. Baronesa
contaminadas con bacterias, cuando fue aplicada
al medio de cultivo y la recomendaron para la
descontaminacién. Sin embargo, el Cloranfenicol,
la Tetraciclina y la Estreptomicina produjeron
efectos fitotoxicos severos en el crecimiento y el
coeficiente de multiplicacion.

CONCLUSIONES

Se identific6 a Pantoea agglomerans como
contaminante de la fase de multiplicacion de la
micropropagacion de la papa. El mismo pudo ser
controlado en un 80% de los explantes
contaminados por la aplicacién de Sulfato de
gentamicina a una concentracion de 2.5 mg.I"' que
no resulto fitotdxica.
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