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RESUMEN

La propagacion in vitro de Colocasia esculenta se limita por la presencia de contaminantes
microbianos, especialmente bacterias. El objetivo de este trabajo fue demostrar que la inclusién
de acciones para el manejo de la contaminacién bacteriana en la propagacion in vitro de C.
esculenta cv. ‘INIVIT MC-2012’ a partir de explantes de campo, puede reducir las pérdidas. Se
emplearon dos protocolos de propagacion in vitro y se comparo6 la incidencia de contaminantes
bacterianos en las fases de establecimiento y multiplicacion. Un protocolo modificé al otro con
acciones para el manejo de la contaminacion bacteriana. En cada uno se parti6 de 20 rizomas
primarios de los que se extrajeron al menos dos yemas axilares y de cada una se establecio
una linea. Se cuantificd el nimero de explantes contaminados con bacterias por subcultivo. La
contaminacién bacteriana se observo en el medio de cultivo debajo de los explantes o alrededor
de estos lo que indica al explante inicial como fuente primaria de contaminacién. Con la
aplicacion del protocolo modificado se redujo el porcentaje de pérdidas por contaminacion
bacteriana en todos los subcultivos evaluados. En el establecimiento in vitro no rebaso el 5%.
La combinaciéon de acciones para el manejo de la contaminaciéon bacteriana entre las que se
encuentran la reduccion del tamafio del explante, el trabajo por lineas y la deteccion visual de
contaminantes previo al subcultivo del material vegetal reduce la presencia de contaminantes
bacterianos en la propagacion in vitro de C. esculenta cv. ‘INIVIT MC-2012".
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Bacterial contamination management on in vitro propagation of axillary
buds of Colocasia esculenta cv. ‘INIVIT MC-2012’

ABSTRACT

The in vitro propagation of Colocasia esculenta is limited by the presence of microbial
contaminants, especially bacteria. The objective of this work was to demonstrate that the
inclusion of actions for the bacterial contamination management in the in vitro propagation of
C. esculenta cv. ‘INIVIT MC-2012’, from field explants, can reduce losses. Two in vitro propagation
protocols were used and the incidence of bacterial contaminants in the establishment and
multiplication stages was compared. One protocol modified the other with actions for the
management of bacterial contamination. In each one, 20 primary rhizomes were taken from
which at least two axillary buds were extracted and from each one a line was established. The
number of explants contaminated with bacteria per subculture was quantified. Bacterial
contamination was observed in the culture medium below or around the explants, indicating
the initial explant as the primary source of contamination. With the application of the modified
protocol, the percentage of losses due to bacterial contamination in all subcultures evaluated
was reduced. In the in vitro establishment it did not exceed 5%. The combination of actions
for the management of bacterial contamination among which are the reduction of the size of
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the explant, the work by lines and the visual detection of contaminants prior to the subculture
of the plant material reduces the presence of bacterial contaminants in the in vitro propagation

of C. esculenta cv. ‘INIVIT MC-2012".

Keywords: contaminant detection, explant, taro

INTRODUCCION

La propagacion in vitro de malanga (Colocasia
0 Xanthosoma) tiene gran importancia
econdmica ya que permite proveer de semilla
de alta calidad genética y sanitaria a los
productores. Generalmente el material vegetal
inicial son yemas axilares o &apices
meristematicos (Yam et al., 1990; Garcia et
al., 1999; Rodriguez et al., 2003; Vermay
Cho, 2010; Nath et al., 2012; Medero et al.,
2016). Sin embargo, las técnicas de
propagacion in vitro han tenido limitaciones
debido a la contaminacién microbiana,
principalmente por bacterias (Hernandez et
al., 2005; Folgueras, 2006; Carrazana et al.,
2011; Vilchez et al., 2011; Hossain, 2012;
Santos et al., 2015).

Estos contaminantes causan pérdidas
econdmicas en las industrias de cultivo de
tejidos vegetales. Unido a ello, la
manipulacion incorrecta del material vegetal
y un medio ambiente no estéril aumentan
la tasa de contaminacién microbiana
(Leelavathy y Sankar, 2016; Orlikowska et al.,
2017).

En este contexto, para reducir las pérdidas
por la presencia de contaminantes
bacterianos en el cultivo in vitro de malanga
se han referido diferentes estrategias. Entre
ellas se menciona el cultivo de las plantas
madre en un sustrato estéril (Keolanui et al.,
1993), el uso de antibidéticos (Rodriguez et
al., 2003), la aplicacion de electroterapia
(Vilchez et al., 2011) o no eliminar las plantas
contaminadas con bacterias (Carrazana et al.,
2011). Otros autores como Santos et al.
(2015) comprobaron que el empleo de
meristemos disminuye su incidencia. Sin
embargo, también se ha considerado que la
aplicacion de medidas para la prevenciony el
manejo de la contaminacion microbiana en el
cultivo in vitro de plantas suelen ser mas
efectivas, duraderas y econdémicas (Leifert
etal., 1994; Leifert y Cassells, 2001; Alvarado-
Cap6, 2003). Este enfoque no ha sido
empleado de forma rutinaria en la propagacion
in vitro de malanga.

Atendiendo a lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue demostrar que la inclusién de
acciones para el manejo de la contaminacion
bacteriana en la propagacion in vitro de C.
esculenta cv. ‘INIVIT MC-2012’ a partir de
explantes de campo, puede reducir las
pérdidas por este concepto.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon rizomas primarios de Colocasia
esculenta (L.) Schott cv. ‘INIVIT MC-2012’,
proveniente del Banco de Germoplasma del
INIVIT donde se siguieron las indicaciones del
Instructivo Técnico de la Malanga (MINAG,
2012) para las atenciones agronémicas. Los
rizomas cumplian con las caracteristicas
fenotipicas de los descriptores de la especie
y cultivar (Medero et al., 2014), no
presentaban sintomas visuales de
enfermedades y fueron cosechados después
de 12 meses de cultivo en campo (Figura 1).

Se compard la incidencia de contaminantes
bacterianos en las fases de establecimiento
y multiplicacion de C. esculenta con el empleo
de dos protocolos de propagacion in vitro a
partir de rizomas primarios de plantas
cultivadas en campo.

El primero, propuesto por Garcia et al. (1999)
y el segundo, este mismo protocolo modificado
por Gutierrez et al. (2017) que incluye pasos
en el procedimiento para el manejo de la
contaminacion bacteriana.

Para cada protocolo se partié de 20 rizomas
primarios de los cuales se extrajeron al menos
dos yemas axilares. De cada una se establecio
una linea que se conformd por todos los
explantes que se derivaron de ella y que se
manejaron en cada subcultivo separados de
otras lineas.

Los subcultivos se realizaron cada 18 dias en
camara de crecimiento a 26+2 °C, con luz
continua blanca fluorescente (150 imol m=2s-1)
y fotoperiodo 16 horas luz (Medero et al., 2015).
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Figura 1. Plantas (a) y rizomas (b,c) de Colocasia esculenta cv. ‘INIVIT MC-2012".

En cada subcultivo (establecimiento y tres
subcultivos de multiplicacién) se cuantifico el
numero de explantes contaminados con
bacterias (por observacion visual de los
recipientes de cultivo y comprobacion de la
presencia del grupo microbiano en
observaciones directas al microscopio 6ptico,
400x y 1000x). Se calcul6 el porcentaje de
contaminacién bacteriana con respecto al
total de explantes al inicio del subcultivo.
Todos los explantes contaminados se
eliminaron del proceso.

RESULTADOS Y DISCUSION

La contaminacion bacteriana se observo en
el medio de cultivo debajo de los explantes o
alrededor de estos lo que coincidié con
descripciones previas en el cultivo in vitro de
malanga (Carrazana et al., 2011; Gutierrez et
al., 2015). De forma general, los caracteres
culturales del crecimiento bacteriano fueron
similares en todos los explantes de una misma
linea lo que apunta al explante inicial como
fuente primaria de contaminacion.

Con la aplicacién del protocolo para la
propagacion in vitro de C. esculenta a partir
de rizomas de plantas cultivadas en campo
(Garcia et al., 1999) modificado por Gutierrez
et al. (2017) se redujo el porcentaje de
pérdidas por contaminacion bacteriana en
todos los subcultivos evaluados (Figura 2),
con cero contaminantes visibles en los dos
primeros de multiplicacion. Este protocolo
incluye como aspectos esenciales para el
manejo de la contaminacion bacteriana la
reduccion del tamafio del explante (empleo
de yemas axilares de 0.3-0.5 cm), el cultivo
individual de los explantes en la fase de
establecimiento in vitro en tubos de ensayo
con un explante en cada uno, un protocolo

para la deteccion visual de contaminantes
bacterianos previo a cada subcultivo, el
trabajo por lineas a partir de cada explante
inicial hasta el tercer subcultivo de
multiplicacion, medidas de asepsia y
procedimientos para el uso del instrumental y
la capacitacion del personal en la tematica
contaminacién microbiana en el cultivo in vitro
de plantas.

Aunque en este trabajo se emplearon
explantes iniciales procedentes de campo la
contaminacion bacteriana no rebaso el 5%
en el establecimiento in vitro. La reduccion
del tamario del explante inicial es una de las
modificaciones que se introdujeron en el
protocolo propuesto por Garcia et al. (1999)
y que contribuyé a que disminuyeran las
pérdidas en mas de un 20%. En este cultivar,
Santos et al. (2015) demostraron que la
utilizacion de meristemos extraidos de rizomas
brotados en zeolita reduce la incidencia de
contaminantes. Sin embargo, el porcentaje
de regeneracion de plantas a partir de
meristemos en muchas ocasiones es limitado.
La posibilidad de poder emplear yemas axilares
de material vegetal diagnosticado como libre
de virus, directo de campo, sin alta incidencia
de contaminantes bacterianos, es una
alternativa para la propagacion de plantas in
vitro (Rodriguez et al., 2003).

Por otra parte, la deteccidon de contaminantes
bacterianos previo al subcultivo de los
explantes con un protocolo definido y el
entrenamiento del personal contribuye a que
solo se manipulen explantes libres de
contaminantes microbianos visibles. Esta es
una préactica sencilla que no requiere gastos
adicionales y garantiza que no se disemine la
contaminacion con el instrumental durante la
manipulacion de los explantes.
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Figura 2. Incidencia de contaminacion bacteriana en el establecimiento y multiplicacion
in vitro de yemas axilares de Colocasia esculenta INIVIT MC-2012 con el empleo de dos
protocolos de propagacion. E establecimiento, M multiplicacion, P protocolo de propagacion,
P1 Garcia et al. (1999), P2 Garcia et al. (1999) modificado por Gutierrez et al. (2017).

De igual forma, el trabajo por lineas aseguro
que los explantes de diferente origen no se
mezclaran. Con ello se garantizo la trazabilidad
del material vegetal. Aunque pudieran parecer
engorrosas las operaciones de manipulacion
de los explantes por lineas hasta el tercer
subcultivo este procedimiento permite manejar
mejor la contaminaciéon bacteriana. En este
sentido, pueden ser descartadas las lineas
contaminadas o separar las que ya hayan
presentado explantes contaminados (en el
caso en que no se manifieste crecimiento
bacteriano en todos los explantes de la linea
a la misma vez, asociado al explante inicial),
eliminarlas del proceso o definir otra estrategia
productiva como por ejemplo, formar un solo
lote con esas lineas, no continuar
multiplicandolas sino transferirlas a la fase de
enraizamiento para llevarlas a la fase de
aclimatizacion.

En el tercer subcultivo de multiplicacion,
después de dos sin presencia de
contaminantes bacterianos en la propagacion
con el protocolo modificado por Gutierrez et
al. (2017), nuevamente se observo
contaminacion bacteriana aunque en 73.4%
menos que con el protocolo original. La
aparicion de contaminantes bacterianos en
la fase de multiplicacidon y su incremento con
el nimero de subcultivos ha sido mencionada
por otros autores en diferentes cultivos y se
asocia a la presencia de contaminantes

enddogenos (Leifert et al., 1994; Carrazana et
al., 2011; Santos et al., 2015; Orlikowska et
al., 2017). En tal sentido, Carrazana et al.
(2011) determinaron el caracter enddfito de
las bacterias en el cultivo in vitro de malanga
Xanthosoma cv. ‘México 08'.

Los resultados demostraron la importancia de
considerar en la propagacién in vitro
procedimientos de manejo de la contaminacion
bacteriana que faciliten la toma de decisiones,
eviten la mezcla de explantes contaminados
y no contaminados en un mismo recipiente
de cultivo y la diseminacion de los
microrganismos. En este contexto el
entrenamiento al personal es determinante.

CONCLUSIONES

La combinacién de acciones para el manejo
de la contaminacion bacteriana entre las que
se encuentran la reduccion del tamafio del
explante, el trabajo por lineas y la deteccién
visual de contaminantes previo al subcultivo
del material vegetal reduce la presencia de
contaminantes bacterianos en la propagacion
in vitro de C. esculenta cv. ‘INIVIT MC-2012".
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