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ESTABLECIMIENTO In Vitro DE APICES DE MALANGA
(Xanthosoma sagittifolium Schott)

Arlene Rodriguez®, S. Quintero, Ana J. Rodriguez y Zoila Fundora

ABSTRACT. Theinvitro establishment of taro (Xanthosoma
spp.) is frequently affected by microorganisms, which can
provoke delays of vitroplantlet production. The objective of
this paper was to establish saprophyte microorganism-free
taro in vitro cultural conditions, as well asthe most effective
culture medium for establishing taro from virus-free apex.
Therefore, a superficial bud disinfection with sodium
hypochlorite as well as a treatment with Oxitetracyclin and
Eritromycin for aweek was perfomed in the culture medium.
Six culture media were compared with the commonly used
check at taro initiation. The best medium was that with BAP
1mg.L™), IBA 0.3mg.L™, silver nitrate 5 mg.L ™ and sodium
tiosulphate 5 mg.L™, which induced 65.2 % multiplication
increase, compared to the check.

Key words: Xanthosoma sagittifolium, in vitro culture, plant
protection

INTRODUCCION

La fase de establecimiento in vitro constituye la eta-
pa fundamental en la micropropagacion, pues de ella de-
pende su eficiencia o el posible mantenimiento in vitro
de las plantas, asi como la eliminacion de contamina-
ciones (1, 2, 3, 4) En lamalanga, la mayoria de los proto-
colos de iniciacién comienzan a partir de meristemos, al
igual que en muchos otros cultivos (5, 6).

Se conocen las grandes pérdidas que se producen
al tratar de multiplicar algunas especies vegetales y se
ha planteado que dichas pérdidas por contaminaciones
in vitro pueden oscilar entre 3y 15 % en la mayoria de
los subcultivos, tanto en las producciones comerciales
como en las investigaciones cientificas (7, 8).

Con el fin de detectar los contaminantes in vitro, se
usa el indexado en las diferentes fases del cultivo. Para
ello se utilizan segmentos de cada explante y se cultivan
en medios bacteriologicos, para detectar rapidamente la
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RESUMEN. El establecimiento in vitro de malanga
(Xanthosoma spp.) es frecuentemente afectado por
microorganismos, 1o que puede provocar atrasos en la pro-
duccion devitroplantul as. El objetivo del presentetrabajo fue
establecer |as condiciones de cultivo in vitro de la malanga,
libre de microorgani smos saprdfitos, asi como el medio decul-
tivo mas efectivo para su establecimiento a partir de apices
libresde virus. Se realizo paraello una desinfeccidn superfi-
cial delasyemas con hipoclorito de sodioy un tratamiento en
el medio de cultivo con Oxitetraciclinay Eritromicinadurante
unasemana. Se compararon seis medios de cultivo con €l tes-
tigo comUnmente usado en lainiciacion delamalanga. El mejor
resultado se obtuvo con la adicién de BAP 1 mg.L™,
IBA 0.3mg.L™ nitrato de plata5mg.L™ y tiosulfato de sodio
5mg.L™, queindujo unincremento enla multiplicacion deun
65.2 % por encimadel testigo.

Palabras clave: Xanthosoma sagittifolium, cultivo in vitro,
proteccién de las plantas

presencia de bacterias contaminantes y eliminar los
explantes contaminados (9, 10). Sin embargo, cuando la
totalidad de los explantes se encuentran contaminados
con bacterias enddfitas, se hace necesario buscar méto-
dos efectivos para eliminar la contaminacion del tejido
vegetal y evitar asi pérdidas, tanto de reactivos como de
genotipos valiosos.

En el caso de los medios de cultivo, estos constitu-
yen un factor importante en la competencia por la nutri-
cion, que se establece entre los tejidos que se cultivany
los posibles contaminantes endofitos, y en muchas oca-
siones se requiere agregar al medio componentes que
eliminen o inhiban su crecimiento, por lo perjudiciales que
estos resultan (11).

El objetivo de este trabajo fue obtener un protocolo
eficiente para el establecimiento in vitro de &pices de
malanga libres de microorganismos enddfitos, asi como
el medio de cultivo més efectivo para su desarrollo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron yemas apicales de malanga
(Xanthosoma sagittifolium Schott.) clon ‘Viequera’, libres
de virus (12). Se tomaron secciones de aproximadamen-
te 4 cmde largo, las cuales se lavaron con agua corrien-
te, se trataron con una solucion de detergente comercial
al1 % durante10 min. y se enjuagaron con agua corriente.
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Después se realiz6 la desinfeccion superficial de las
secciones con una solucion de hipoclorito de sodio al
5 % durante 20 min. y se enjuagaron tres veces con agua
corriente.

En el flujo de aire laminar se eliminaron 1.5 cm del
pseudotallo de las yemas y 3-4 mm de la parte basal. La
seccion restante, de unos 2 cm de largo, se cort6é de
modo que formara un cubo de aproximadamente 2 x 1 x
1 cm, en el que la yema apical quedo en el centro.

Las yemas se sumergieron en etanol al 70 % duran-
te 1 min, después se colocaron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2.5 % durante 5 min. y se lavaron
con agua destilada estéril, para eliminar tejido del explante
hasta obtener un tamafio de 5 x 8 mm. Posterior a la
desinfeccidn, las yemas se colocaron en tubos de ensa-
yo con soporte de papel de filtro, con 5 mL de medio liqui-
do, compuesto por las sales y vitaminas de MS (13), su-
plementado con 6-Bencilaminopurina (BAP) 0.1 mg.L™ (14)
y agregandole Oxitetraciclina 30 mg.L™?, Eritromicina
40 mg.L* y azucar refino 30 g.L ™. Como testigo se em-
pled el mismo medio de cultivo pero sin antibioticos (10).

Los antibioticos utilizados se seleccionaron a partir
de los antibiogramas realizados a explantes contamina-
dos con bacterias.

Los cultivos se mantuvieron a la temperatura de
26 £1°Cy enla oscuridad durante siete dias. Después se
transplantaron y se mantuvieron a igual temperatura, pero
con una iluminacion de 3 000 a 5000 lux, con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad en los si-
guientes seis medios de cultivo:
¢+ M1 MS +0.1 mg.L" de BAP
¢ M2 MS + 0.1 mg.L de BAP + 5 mg.L'de AgNO3 +

5 mg.L"de tiosulfato de sodio
M3 MS + 1 mg.L"de BAP + 0.3 mg.L"de IBA (&cido
indol butirico)
M4 MS + 1 mg.L* de BAP + 0.3 mg.L'de IBA +
5mg.L*de AgNO3 + 5 mg.L" de tiosulfato de sodio
M5 MS + 2 mg.L"de BAP + 0.3 mg.L"de IBA
M6 MS + 2 mg.L*de BAP + 0.3 mg.L"de IBA +
5mg.L*de AgNOS + 5 mg.L™ de tiosulfato de sodio

*

*

*

*

En cada medio se implantaron 24 &pices (uno en
cada tubo) y a los 28 dias se evaluaron el largo de los
apices (LA), ancho de los apices (AA), numero de hojas
totales (HT), indice de multiplicacién (E) y nimero de
yemas (Y), asi como las contaminaciones bacterianas.

Los datos se sometieron a un analisis de varianza
siguiendo un disefio completamente aleatorizado. Se
compararon las medias utilizando la prueba de compara-
cién maltiple de Neuman-Keuls.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las contaminaciones con microorganismos que se
presentaron durante la micropropagacion de la malanga
(Xanthosoma sagittifolium Schott), clon ‘Viequera’, fue-
ron eliminadas cuando los apices se colocaron en el medio
de Salazar (14) suplementado con Oxitetraciclina y
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Eritromicina durante una semana. De todos los apices
iniciados con este tratamiento, ninguno presentd conta-
minacion bacteriana a los 28 dias. Sin embargo, los api-
ces utilizados como testigos en el medio de cultivo sin
antibioticos presento la totalidad de los explantes conta-
minados con bacterias, demostrandose la importancia del
empleo de los antibidticos en la eliminacion de las conta-
minaciones enddgenas en las araceas, lo que coincide
con otros resultados (9, 15).

Después de seleccionado el explante y realizada la
desinfeccion superficial con hipoclorito de sodio, no se
eliminaron las contaminaciones producidas por
microorganismos saprofitos, ya que éstas resultan muy
dificiles de quitar y los procedimientos empleados para
su eliminacion no son satisfactorios en muchas ocasio-
nes (9, 16, 17). Sin embargo, en este trabajo el procedi-
miento y los antibioticos utilizados fueron eficientes en la
eliminacién de las contaminaciones enddgenas, lo que
evita la pérdida de materiales genéticos valiosos, asi como
contar con una metodologia para poder utilizar en la pro-
pagacion de plantas vacunadas con una estirpe menos
severa del Dasheen mosaic (poty)virus (DMV-B) que pro-
tege a las plantas contra la estirpe mas severa del virus
(DMV-S) (18).

En la mayoria de los trabajos de iniciacion en la
malanga, se utilizan meristemos, pero el porcentaje de
éxito siempre esté limitado por las dificultades de esta
técnica; de ahi laimportancia de establecer una metodo-
logia eficiente a partir de apices cuando se parte de “se-
milla” libre de virus o vacunada.

Al transplantar los apices a un medio sin antibiéticos
y con variadas concentraciones hormonales, el vigor y el
desarrollo de los apices fueron superiores. En la Tabla |
se puede observar el andlisis de los resultados al compa-
rar los seis medios de cultivo. Se encontraron diferencias
significativas para el largo del apice, el ancho del apice,
el nimero de yemas y el indice de multiplicacion.

Tabla I. Influencia de diferentes medios de cultivo
sobre el crecimiento de los apices

Fuentes GL LA AA IM Y
Tratamientos 5 366 017 33" 0.75
Error 42 1.3 0.04 1.33 0.32
cv 322% 210% 311% 93.1%
X 2.79 0.83 2.85 2.50
Significacion 1% 0.1% 1% 5%

LA: largo de los &pices
AA: ancho de los apices
IM: indice de multiplicacion
Y: nimero de yemas

En la Figura 1 se muestra cémo los medios M3, M4,
M5 y M6 presentaron diferencias significativas en el indi-
ce de multiplicacion respecto al medio control (M1) y al
medio M2. Con esto se demuestra que para el tamafio
utilizado de los apices, no es factible la concentracion de
0.1 mg.L"* BAP y tampoco cuando esta se combina con
la solucién de AgNO3y Tiosulfato de Na (AgT).
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Figura 1. Influencia de los medios de cultivo en el
desarrollo de los 4pices

Las combinaciones utilizadas (BAP 1 mg.L™,
IBA 0.3 mg.L" y BAP 2 mg.L", IBA 0.3 mg.L™") mues-
tran un buen comportamiento cuando se emplearon so-
las y también cuando se combinaron con la solucién de
AgT, a diferencia de los resultados obtenidos en los me-
dios que contenian BAP 0.1 mg.L™.

Aunqgue entre los cuatro medios (M3, M4, M5 y M6)
no existen diferencias significativas para las variables eva-
luadas, es importante destacar que los medios M4 y M6
mostraron valores superiores en el indice de multiplica-
cién, mayor crecimiento de los explantes y un verde mas
intenso de las hojas, cuando se compara con los medios
M3y M5 que no contienen la solucién de AgT.

Los resultados obtenidos permitieron seleccionar
entre los medios M4 y M6 el que menor concentracién de
BAP posee, lo que permite reducir los riesgos de varia-
cién somaclonal por exceso de esta hormonay al mismo
tiempo obtener un porcentaje de proliferacién mayor.

El mejor medio de cultivo en la fase de estableci-
miento resulté el MS suplementado con BAP 1 mg.L?,
IBA 0.3 mg.L?, nitrato de plata 5 mg.L"y tiosulfato de
sodio 5 mg.L™* (M4), ya que el indice de multiplicacion
(con una media de 3.8 explantes) representa un 72.7 %
de produccién por encima del medio MS suplementado
con BAP 0.1 mg.L™* (M1) cominmente usado en la ini-
ciacién de malanga, tratamiento que estuvo entre los de
menor indice de multiplicacion (2.2), al igual que el MS
suplementado con BAP 0.1 mg.L™, nitrato de plata 5 mg.L™
de y tiosulfato de sodio 5 mg.L™ (M2), con una prolifera-
cion de dos explantes.

Los medios M4 y M6, que tuvieron un rendimiento
de un 65.2 y un 43.5 % respectivamente por encima del
control, presentaban mayor vigor y coloracion verde mas
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intenso, lo gue pone de manifiesto no solo el efecto biocida
del nitrato de plata sino también un efecto estimulante
ya que unido al tiosulfato de sodio actia como un siste-
ma de 6xido-reduccién que favorece la formacion de ni-
tratos-nitritos y sulfatos-sulfitos. Estos mecanismos in-
tervienen en los procesos de division-maduracion celular,
asi como en la sintesis de aminoacidos, de ahi la impor-
tancia de su modificacion.

Con esta metodologia utilizada es posible, a partir
de “semilla” libre de virus o plantas vacunadas contra la
estirpe mas severa del Dasheen mosaic (poty)virus (DMV-S),
comenzar la iniciacién in vitro con apices y no a partir de
meristemos que es mas laboriosa, requiere de mas tiem-
poy hay que combinarla también con otras técnicas como
la termoterapia, electroterapiay otras, para lograr la erra-
dicacion de los virus que tanto afectan a las araceas (19).
También es importante la eliminacidon de los
microorganismos endofitos, acortar la fase de iniciacion
y obtener mayor indice de multiplicacion.

CONCLUSIONES

® Ladesinfeccion de los apices fue completamente efi-
ciente cuando estos se trataron superficialmente con
hipoclorito de sodio al 5 %/20 min. y se cultivaron en
un medio con Oxitetraciclina 40 mg.L™y Eritromicina
30 mg.L™" ala oscuridad durante una semana.

Los medios de cultivo que contenian nitrato de platay
tiosulfato de sodio mantuvieron la asepsia e indujeron
un incremento en el nimero de explantes.

El mejor medio para el establecimiento del cultivo de
apices de malanga en las condiciones experimentales
descritas fue el medio MS suplementado con BAP
1mg.L*, AIB 0.3 mg.L*, AgNO, 5 mg.L™y Tiosulfato
de sodio 5 mg.L™* (M4). Los medios M3 y M6 también
indujeron un mayor incremento que el medio conven-
cional (M1).
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