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OPTIMIZACION DE LA MICROPROPAGACION DE MALANGA (Colocasia esculenta
L. Schott) USANDO UN SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL

Samantha Arano Avalos, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2019.
RESUMEN

Los sistemas de inmersion temporal permiten la semiautomatizacion y reducen los costos de
produccidn durante la micropropagacion a escala comercial. El objetivo de este estudio fue evaluar
la inmersion temporal (IT) como técnica de micropropagacion y aclimatizaciéon de malanga
(Colocasia esculenta L. Schott) cv. Criolla. Explantes con dos brotes previamente establecidos in
vitro fueron cultivados en diferentes sistemas de cultivo: medio semisolido e IT usando el sistema
de frascos gemelos. El efecto del sistema de cultivo, frecuencia de inmersién y volumen de medio
de cultivo por explante sobre la multiplicacién de malanga fue evaluado después de 30 dias de
cultivo. Las variables a evaluar fueron: nimero de brotes por explante, longitud de brote y nimero
de hojas, ademas de contenido de clorofila y supervivencia en aclimatizacion. El disefio
experimental usado en todos los experimentos fue completamente al azar, con tres repeticiones.
Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de rango de Tukey (p<0.05). Los
resultados mostraron diferencias significativas en las variables evaluadas entre los diferentes
sistemas de cultivo. La mayor produccion se brotes se obtuvo en IT con 15.80 * .46 brotes por
explante, aproximadamente 2.68 veces mas que el sistema semisélido con 5.90 * .29 brotes por
explante. La frecuencia de inmersién y la cantidad de medio de cultivo por explante también
mostro diferencias significativas. La mayor produccion de brotes se encontr6 en cada 4 h con 25
mL por explante. Siendo cada 4 h con 100 mL por explante en donde se encontrd6 menos
produccién. Ademas, se observé un incremento de clorofila en IT en comparacion con el sistema

semisolido. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la aclimatizacion.

Palabras clave: BIT (Biorreactor de Inmersion Temporal), Frecuencia de Inmersion, Clorofila,

Aclimatizacion.



IMPROVING MICROPROPAGATION OF MALANGA (Colocasia esculenta L. Schott)
USING A TEMPORARY IMMERSION SYSTEM

Samantha Arano Avalos, M. Sc.

Colegio de Postgraduados, 2019.

ABSTRACT

Temporary immersion systems allow semi-automatization and reduce production costs during
micropropagation on a commercial scale. The objective of this study was to evaluate temporary
immersion (TI) as a technique for commercial micropropagation of malanga (Colocasia esculenta
L. Schott) cv. Criolla. The effect of the semi-solid and liquid medium culture systems was
compared using the Temporary Immersion Bioreactor (TIB). For the TIB culture system, the
effects of immersion frequency and volume of culture medium per explant on shoot development
were evaluated. A completely randomized experimental design was used for all experiments,
which were replicated three times. At 30 d of culture, the number of shoots per explant, shoot
length and number of leaves per shoot were evaluated. In addition, the chlorophyll content and
survival in plantlets were evaluated in the different culture systems. To evaluate the immersion
frequency and culture medium volume per explant, an analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s range test (p < 0.05) were performed using SPSS statistical software (version 22 for
Windows). For acclimatization, plant survival (%) was evaluated after 30 days. When comparing
the culture systems, the highest shoot production, shoot length and number of leaves per shoot
were obtained in TI with an immersion frequency of 2 min every 4 h and with a volume of culture
medium of 25 and 50 ml per explant. An increase in chlorophyll content in TI was observed with
an immersion frequency every 4 h and with a culture medium volume of 50 and 100 ml per explant.
Regarding the percentage of survival during acclimatization, no significant differences were
observed between culture systems, immersion frequencies and volume of culture medium per
explant. In conclusion, the evaluated immersion system is an alternative for commercial

micropropagation of malanga.

Keywords: TIB (Temporary Immersion Bioreactor), Immersion Frequency, Chlorophyill,

Acclimatization.
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I. INTRODUCCION

La malanga o taro (Colocasia esculenta L. Schott), es una hortaliza comestible con alto contenido
de almidon en su raiz con alto valor nutricional que se cultiva en areas tropicales del mundo
(Grimaldi et al., 2018). Esta es consumida como harina, pasta, productos enlatados, barras de

cereal, bebidas en polvo y papas.

La malanga se propaga vegetativamente por rizomas; sin embargo, este método de multiplicacién
no garantiza la calidad fitosanitaria de propagalos para su cultivo. La regeneracion in vitro de
malanga es una alternativa para obtencion de material vegetal sano libre de plagas y enfermedades
(Deo et al., 2009). La micropropagacion de malanga ha sido reportada utilizando medio de cultivo
semisolido (Jackson et al., 1977; Yam et al., 1990; Gomez et al., 1991; Ko et al., 2008; Manju et
al., 2017, Mancilla-Alvarez 2019). Sin embargo, a pesar de las ventajas que ofrece este método de
regeneracion de plantas, la micropropagacion en medio de cultivo semisoélidos implica altos costos
de produccidn por la mano de obra, el uso de agentes gelificantes y dificulta la semiautomatizacion
(Etienne y Berthouly, 2002; Georgiev et al., 2014). Para superar estas limitaciones, nuevas
metodologias han sido desarrolladas para la micropropagacion de plantas, incluyendo los Sistemas
de Inmersién Temporal (SIT). Los SIT son biorreactores semiautomatizados disefiados para la
propagacion en masa de tejidos, embriones u 6rganos expuestos a un determinado volumen de
medio liquido, tiempo especifico y frecuencia de inmersion (Martinez-Estrada et al., 2019). Estos
sistemas contribuyen para reducir los costos de produccion y aumentar el rendimiento biol6gico
debido a que utilizan medio de cultivo liquido, aumentan las tasas de multiplicacién y reducen la
mano de obra mediante la semiautomatizacion de la micropropagacion (Watt, 2012; Ekmekgigil
et al. 2018). El éxito de la micropropagacion en inmersion temporal esta determinado en gran

medida por el tiempo y frecuencia de inmersion y el volumen de medio de cultivo por explante.

Las técnicas de escalamiento por medio de la inmersion temporal es una alternativa para la
micropropagacion a escala comercial de varias especies (Aragon et al., 2010; Welander et al.,
2014; Ramirez-Mosqueda et al., 2016; Martinez-Estrada et al., 2019). A la fecha, no se ha
reportado el principio de la inmersién temporal para la micropropagacion de malanga. Sin

embargo, se han realizado estudios en cocoyam (Xanthosoma sagittifolium), una especie similar,

1



donde se evalud la inmersion temporal pero no se determiné la frecuencia de inmersion ni el
volumen de medio de cultivo por explante (Niemenak et al., 2013). Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo es establecer un protocolo eficiente para la multiplicacion in vitro de malanga utilizando

un sistema de escalamiento bajo el principio de la inmersion temporal.



1. OBJETIVO GENERAL

Establecer un protocolo eficiente para la multiplicacion in vitro de malanga (Colocasia esculenta

L. Schott) utilizando el biorreactor de inmersion temporal.

2.1 Objetivos particulares

» Comparar la eficiencia del cultivo en medio semisolido e inmersién temporal sobre la

regeneracion in vitro de malanga.

« Evaluar el efecto de diferentes frecuencias de inmersién en la formacion in vitro de brotes

adventicios en el BIT.

» Determinar la cantidad de medio de cultivo por explante en la formacion in vitro de brotes

adventicios en el BIT.

» Determinar el contenido de clorofila de los brotes in vitro de malanga en los diferentes

sistemas de cultivo.

» Evaluar el porcentaje de supervivencia durante la aclimatizacion de las plantas de malanga

obtenidas en los diferentes sistemas de cultivo.



I11. HIPOTESIS

Los sistemas de inmersion temporal en medio de cultivo liquido incrementaran la tasa de
multiplicacion de malanga (Colocasia esculenta L. Schott) durante la etapa de multiplicacion in

vitro en comparacion del sistema de cultivo en medio semisolido.



IV. MARCO TEORICO

1.-Importancia de la malanga

La malanga (Colocasia esculenta L. Schott), es una planta tuberosa monocotiledédnea, clasificada
dentro de clase Liliatae y familia Araceae (Grimaldi et al., 2018). El cultivo de malanga se origino
en el Sudeste Asiatico y se extiende hasta Australia y Papua Nueva Guinea. Sin embargo, también
se cultiva en regiones con clima himedo tropical o subtropical, como América Central y
Sudamérica, Asia y Africa, siendo este tltimo el mayor productor (Alcantara et al., 2013; Grimaldi
et al., 2018). La malanga es el segundo cultivo de raiz mas importante en términos de consumo,
mientras que ocupa el cuarto lugar después de la batata, el fiame y la yuca en términos de su
produccion en peso, con un rendimiento anual estimado de méas de 229,088 toneladas en todo el
mundo (Singh et al., 2012).

La malanga es una planta que estd conformada por tallos y hojas, aunque el cormo es
tradicionalmente la cuyo 6rgano de interés agronémico esta en el cormo, el cual es un tallo
subterraneo modificado que se desarrolla muy rdpidamente, tomando una forma cilindrica (Ubalua
etal., 2016). Una quinta parte del total de la biomasa que puede almacenar constituye materia seca,
de la cual 80% son almidones de alta calidad digestiva para el hombre y algunas especies de interés
zootécnico (Rodriguez, 2006). La malanga o sus productos no comercializables se pueden
incorporar exitosamente a raciones balanceadas de alimento (Acosta, 1988) para peces,
langostinos, bovinos, ovinos y porcinos (Olguin et al., 1990, 1995), llegando incluso a substituir
con ventajas al sorgo en raciones comerciales. Con la malanga se preparan numerosos productos
como: refrescos, bebidas, sopas, pastas, guisos, ensaladas, dulces, panes, pasteles, galletas, nieve
(Pereira et al., 2018).

La industria de la malanga proporciona empleo a una gran cantidad de personas, principalmente
en areas rurales. Cuando se produce la exportacion de taro, las instalaciones para limpiar, clasificar,
empacar y enviar el taro proporcionan vias adicionales para el alivio de la pobreza y la generacion
de empleo en las areas rurales. Por lo tanto, es dentro de la region de Asia / Pacifico que la malanga
alcanza su mayor importancia en la tierra. Dentro de la region, es importante como proveedor de
seguridad alimentaria, como foco de atencion sociocultural, como cultivo comercial y fuente de

divisas, y como vehiculo para el desarrollo rural (Macharia et al., 2014).
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La exportacion de la malanga no solo proporciona dinero en efectivo a los agricultores, sino
también divisas valiosas para el pais. En algunos paises como Fiji, Tonga, Islas Cook, Tuvalu,
Tailandia y Samoa han podido ganar sumas sustanciales del comercio de exportacion de malanga,
principalmente a Australia y Nueva Zelanda. Sin embargo, muchos otros paises pueden participar
en la exportacion de taro, pero es necesario cumplir con las regulaciones de cuarentena las cuales

disuaden de una u otra de las enfermedades y plagas del taro.

1.1.- Importancia socio cultural
La malanga ocupa un lugar destacado en el folclore y las tradiciones orales de muchas culturas en
Oceania y el sudeste asiatico. Se considera un cultivo de prestigio, y el cultivo de eleccion para la
realeza, la entrega de regalos, el banquete tradicional y el cumplimiento de las obligaciones

sociales (Onwueme, 1999).

El apego sociocultural a la malanga ha significado que se haya convertido en un tétem de
identificacion cultural. Las personas de origen de las islas del Pacifico contindan consumiendo
malanga dondequiera que vivan en el mundo, no tanto porque no hay alimentos sustitutos, sino
principalmente como un medio para mantener vinculos con su cultura. Este vinculo cultural con
la malanga ha generado un lucrativo mercado de exportacion para las etnias islefias del Pacifico

que viven en Australia, Nueva Zelanda y el oeste de América del Norte.

1.2.- Seguridad alimentaria
En ciertas regiones tropicales del mundo la malanga ha sido un alimento tan importante para sus
pobladores como podria serlo en otras el arroz (Oryza sativa) o el maiz (Zea mays). Tan importante
es aun hoy para cierto sector de la poblacidn que en paises como Cuba, Republica Dominicana y
otros de EIl Caribe representa el primer alimento que las madres campesinas (de origen africano,

mestizas o blancas) dan a sus pequefios como papilla después de la leche (Onwueme, 1999).



2.- La malanga en México

En México la malanga es un cultivo no tradicional, por lo tanto, se produce en forma silvestre en
zonas tropicales en las orillas de rios, arroyos o lagunas (Alvarez-Avila, 2013). Sin embargo, se
produce de forma incipiente en Oaxaca, Veracruz y Puebla, que en conjunto conforman 100
hectareas de las cuales se cosechan 2 mil 500 toneladas. Acorde con Mazariegos-Sanchez et al,
(2017) el principal destino del producto cosechado, siendo el cormo el de mayor importancia, es
para la exportacion hacia Estados Unidos y Canadé debido a la gran cantidad de inmigrantes de
origen asiatico, cuya demanda es de 30 mil toneladas anuales. Diversos estudios técnicos indican
que la malanga es un cultivo rentable el cual tiene un costo de produccion estimado de 45 mil
pesos por hectéarea, con una produccion de 25 t hat. En el 2014, el precio pagado al productor fue
de $5.00 pesos MX por kilo, equivalente a $125 mil pesos MX por hectérea, la rentabilidad de este
producto es de $2.77 pesos MX, lo cual indica que por cada peso invertido el productor gana $1.77

pesos (Mazariegos-Sanchez et al, 2017).

A pesar de la escasa produccion en México de la malanga, representan una oportunidad de ingreso
econdmico para los campesinos. Es por esto que, en las tltimas dos décadas, diversas instituciones
han desarrollado acciones de investigacion-desarrollo (I+D) en sus aspectos técnicos, sociales y
economicos. Tal es el caso las aportaciones realizadas por Colegio de Postgraduados campus
Veracruz, principalmente a través de autores como Olguin-Palacios y Alvarez-Avila (2011), las
cuales han tenido un impacto positivo en tierras bajas del municipio de Paso de Ovejas, Veracruz,
asi como las préacticas de difusion y capacitacion necesarias para su adopcion. El creciente
desarrollo de este cultivo en la regién veracruzana ha permitido mejorar el bienestar de muchas
comunidades campesinas alli establecidas, elevando su nivel nutricional y econdémico, y
contribuyendo ademas a la conservacion de la base de recursos naturales de los agroecosistemas
tropicales y a la disminucion de la migracion de pobladores rurales hacia los centros urbanos o al

extranjero.

3.- Generalidades del cultivo
La malanga es una planta herbacea, suculenta, y alcanza una altura de 1 a 3 metros, con un ciclo
que consta de 9 meses (Onwueme, 1999; Ubalua et al., 2016). Prospera en climas calido himedos,

con temperaturas que oscilan entre los 25 y 35 °C y a altitudes que van de los cero a mil metros



sobre el nivel del mar (msnm) (Gomez y Acero Duarte, 2002). Prefiere suelos sueltos limosos (con
alto contenido de materia organica y con un pH de 5.5 a 6.5) y suelos arcillosos, pero si no hay
disponibilidad de agua en la cosecha se dificulta la actividad; ademas tolera inundaciones,
sobreviviendo hasta tres dias bajo el agua; es una planta altamente demandante de agua, por lo que

en el tropico seco debe cultivarse con riego (Onwueme, 1999; Ikezawa et al., 2015).

El tallo central es elipsoidal, conocido como cormo. Las hojas nuevas salen enrolladas de entre los
peciolos (tronco de la planta) de las hojas ya formadas, y las laterales mas viejas se marchitan y
secan. La inflorescencia brota entre las hojas en espadice provistas de una espata (pequefio 6rgano
de la planta) blanca de 12-15 centimetros (cm); con flores femeninas en su porcién inferior,

masculinas en la superior y estériles en la media (Onwueme, 1999).

Las partes comestibles de la malanga incluyen tallos y hojas, aunque los cormos son
tradicionalmente la parte mas consumida de esta planta en todo el mundo (Ooka y Brennan, 2000;
Bose et al., 2003). Esto debido a que proporciona mdltiples nutrientes, como carbohidratos,
proteinas, vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina, vitaminas A y C), minerales (potasio, calcio,
sodio, fésforo y hierro) y fibras (Kaur et al., 2013; Subhash et al., 2012; Temesgen y Retta, 2015).
Este cultivo basico ofrece principalmente carbohidratos de alta calidad sin gluten (29% sobre bases
de peso fresco), compuestos de granulos de almidon pequefios y resistentes, 1o que representa una
liberacion y absorcion de glucosa controlada, lo que hace que sean altamente digestibles y un
importante candidato adyuvante para reducir el riesgo de obesidad, diabetes, enfermedades
cardiacas y ciertos tipos de cancer (Kaushal et al., 2015). Excepto por el contenido de tiamina y
carbohidratos, las hojas de malanga exhiben niveles mas altos de todos los otros nutrientes. Por
otro lado, los tallos son pobres en estos nutrientes en comparacion con los cormos, ofreciendo
contenidos mas altos solo para calcio, hierro y vitamina A, mientras que los otros nutrientes se

encuentran principalmente en cantidades mas pequefias (Kaushal et al., 2015).

Algunos cultivares de malanga muestran un alto contenido de oxalato, principalmente en las hojas,
que pueden formar sales no absorbibles con cationes divalentes, como Caz *, Fe2 *o Mgz *, y estos
a su vez formar cristales (Du Thanh et al., 2017). Los oxalatos insolubles, especialmente los de
forma cristalizada pueden causar irritacion e inflamacion de la boca y la garganta. Los tratamientos
térmicos, tales como hervir o cocinar (cormo, tallos o hojas) puede eliminar oxalatos, mediante la

conversion de las sales en fases solubles (Kumoro et al., 2014).



El cormo se puede cocer al vapor, freir, hornear o transformar en harina. La composicién de la
harina de malanga presenta altas concentraciones de ceniza y contenido de fibra cruda, comparable
a otras harinas de cereales y vegetales, como la de papa, maiz y soya, haciendo de la harina de
malanga una alternativa adecuada para la suplementacion o sustitucion de las harinas comerciales,
tal es el caso de la harina de trigo. La suplementacion de productos derivados del trigo con harina
de malanga podria mejorar la calidad nutricional de los alimentos, ya que el trigo es pobre en
aminoacidos esenciales. La incorporacién de hasta un 10% de harina de malanga en la produccion
de pan de trigo/malanga afectd minimamente las propiedades funcionales responsables de conferir
las caracteristicas del alimento y, por lo tanto, su aceptabilidad (Emmanuel et al., 2010). La
incorporacion de harina de malanga produjo valores comparables para la densidad aparente y la
capacidad de hinchamiento (harina sin blanquear), la mejora de la capacidad de gelificacion vy,
aungue caus6 una disminucion en la capacidad de absorcién de agua y aceite, esto no fue suficiente
para interferir en las caracteristicas sensoriales del producto final. Ademas, la combinacion harina
de trigo/malanga en las formulaciones de pan aumenta las cantidades de ceniza, fibras crudas y

carbohidratos del producto final (Ammar et al., 2009).

La harina de malanga se puede usar en muchas preparaciones, como galletas, fideos, pasta, pan y
formulaciones para bebés, que llegan no solo a consumidores habituales, sino también a aquellos
que presentan restricciones dietéticas, como intolerancia al gluten o trastornos alergénicos
alimentarios. También podrian ser una alternativa econdémica para los paises en desarrollo que
dependen de las importaciones de trigo, pero que presentan condiciones climaticas y de suelo
adecuadas para el cultivo de malanga (Kaur et al., 2013; Kaushal et al., 2015; Noorfarahzilah et
al., 2014).

Bajo el término malanga existen dos géneros agrupados, sin embargo, existen diferencias:
Colocasia esculenta (conocida como malanga, taro, hedeos, gabi) y Xanthosoma spp. (llamada

quequisque, yautia, ocumo, macaba o tannia).

4.- Propagacion de la malanga
La semilla o propagulo, se refiere al material vegetal que se utilizara para sembrar la malanga; en
este caso pueden utilizarse dos partes de la planta, los cormos (camotes) o las plantulas nuevas

(hijuelos), dependiendo de la disponibilidad de los materiales (Onwueme, 1999). Se puede cultivar
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bajo diferentes sistemas de produccién, que van desde asociaciones con otros cultivos (como

frutales) (Miyoshi et al., 1971; Murota et al., 1984), o como monocultivo (s6lo malanga). Estos

métodos de propagacion no siempre son adecuados debido a las grandes cantidades de semillas, el

alto porcentaje de rotacion de las semillas y la susceptibilidad al agente patolégico (Manju et al.,

2017).

De acuerdo con Onwueme (1999) el cultivo presenta las siguientes limitaciones de alcance y de

produccion:

Vi.

La enfermedad del tizon de la hoja del taro: esta enfermedad excluye automéaticamente el
desarrollo de un comercio de exportacion de taro en muchos paises y, en algunos casos,
amenaza el suministro interno de alimentos. La investigacién debe continuar para
desarrollar cultivares resistentes o para identificar medidas de control efectivas.

El escarabajo del taro: en la actualidad, esta es la plaga mas grave del taro. Actualmente
no hay una medida de control efectiva.

Laboriedad del sistema de produccién: Incluso en los sistemas de produccién de alta
tecnologia, como en Hawai, todavia se requiere mucho trabajo manual, especialmente para
la cosecha.

Escasez de material de siembra: como la mayoria de los otros cultivos de raices tropicales,
el material de siembra para el taro es voluminoso, lo que hace que sea costoso transportarlo
a largas distancias. También es perecedero, y no se puede almacenar durante mucho
tiempo. El efecto neto de estos dos factores es que la disponibilidad de material de siembra
es con frecuencia un factor limitante en la produccion de la malanga. Dado que el material
de siembra es tan escaso, se promueve que algunos agricultores utilicen cualquier material
de siembra provocando la diseminacion de cultivares portadores de enfermedades o de bajo
rendimiento.

Manejo y comercializacién posterior a la cosecha: en la actualidad, la mayor parte del taro
producido se maneja y comercializa como el cormo fresco. Por lo tanto, el procesamiento
es una solucién parcial para mejorar la seguridad alimentaria y, asi, minimizar las pérdidas
de cultivos (Kaushal et al., 2015).

Investigacidn y extension limitadas de malanga.
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Debido a estas limitaciones es importante el desarrollo y/o aplicacion de técnicas para la

propagacion y conservacion de material vegetal de alta calidad fitosanitaria.

5.- Micropropagacion

Se conoce como micropropagacion a la propagacion asexual de plantas utilizando las técnicas in
vitro de cultivo de tejidos (Pérez et al., 1999), La micropropagacion tiene como base el cultivo de
células, tejidos y organos provenientes de las plantas. Ademas, es una de las aplicaciones mas
utilizadas de entre todas las técnicas que componen la llamada biotecnologia vegetal, ello se debe
a su enorme productividad al compararsele con las técnicas tradicionales de propagacion de
plantas. Dentro de las principales ventajas que provee el uso de esta técnica es el desarrollo de un
sistema de propagacion clonal, independiente de las condiciones externas, con capacidad ilimitada
de reproduccién (dependiendo de la capacidad misma del laboratorio), reduccion de espacio y

tiempo, asi como la obtencion de plantas con calidad fitosanitaria (Hvoslef-Eide y Preil, 2005).

5.1.- Etapas de la micropropagacion
Acorde con Pérez et al. (1999), la micropropagacion de cualquier especie vegetal estd comprendida

principalmente por cinco etapas las cuales son:

0. Seleccion de la planta madre: Consiste en seleccidn y acondicionamiento de las plantas
madre, planta elite con caracteristicas deseables superiores al promedio que seran
utilizadas para iniciar los cultivos in vitro.

1. Establecimiento de cultivos axénicos: se realiza la eleccion del explante (una semilla, un
embrion aislado, un segmento de hoja, de tallo, de cotiledén, de raiz o de drganos
reproductores, entre otros) el cual va a depender de la respuesta que se espera y de la
especie. Posterior a la eleccion, el explante pasara por un proceso de desinfeccion, para
después ser incubados en un medio estéril rico en nutrientes. En esta etapa es comun
encontrarse problemas mortalidad a causa de contaminacion o incapacidad de adaptacion
a las nuevas condiciones.

2. Multiplicacion del tejido: en esta etapa es donde se realiza la produccion ilimitada de

plantas. Existen tres vias para la multiplicacion in vitro: la organogénesis, la
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embriogénesis somatica y la multiplicacion por yemas, apices o meristemos, de los cuales
los dos primeros son mas susceptibles a la generacion de variantes en las plantas obtenidas,
lo cual puede ser negativo en un esquema de propagacion clonal.

Elongacion y enraizamiento: El propésito de esta etapa es que los brotes formen su sistema
radical y al mismo tiempo que se elonguen para facilitar su manipulacion y hacer mas
probable su adaptacion a las condiciones ambientales externas. La generacion de raiz
puede ser por medio de la aplicacion de auxinas en el medio o con la aplicacién directa de
enraizador.

Aclimatizacion o adaptacion al medio externo: Para una exitosa adaptacion del explante
al nuevo medio es necesario considerar algunas caracteristicas fisiologicas que pudieron
adaptar durante el cultivo in vitro las cuales pueden disminuir la eficiencia del sistema.
Entre ellas se encuentra un pobre desarrollo de la cuticula y atrofio del mecanismo de
cierre de estomas ocasionado por altos niveles de humedad relativa, falta de pigmentos
fotosintéticos debido a la autotrofia de la planta durante el cultivo y falta de mecanismos
de defensa ante agentes patdégenos debido a la asepsia del medio. La adaptacién de las
plantas generadas in vitro a las condiciones externas es un factor determinante para la
costeabilidad de un sistema de micropropagacion, ya que de nada sirve un sistema de
proliferacion muy productivo, si el porcentaje de plantas que sobreviviran a la adaptacion

es bajo.

Una caracteristica de los sistemas es que no garantizan una eficiencia del 100% por consiguiente,

la micropropagacion también tiene desventajas que disminuyen su rentabilidad, dentro de las

cuales se encuentra el uso de personal especializado y los elevados costos de produccion (Etienne

y Berthouly, 2002). Debido a esto en los Gltimos afios, se han buscado alternativas que disminuyan

estos problemas, lo cual ha llevado a incrementar el interés en el uso del sistema de medio liquido

para la micropropagacion comercial de brotes y embriones somaticos durante las diferentes etapas

del ciclo de propagacion. Ademas de la implementacion de recipientes de cultivo cuyas

caracteristicas permiten un cierto grado de intercambio gaseoso en el ambiente que disminuyen la

diferencia entre la humedad relativa interna y la externa, lo cual puede acortar el periodo de

adaptacion de las plantas en la fase de aclimatizacion. Una alternativa para la disminucion de estas

desventajas ha sido el desarrollo de los Sistemas de Inmersion Temporal (SIT).
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6.- Sistemas de Inmersion Temporal (SIT)
El concepto basico de estos sistemas, de acuerdo con Georgiev et al., (2014), se centra en lograr
maximizar la produccién de biomasa en plantas de manera econémicamente viable, para aplicacion

directa o para el posterior aislamiento de productos de interés utilizando biorreactores.

Los biorreactores son equipos tecnoldgicos especializados, disefiados para el cultivo intensivo por
regulacién de diversos factores de caracter nutricional o fisico (Afreen, 2006). Generalmente los
sistemas de biorreactores consisten en un recipiente de cultivo, disefiado para el cultivo de los
explantes o células en un ambiente aséptico donde se provea de nutrientes y un microambiente
adecuado para un maximo crecimiento; y un bloque de control automatico, el cual puede ser un
sistema computarizado, totalmente automatizado o semi-automatizado. Los biorreactores se
clasifican en tres clases principales: biorreactores en fase liquida en inmersién continua,

biorreactores en fase gaseosa y Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) Georgiev et al., (2014).

Los SIT son sistemas automatizados simples, disefiados para proporcionar un entorno éptimo,
mejorar la absorcion de nutrientes y transferencias de gases, ademas ayuda reducir el estrés
mecénico teniendo como consecuencias la minimizacion de trastornos fisiologicos y preservar la
integridad morfoldgica de los cultivos in vitro de plantas diferenciadas de rapido crecimiento. Los
SIT proporcionan un ambiente natural para el cultivo in vitro de tejidos y érganos de plantas, donde
los propéagulos cultivados se sumergen periddicamente en un medio liquido y luego se exponen a

un ambiente gaseoso (Steingroewer et al., 2013).

Los SIT para la micropropagacion de plantas han sido descrita y agrupada dentro de cuatro
categorias de acuerdo al modo de operacion: (1) méaquinas de inclinacion y balancines; (2)
inmersion completa del material vegetal y renovacion del medio de nutrientes; (3) inmersion
parcial y mecanismos de renovacién del medio de nutrientes; (4) inmersién completa por
transferencia neumatica del medio liquido y sin renovacion del medio de nutrientes. Se han
desarrollado diferentes tipos de SIT y se han aplicado ampliamente en la micropropagacion
comercial de diversas especies de plantas de importancia econémica (Etienne y Berthouly, 2002;
Afreen, 2006; Ducos et al., 2009; Watt, 2012).
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6.2.- Impacto de los SIT en la produccién de plantas
La micropropagacion en sistema semisélido es un proceso costoso, ya que la tecnologia se basa en
el manejo manual de un gran numero de contenedores individuales (Afreen, 2006; Mordocco et
al., 2009). La mano de obra representa el 40-60% del costo final de las plantas propagadas, y la
tecnologia no esta sujeta a automatizacion (Afreen, 2006; Etienne y Berthouly, 2002). Para superar
esos aspectos negativos, los SIT semiautomatizados surgen como alternativa para reducir el
componente de mano de obra e intensificar el cultivo utilizando medio de cultivo liquido en la

propagacion de las plantas.

En un intento por reducir los costos iniciales de inversion en equipos y ahorrar espacio y mano de
obra, varios SIT se han desarrollado y distribuido en el mercado en los ultimos afios. Una
caracteristica que deben tener un SIT es el disefio simple y econdmico. En general un SIT debe ser
facil de manejar, compactos para almacenar, autoclavables y listos para multiples usos. Algunas

variantes desechables también estan disponibles en la actualidad (Georgiev et al., 2014).

Los SIT generalmente se construyen con recipientes de vidrio o plastico transparente, por lo que
la luz de fuentes externas se puede usar para iluminar los materiales vegetales cultivados. Uno de
los primeros SIT desarrollados es el sistema de frascos gemelos (Biorreactor de Inmersion
Temporal [BIT]) (Escalona et al., 1999; Lyam et al., 2012; Watt, 2012).

Basicamente, el sistema BIT consiste en dos recipientes (matraces, botellas o frascos de boca
ancha), conectados entre si por un tubo en U (vidrio o plastico) o un tubo de silicona (Niemenak
et al., 2008; Aragdn et al., 2010; Liu et al., 2010; Yang et al., 2010; Sankar-Thomas y Lieberei,
2011; Schumann et al., 2012; Scherer et al., 2013). El contenedor del material vegetal puede o no
estar equipado con material de soporte para explantes (pueden usarse cuentas de vidrio, espuma
de poliuretano, tamices de metal o nylon) en su parte inferior (Sankar-Thomas et al., 2008; Liu et
al., 2010; Steinmacher et al., 2011; Quiala et al., 2012; Schumann et al., 2012; Arencibia et al.,
2013).Cada contenedor esta conectado a su propia linea de aire presurizado, controlada por dos
relojes temporizadores independientes, junto con valvulas de solenoide de tres vias. El disefio
simple y confiable hace que el sistema BIT sean favorables para muchos laboratorios. El sistema
BIT se han aplicado con éxito en la propagacion de plantas por semillas, brotes, grupos de ndédulos
y cultivos de embriones (Niemenak et al., 2008; Liu et al., 2010; Steinmacher et al., 2011; Quiala
et al., 2012; Scherer et al., 2013).

14



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material Vegetal

Se utilizaron plantas de malanga (Colocasia esculenta L. Schott) cv. Criolla provenientes del
banco de germoplasma del Colegio de Postgraduados Campus Veracruz. Después de la
recoleccion, los ejemplares (plantas madre) se mantuvieron bajo condiciones de invernadero
durante 40 dias a una irradiancia de 130 pmol-m2-s* de luz natural, a 30 +2°C y una humedad
relativa de 60 = 5%. Se colectaron plantas jovenes provenientes de las plantas madre, las cuales se
le quitaron las raices y las hojas. Posteriormente fueron transferidos al laboratorio donde se lavaron
con jabon liquido comercial y agua corriente. Después fueron sumergidos en una solucion que
contenia 1 g-L~! of fungicida (Cupravit, Bayer,Leverkusen, DE) y 1 g-L ! of bactericida (Agri-
mycin, Pfizer, New York, EE) durante 20 min. Pasado el tiempo de desinfeccion las plantas se
pasaron a campana de flujo laminar donde fueron flameados tres veces con alcohol al 70%.
Después se procedio a extraer los meristemos apicales, los cuales fueron tratados con una solucion
de NaCl al 15% (v/v) y dos gotas de Tween 20 por cada 100 mL de solucion durante 10 min, luego
se realizaron 3 enjuagues con agua estéril, seguido de la inmersion de los meristemos en una

solucion de etanol al 70% durante 1 min y por Ultimo se enjuagaron con agua destilada.

Los meristemos extraidos se cultivaron en tubos de ensaye con 10 mL de medio de cultivo que
contenian medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 30 g-L* sacarosa y 1 mg-L*
de BAP (6-Benzilaminopurina, Sigma-Aldrich Chemical Company, MO, USA). El pH del medio
de cultivo se ajustd a 5.7 con una solucién de 0.1N de NaOH o 1N de HCI, posteriormente se
adiciono 0.25% (w/v) de Phytagel® (Sigma-Aldrich Chemical Company, MO, USA) como agente
gelificante. Al final, el medio de cultivo fue esterilizado a 120 °C y 115 kPa durante 20 min. Los
cultivos se incubaron a 24+2 °C, con un fotoperiodo de 16 h luz usando lamparas de luz blanca

con una densidad fotosintética de flujos de fotones de 40-50 pmol-m2.s™,
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5.2 Evaluacion de los diferentes sistemas de cultivo

Después de tres subcultivos (cada 30 dias) en las condiciones de cultivo descritas anteriormente,
se utilizaron los brotes regenerados para la evaluacion de los dos sistemas de cultivo: medio
semisdlido y medio liquido usando el Biorreactor de Inmersién Temporal (BIT) descrito por
Escalona et al. (1999). En los dos sistemas la composicién del medio de cultivo fue con el uso de
medio MS suplementado con 30 g-L™ sacarosa y 3 mg-L* de BAP, el cual se usé sin agente
gelificante para el caso de SIT. Las condiciones de preparacion de medio de cultivo fueron las
mismas descritas anteriormente. Para ambos sistemas se utilizaron frascos de | L de capacidad,
cada uno con 10 explantes culture. Se considero un explante a un ejemplar de dos brotes con 1 cm
de longitud. En el caso del BIT, se utilizaron 500 mL de medio liquido, con un volumen de 50 mL
de medio por explante con una frecuencia de inmersion de 2 min. Posteriormente la frecuencia de
inmersion fue de 2 min cada 4 h. Se realizaron tres repeticiones y las condiciones de incubacion

fueron las mismas descritas anteriormente.

5.3 Evaluacion de la frecuencia de inmersion

Para la determinacion de la frecuencia de inmersion apropiada para la multiplicacién in vitro de
malanga se evaluaron tres frecuencias: dos minutos cada 4, 8 y12 h. En todos los ensayos, se
utilizaron 10 explantes con 50 mL de medio de cultivo por explante por biorreactores y se usaron
tres biorreactores por frecuencia evaluada. La composicién del medio de cultivo y las condiciones
de incubacion en todos los tratamientos son las mismas que las descritas en los experimentos

previos, pero sin agente gelificante.

5.4 Efecto del volumen de medio de cultivo por explante

Después de determinar cuél es la mejor frecuencia de inmersién se evalu6 el efecto del medio de
cultivo por explante. Los volumenes que se evaluaron fueron 25, 50 y 100 mL por explante con
una frecuencia de inmersion de 2 min cada 4 h. En todos los tratamientos se utilizaron tres
biorreactores con 500 mL de medio cada uno, inoculandose con el nimero correspondiente de
explantes. EI medio de cultivo liquido y las condiciones de cultivo fueron las mismas descritas

anteriormente.
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5.5 Contenido de clorofila

Se determino el contenido de clorofila a, b y total de acuerdo por la metodologia propuesta por
Harborne (1973), con ligeras modificaciones de acuerdo con lo descrito por Martinez-Estrada et
al., (2019). Las absorbancias fueron medidas a través de un espectrofotdmetro (Genesys 10S,
Thermo Scientific, MA, USA) a longitudes de onda de 645 y 663 nm. Posteriormente, se realizo

el célculo de clorofila por medio de las siguientes ecuaciones:

Chl a (C)= [(12.7*Aess) — (2.59*Agss)] (V)
(1000*P)

Chl b (C)= [ (22.9*Asss) — (4.70*Ase3)](V)
(1000*P)

Chl Total (C) = [ (8.20*Ass3) — (20.2*Asss)](V)
(1000*P)

Chl = Clorofila

A = Absorbancia

C = Concentracién (mg gt PF)

V = Volumen de graduacion (mL)
P = Peso de la muestra (g)

1000= Factor conversion

5.6 Aclimatizacion ex vitro

Para evaluar los efectos entre los sistemas de cultivo durante la aclimatizacion se utilizaron 100
vitroplantas de malanga con una longitud de entre 1.5 a 2.5 cm de los diferentes sistemas de cultivo,
las cuales se cultivaron ex vitro en semilleros de 72 cavidades con sustrato de turba, suelo y agrolita
(1:1:1). Después de 30 dias, las vitroplantas fueron trasplantadas a semilleros de 38 cavidades. Las

plantas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero en un area con malla sombra al 60% a
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30+2°C, con una humedad relativa de 60+ 5% y una irradiancia de 130 umol-m=2.s* de luz

natural.

5.7 Disefio experimental y analisis de datos

Se realiz6 un disefio completamente al azar para todos los experimentos, con tres repeticiones. En
todos los tratamientos in vitro se evaluaron las variables de numero y longitud de brotes, nimero
de hojas y contenido de clorofila, después de 30 dias de cultivo. Para evaluar la eficiencia de los
sistemas de micropropagacion se realizé una prueba de T de Student's. Para evaluar la frecuencia
de inmersion y el volumen de medio de cultivo por explante, se llevé a cabo un andlisis de varianza
(ANOVA) seguido de una comparacion de medias de Tukey (p <0.05) a través del programa SPSS
statistical software (version 22 para Windows). Para la aclimatizacion, se evaluo el porcentaje (%)

de supervivencia después de 30 dias.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Evaluacion de los diferentes sistemas de cultivo

Los resultados mostraron diferencias significativas en las variables evaluadas durante la
multiplicacion in vitro de malanga utilizando diferentes sistemas de cultivo (Cuadro 1). La mayor
tasa de multiplicacion se obtuvo en inmersion temporal, con 15.80 +0.46 brotes por explante,
mientras que la menor formacion de brotes se obtuvo en medio semisolido, con 5.90 + 0.29 brotes
por explante. Respecto a la longitud de brotes, los brotes obtenidos en inmersién temporal
obtuvieron mayor longitud, con 4.39 £ 0.21 cm en comparacion con el medio semisélido, con 2.91
+ 0.17 cm de altura. Para la variable nimero de hojas por brote, en inmersion temporal se
obtuvieron 3.88+0.14 hojas por brote, mientras que en semisélido se generaron sélo 2.45+ 0.09

hojas por brote.

Cuadro 1. Efecto del sistema de cultivo, frecuencia de inmersion y volumen de medio por

explante sobre la multiplicacion in vitro de malanga (Colocasia esculenta) en BIT.

Sistema de micropropagacién NUm. de brotes Longitud de NUm. de hojas
por explante brotes (cm) por brote

Semisdlido 5.90 +.29 ¢ 2.91+.17° 2.45+.14 b¢

Inmersién temporal 15.80+.46 2 4.39+.212 3.88+.092

Frecuencia de inmersién en SIT

Frecuencia cada 4 h 15.80+.46 2 4.39+.212 3.88+.092

Frecuencia cada 8 h 11.90+.45° 3.41+.14° 2.73+.14°

Frecuencia cada 12 h 10.33+.44° 3.19+.11° 2.21+.14°¢

Volumen de medio por explante

(ml)

25 15.32+.532 4,71+20% 2.74+.73°

50 15.80+.46 2 4.39+.21¢% 3.88+.79°

100 11.43+.49° 3.25+.13° 3.78+.752

Los valores representan la media + ES (error estandar). Medias con letras iguales no son

estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

Las diferencias obtenidas entre el sistema de cultivo en medio semisolido e inmersion temporal
demuestran que la inmersion temporal tiene mayor efecto en la multiplicacion y desarrollo de

brotes en malanga, llegando a obtener casi tres veces mas brotes por explante en inmersion
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temporal respecto a medio semisolido. En otros estudios se ha demostrado también que los
sistemas de inmersion temporal aumentan considerablemente la tasa de multiplicacion de brotes
respecto al medio semisolido. Gonzalez et al., 2011 en Eucalipto (Eucalyptus globulus)
aumentaron dos veces méas el numero de brotes en IT respecto al medio semisélido. Por otro lado,
Ramos-Castella et al., 2014 en vainilla (Vanilla planifolia) la tasa de multiplicacion en IT fue de
14.27 brotes por explante en comparacion a 5.80 brotes por explantes obtenidos en medio
semisolido. Vives et al., 2017 en estevia (Stevia rebaudiana cv. Morita Il) observaron un
incremento de siete veces mas en la tasa de multiplicacion en inmersidn temporal respecto al medio
semisolido. Mas recientemente, Regueira et al. (2018) en mimbrera blanca (Salix viminalis)
cultivado IT obtuvieron mayor coeficiente de multiplicacion respecto al medio al medio
semisdlido. De acuerdo a Etienne y Berthouly (2002) y Georgiev et al. (2014), el aumento en la
tasa de multiplicacion de explantes y desarrollo de brotes se debe a factores como: a la renovacion
de aire dentro del recipiente de cultivo y el al contacto superficial del medio liquido con los

explantes.
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Figura 1. Efecto del Sistema de cultivo y frecuencias de inmersion en SIT en la multiplicacion in
vitro de malanga. a) medio semisélido, b-e) inmersion temporal durante 2 min cada 4, 8 y 12 h

respectivamente. Barra =1 cm.

6.2 Evaluacion de la frecuencia de inmersion

Al evaluar diferentes frecuencias de inmersion se encontraron diferencias significativas en las
variables morfoldgicas evaluadas (Figura 1). La frecuencia con mayor produccion de brotes fue
cada 4 h, con 15.80 + 0.46 brotes por explante, sequido de 8 y 12 h, con 11.90 +0.45y 10.33 +
0.44 brotes por explante, respectivamente. Respecto a la longitud de brotes, la mayor longitud se
encontr6 en la frecuencia de cada 4 h, con 4.39 £0.21, mientras que la menor longitud se encontr6
en las frecuencias de 8 y 12 h, con una longitud de brotes de 3.41 £ 0.14 y 3.19 £ 0.11 cm de altura,
respectivamente. En relacion al nimero de hojas por brote, el mayor nimero de hojas se obtuvo
en la frecuencia de cada 4 h, con 3.88 + 0.09 hojas; mientras que, la menor formacion de hojas
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ocurrio en las frecuencias cada 8 y 12 h, con 2.73 + 0.14 y 2.21 £ 0.14 hojas por explante,

respectivamente.

La determinacién de la frecuencia de inmersién es importante durante el proceso de escalamiento
durante la micropropagacién comercial de plantas. En nuestro estudio, se observo que una menor
frecuencia de inmersion (cada 4 h) promueve la formacion y crecimiento de brotes; mientras que,
en las mayores frecuencias de inmersion evaluadas (cada 8 y 12 h) se reduce el desarrollo de brotes.
Este comportamiento puede ser debido a que la malanga es una planta semiacuatica (Macharia et
al., 2014), por la tanto demandan una mayor cantidad de agua para un 6ptimo desarrollo. De
acuerdo con lkezawa et al. (2015), el cultivo de malanga bajo condiciones controladas de

inundaciones aumenta los rendimientos de produccién sobre la produccién normal en tierra seca.

Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por Ekmekgigil et al. (2019) en los cuales
obtuvieron una mayor regeneracion de brotes de cattleya (Cattleya forbesii Lindl) con una
frecuencia de inmersién cada 4 h durante, la cual fue mayor a la que se obtuvo en medio
semisdlido. Niemenak et al., (2013) en cocoyam (Xanthosoma sagittifolium) aumentaron la

regeneracion de brotes en una frecuencia de inmersion cada 6 h.

6.3 Efecto del volumen de medio de cultivo por explante

Al evaluar la cantidad de medio de cultivo por explante se encontraron diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos (Figura 2). EI mayor nimero de brotes por explante se obtuvo en
los volimenes de 25 y 50 ml de medio de cultivo por explante, con 15.32 + 0.53 y 15.80 + 0.46
brotes, respectivamente, mientras que con un volumen de 100 ml de medio de cultivo se obtuvo la
menor produccion de brotes, con 11.43 £ 0.49 brotes por explante. Respecto a la longitud de brote
se observd una mayor altura en los tratamientos de 25 mL y 50 mL, obteniendo brotes de 4.71
+0.20 y 4.39 + 0.21 cm de longitud, respectivamente. Para la variable nimero de hojas, la mayor
formacion de hojas ocurrio en 50 y 100 mL de medio de cultivo por explante, obteniendo 3.88 +
0.79y 3.78+ 0.75 hojas por explante, respectivamente; mientras que, la menor formacién de hojas

ocurrié en un volumen de 25 ml, obteniendo 2.74 + 0.73 hojas por brote.
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En los sistemas de inmersion temporal, la cantidad de medio por explante es un factor que afecta
el desarrollo de las plantas. Nuestros resultados indican que la adicion de 25 0 50 mL de medio de
cultivo por explante favorecieron el nimero de brotes por explante, longitud y nimero de hojas
por brote; mientras que, con un volumen de 100 ml por explante ocurrié una disminucion en las
variables evaluadas. Este comportamiento se debe probablemente a que mayor volumen de medio
podria diluir componentes promotores de crecimiento excretados por los explantes (Etienne y
Berthouly, 2002; Ramos-Castella et al. 2014).

Resultados similares fueron obtenidos por Lorenzo et al. (1998) en cafia de azucar (cv. C-1051-
73, donde 50 mL de medio de cultivo por explante promovieron la tasa de multiplicacion en
comparacion con 72.5 y 95 ml de medio de cultivo por explante. Por otro lado, Ramos-Castella et
al., (2014) en vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) con un volumen de 25, 33.3 0 50 mL
de medio de cultivo por explante, no se encontraron diferencias significativas durante el desarrollo
de brotes. Este mismo efecto fue observado por Martinez-Estrada et al. (2019) en anturio
(Anthurium andreanum cv. Rosa) donde no reportaron diferencias significativas entre los
volimenes 25, 37.5 y 50 ml de medio de cultivo por explante; sin embargo, determinaron que 25

mL fue el volumen adecuado para reducir costos de produccion.

Figura 2. Efecto del volumen de hedio de cultivo por explante en la etapa de multiplicacion in vitro
de malanga. Inmersion Temporal durante 2 min cada 4 h con a) 100 mL, b) 50 mL y c) 25 mL por

explante. Barra=1 cm.
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6.4 Contenido de clorofila

Los resultados mostraron diferencias significativas para el contenido de clorofila entre los sistemas
de cultivo evaluados y los diferentes volimenes de medio de cultivo por explante (Figura 3). Para
los sistemas de cultivo evaluados, los mayores contenidos de clorofila a, b y total se obtuvieron en
inmersion temporal con frecuencia de inmersion cada 4 horas, seguido de la frecuencia de
inmersion cada 8 h; mientras que, los menores contenidos se muestran en medio semisélido e
inmersién temporal con una frecuencia de inmersion cada 12 h (Figura 3a). En relacion al volumen
de medio de cultivo por explante, los resultados obtenidos mostraron mayor contenido de clorofila
a, b y total en los tratamientos de 50 y 100 mL de medio de cultivo por explante, mientras que, el
menor contenido de clorofila se obtuvo en un volumen de 25 mL de medio de cultivo por explante
(Figura 3b).

Los brotes obtenidos en las menores frecuencias de inmersion (cada 4 y 8 h) mostraron los mayores
contenidos de clorofila, mientras que, en medio semisélido y la mayor frecuencia de inmersion
evaluada (cada 12 h) mostraron el menor contenido de clorofila. Este hecho se debid a que
probablemente los explantes con menor frecuencia de inmersion estan expuestos a mayor
disponibilidad de nutrientes que formar parte de la molécula de clorofila, como son el nitrégeno y
magnesio. Respecto a la determinacion de volumen de medio por explante, se observé una menor
cantidad de pigmentos fotosintéticos en el tratamiento de 25 mL de medio de cultivo por explante.
Este efecto podria explicarse a que en un menor volumen de medio de cultivo existe menor
disponibilidad y consumo de nutrientes que conforman la molécula de clorofila. Por otro lado, de
acuerdo a Roels et al., 2006 y Aragon et al., 2010, mencionan que el intercambio de aire que ocurre
durante la inmersion temporal puede ser el causante de la mejora en la actividad fotosintética. Esto
debido a que el uso de TI permite un mayor flujo de O2 y CO2, promoviendo a las plantas in vitro

mejorar su capacidad mixotrofica.

El incremento en el contenido de clorofila en inmersion temporal ha sido reportado por Jova et al.
(2011) en fiame (Dioscorea alata L. ‘Pacala Duclos’); Martinez-Estrada et al. (2019) en anturio
(Anthurium andreanum cv. Rosa) y Bello-Bello et al. (2019) en banano (Musa AAA cv. Grand

Naine).
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Figura 3. Contenidos de clorofila durante la etapa multiplicacién de malanga después de 30 dias
de cultivo in vitro. Efecto de a) Sistema de cultivo y b) volumen de medio por explante. Barras
representan la media + el error estandar. Barras seguidas por diferentes letras denotan diferencias
significativas estadisticamente (Tukey, P<0.05). BIT: Biorreactor de Inmersion Temporal. Chl:

Clorofila.
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6.5 Aclimatizacion ex vitro

Al evaluar el porcentaje de sobrevivencia ex vitro durante la aclimatizacién, no se encontraron
diferencias entre los sistemas de cultivo, frecuencias de inmersion y los diferentes volumenes de
medio de cultivo por explante evaluados. Esto debido a que en todos los tratamientos el porcentaje
de supervivencia fue entre 98-100%. La Figura 4 muestra las vitroplantas obtenidas a los 30 y 60

dias de cultivo bajo condiciones de invernadero.

La alta sobrevivencia de las vitroplantas durante la aclimatizacion garantiza el éxito del proceso
de micropropagacion. En nuestro estudio, a pesar de que la mayoria de los brotes de malanga con
escaso sistema radicular, estos presentaron altos porcentajes de sobrevivencia en todos los
tratamientos evaluados. Al respecto, Etienne y Berthouly (2002) y Debnath (2017) mencionan que
al utilizar la IT como técnica para la micropropagacion, se observa una mayor tasa de
sobrevivencia durante la aclimatizacion debido al endurecimiento de las plantas in vitro
ocasionado por actividad mixotrofica. Al utilizar la IT como técnica de micropropagacion, Flores-
Mora et al., (2015) en quince (Cydonia oblonga), obtuvieron 80% de supervivencia. Gomes et al.,
2016 en palma de aceite (Elaeis guineensis), reportan 82% de supervivencia; mientras que,
Ahmadian et al., (2017) en carnation (Dianthus caryophyllus L.), lograron el 90% de

supervivencia.

En este trabajo, los altos porcentajes de sobrevivencia (98-100%) se debi6 probablemente a que la
malanga cv. Criolla es una especie que no demanda manejo especial durante el proceso de
aclimatizacion ya sea en el sistema de cultivo en medio liquido o en inmersion temporal. Aunado
a ello, las adecuadas condiciones de aclimatizacion y fertilizacion aqui descritas contribuyeron a

la obtencién de resultados favorables durante la aclimatizacion ex vitro.

En conclusién, se determind que el BIT con menor frecuencia de inmersiéon y una reducida
cantidad de medio de cultivo por explante, promueven la tasa de multiplicacion y crecimiento de
brotes en comparacion con el medio semisdlido. El protocolo descrito en este trabajo, es una

alternativa para la micropropagacion a escala comercial de malanga.
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Figura 4. Plantulas aclimatizadas de malanga obtenidas de BIT a los 30 dias de cultivo ex vitro

bajo condiciones de invernadero.
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VII. CONCLUSIONES

Las diferencias obtenidas en este estudio entre el sistema de cultivo en medio semisélido e
inmersion temporal demuestran que la inmersion temporal tiene mayor efecto en el desarrollo de

brotes en malanga, obteniendo casi tres veces més brotes por explante en inmersion temporal.

Se observé que una menor frecuencia de inmersion promueve la formacion y crecimiento de brotes;

mientras que, en las mayores frecuencias de inmersién evaluadas se reduce el desarrollo de brotes.

Se observd que una menor cantidad de medio de cultivo por explante (25 y 50 mL) promueve el

desarrollo de brotes; mientras que, a mayor volumen (100 mL) lo disminuye.

Los brotes obtenidos en las menores frecuencias de inmersion (cada 4 y 8 h) mostraron los mayores
contenidos de clorofila, mientras que, en medio semisélido y la mayor frecuencia de inmersién

evaluada (cada 12 h) mostraron el menor contenido de clorofila.

Los altos porcentajes de sobrevivencia (98-100%) durante la aclimatizacion, se debid
probablemente a que la malanga cv. Criolla es una especie que no demanda manejo especial ya sea

en el sistema de cultivo en medio liquido o en inmersion temporal.

Se reporta por primera vez un protocolo para la micropropagacién de malanga en inmersion

temporal.
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