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RESUMEN

En Cuba, los cultivares comerciales de malanga Colocasia y Xanthosoma presentan
altos potenciales productivos, sin embargo, los rendimientos promedio nacionales
relativamente son bajos. Sin embargo, es conocido que la calidad de la semilla
constituye la base fundamental para recuperar los rendimientos por unidad de area y
garantizar una agricultura sostenible. Por tal motivo, en el laboratorio de Biotecnologia
del INIVIT se desarroll6 un trabajo que permitid establecer metodologias para la
propagacion masiva in vitro de este cultivo. Su implementacion a nivel de Biofabricas y
el empleo en las fincas de semillas provinciales y municipales, de plantulas producidas
in vitro para consolidar el Esquema Nacional de Categorizacién de Semilla. Como
resultado se logré la adopcion de las metodologias de micropropagacion en la Red
Nacional de Biofabricas, la plantacion de las plantulas en las fincas provinciales y la
semilla producida se planté en las fincas municipales. En fase de aclimatizacion y
durante el trasplante a campo se lograron porcentajes de sobrevivencia superiores al
90% y al momento de la cosecha se obtuvo un indice de multiplicaciéon que varié entre
1:15 a 1:22 semillas por planta producida in vitro. Con la aplicacion préctica de esta
estrategia se dispone de un material de plantacién de alta calidad genética, fitosanitaria
y rejuvenecido fisiolégicamente que es utilizado como semilla categorizada (Basica)
para garantizar el esquema de produccién de semilla por provincia y a nivel nacional.
Palabras clave: Biofabricas, micropropagacién, semilla categorizada.

USE OF BIOTECHNOLOGY FOR THE PRODUCTION OF
CATEGORIZED SEED IN MALANGA

ABSTRACT

In Cuba, commercial clones of taro Colocasia and Xanthosoma have high productive
potential, however, the national average yields are remarkably low. Among other factors
affecting this problem, the quality of the “seed” is the fundamental basis for recovering
yields per unit area and ensures sustainable agriculture. Therefore, in the laboratory of
Biotechnology INIVIT work that allowed us to establish methodologies for in vitro mass
propagation of this culture it was developed. Its implementation Biofactories level and
employment in the on-farm seed provincial and municipal plantlets produced in vitro to
consolidate the National Seed Categorization Scheme. As a result, the adoption of
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methodologies micropropagation in the National Biofactory Network, planting seedlings
in the provincial on-farm and planted the seed produced in local farms was achieved. In
acclimatization phase and during the transplantation field survival percentages above
90% were achieved and the time to harvest a multiplication rate which varied between
1:15 to 1:22 seeds per plant produced in vitro was obtained. With the practical
application of this strategy are available planting material of high genetic quality, plant
and rejuvenated physiologically that is used as seed categorized (basic) to ensure seed
production scheme by province and nationally.

Keywords: Biofactories, micropropagation, seed categorized.

INTRODUCCION

En Cuba, los cultivares comerciales de malanga de ambos géneros (Colocasia
esculenta y Xanthosoma spp.) presentan altos potenciales productivos, sin embargo, los
rendimientos promedios nacionales son bajos. En la ultima década, se ha incrementado
de forma significativa los problemas fitosanitarios relacionados con la presencia de
pudriciones secas de los cormos y cormelos. Esta situacion se ha convertido en un
factor negativo para la produccion del cultivo y se estiman pérdidas en campos
afectados que superan al 80% durante el almacenamiento (Espinosa, 2013; Folgueras y
Herrera, 2006). Por tal razén, muchos productores estdn desmotivados para continuar
incrementando sus plantaciones y por lo tanto peligra la presencia de este producto en
el mercado.

La pudricion seca de la malanga es una enfermedad producida por un complejo de
hongos fitopatégenos habitantes del suelo, la cual puede ser minimizada o controlada
con el desarrollo de programas estratégicos para la produccion de Semilla Categorizada
a partir de plantas producidas in vitro, debido a la alta calidad genética y fitosanitaria
gue induce el cultivo de tejidos per se.

Por otra parte, en este cultivo, es muy dificil obtener semilla totalmente libre de
enfermedades, particularmente de las del tipo viral como el Dasheen Mosaic Virus
(DMV), que puede propagarse muy facilmente a través de las partes vegetativas, lo cual
puede ser solucionado con la aplicacion de la biotecnologia. (Hernandez et al., 2000).
En las dltimas décadas se ha avanzado en la utilizacion de las técnicas de cultivo de
tejidos; dentro de éstas, el cultivo de meristemos y otras técnicas auxiliares que
constituyen metodologias de alta eficiencia en los procesos de micropropagacion y
saneamiento en especies de propagacion vegetativa tan importantes como la malanga.
En el laboratorio de Biotecnologia del INIVIT, se ha trabajado en este cultivo y se ha
logrado establecer protocolos para la micropropagacion por organogénesis (Medero et
al., 1997; Garcia et al., 1999), donde se ha comprobado la superioridad del material de
plantacion de malanga producido por técnicas biotecnoldgicas en condiciones de
campo.

Dentro de otros factores, la calidad de la semilla constituye la base fundamental para
recuperar los rendimientos por unidad de area. El concepto semilla de alta calidad
encierra una serie de parametros que debe reunir el material de propagacion que el
productor debe conocer y manejar eficientemente como se establece en la carta
tecnoldgica para aumentar la produccion del cultivo.

Debido a lo anterior, el trabajo desarrollado tuvo como objetivos establecer
metodologias para la propagacién masiva in vitro de la malanga, su implementacion a
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nivel de Biofabricas y el empleo de las plantulas producidas in vitro como semilla Basica
en las fincas de semilla para garantizar el Esquema Nacional de Certificacion.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal y en
las areas experimentales del Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales
(INIVIT), en el periodo comprendido entre los afios 2010 y 2016. Ademas, el escalado
de las metodologias establecidas se realiz6 en la Red Nacional de Biofabricas y las
plantas producidas in vitro se plantaron en la finca provincial de semilla de Cienfuegos
para evaluar su respuesta en campo.

Procedimientos generales

Los medios y frascos de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121°C de
temperatura y 1,2 Kg.cm? de presion, el tiempo de esterilizacion se varié en
dependencia del volumen de medio de cultivo a esterilizar, segun informacién técnica
de SIGMA (1991). El instrumental y las placas Petri (80x15 mm) para el manejo de los
explantes fueron esterilizadas en estufa a 180°C durante dos horas.

El pH de los medios de cultivo fue ajustado antes de la esterilizacion con NaOH (1,0 N)
0 HCL (1,0 N). ElI manejo de los explantes se realizé en condiciones de esterilidad en
una camara de flujo laminar horizontal.

La fase de aclimatizacion de las plantas producidas in vitro se desarroll6 segun la
metodologia propuesta por Pérez et al. (1999) en un umbréaculo cubierto por una malla
plastica (Zaran), que logra una reduccion de la intensidad luminosa del 70% durante
esta etapa. El riego se realizd por microaspersion mediante sistema Microjet con una
frecuencia de cuatro a seis riegos al dia y una duracién de dos minutos cada uno. Se
garantizé una humedad relativa del 85-90%.

Para la aclimatizacion se utilizaron plantas producidas in vitro con una altura de 3,0 a
5,0 cm y de dos a cuatro hojas, las cuales fueron plantadas en bandejas de polieturano
con 70 orificios 0 bolsas de polietileno con un sustrato formado por cachaza bien
descompuesta o materia organica y a una profundidad de plantacion de 1,0 cm.

Material vegetal

Con la finalidad de multiplicar y poner a punto las metodologias de micropropagacion se
utilizaron los nuevos cultivares comerciales obtenidos mediante el Programa de
Mejoramiento Genético del instituto, tales como: INIVIT MC-2012, INIVIT MC-2005,
México-8, INIVIT MX-2007 y Blanca INIVIT.

Medios de cultivo

Para la preparacion de los medios de cultivo se emplearon las sales “MS” propuestas
por Murashige y Skoog (1962).

Condiciones del cultivo in vitro

Se utilizé luz artificial con un fotoperiodo de 16 horas de luz y una densidad de flujo de
fotones fotosintéticos (DFFF) de 62-68 pmol.m=2.s1 y temperaturas de 27+2°C.

Componentes del Sistema de Inmersion Temporal
Se emplearon baterias de cultivo formadas por frascos “Nalgene Co” de 10 litros de
capacidad, uno para el crecimiento de los explantes y el otro como reservorio de medio
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de cultivo. Estos frascos fueron conectados entre si por una manguera de silicona de 6
mm de diametro mediante conectores que atraviesan la tapa. En la parte interna del
frasco se colocd una manguera menos flexible y de igual diametro, la cual desciende
hasta el fondo en ambos recipientes. El medio de cultivo circul6 de un frasco a otro en
dependencia de la apertura o cierre de las electrovalvulas, las cuales fueron conectadas
a un temporizador programable para la determinacion de la frecuencia y la duracion de
la inmersion. A la entrada de los frascos se colocaron filtros hidrofobicos (0,22 pm,
Midisart 2000, Sartorius AG) para garantizar la esterilidad y evitar pérdidas por
contaminacion. La presion de aire fue regulada por un mandémetro y se utilizd6 un
compresor de aire libre de aceite y con encendido automatico (Escalona et al., 1999).

Toma de explantes

Plantas madres fueron cultivadas en un Banco de Donante formado por tineles de
cultivo cubiertos con malla antiafidos y cdmaras para la plantacion y desarrollo de las
plantas certificas como libres de virus que permiten disponer de un material de alta
calidad genética y fitosanitario para la extraccion e implantacion in vitro de los cultivares
de malanga que demanda cada provincia.

Ajuste del protocolo de micropropagacién para los nuevos cultivares comerciales
Los subcultivos se realizaron a los 18 dias, segun Medero et al., 2015. Se estudio el
efecto de diferentes hormonas (6-bencilaminopurina (BAP) y acido indolacético (AlA)) y
concentraciones para la multiplicacion in vitro. La desinfeccién de las yemas se realizé
con hipoclorito de sodio segun la metodologia descrita por Medero et al., 1997. Se
evalué el porcentaje de sobrevivencia en fase de aclimatizacion y en campo después
del trasplante.

En el caso del empleo de los sistemas de inmersion temporal se utilizé la metodologia
descrita por Santos et al., 2012; la cual establece el tiempo de inmersion, la frecuencia
de inmersion y el volumen de medio de cultivo por explante para el cultivo de la
malanga.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ajuste del protocolo de micropropagacion paralos nuevos cultivares comerciales
Se logr6 establecer una metodologia eficiente y repetitiva para la micropropagacion de
los cultivares comerciales de malanga de los géneros Xanthosoma y Colocasia. Se
encontré que la mejor respuesta se alcanz6 cuando las yemas fueron desinfectadas
con hipoclorito de sodio al 2,5% durante 10 min, lo cual coincide con los resultados
descritos por Medero et al., 1997. Se demostré que al realizar los subcultivos cada 18
dias se garantiza un coeficiente de multiplicacion aceptable (1:2,3 6 1:2,5) y la menor
pérdida por contaminaciones para los cultivares estudiados de ambos géneros. Se
determind que la mejor respuesta se alcanz6 cuando se suplementd al medio de cultivo
con una combinacién de hormonas formada por 3,0 mg.L* de BAP y 1,0 mg.L* de AlA.

Ademas, se desarrollaron otros experimentos para optimizar el protocolo de
micropropagacion del cultivar ‘INIVIT MX-2007° (genero Xanthosoma), donde los
resultados obtenidos mostraron incrementos en los coeficientes de multiplicacion de
1:1,25 inicialmente a 1:2,70 (Basail et al., 2015).

Por otra parte, la metodologia de propagacion por organogénesis, con énfasis en la
etapa de establecimiento fue optimizada ya que con el empleo de los meristemos como
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explante inicial durante el establecimiento in vitro del cultivar de malanga ‘INIVIT MC-
2012, se logro aumentar la eficiencia en esta etapa y disminuir las pérdidas por
contaminantes enddgenos (Santos et al., 2015).

En fase de aclimatizacion se lograron porcentajes de sobrevivencias superiores al 95%,
plantulas con un desarrollo uniforme y buen vigor en su desarrollo. Ademas, se aplicé y
demostré las grandes ventajas econdmicas del manejo de las plantas producidas in
vitro durante la aclimatizacion para incrementar el numero de plantulas obtenidas a
partir del material propagado en el laboratorio y abaratar los costos por unidad.

Uso del Sistema de Inmersion Temporal para la produccion de explantes

El uso y puesta a punto del Sistema de Inmersibn Temporal (SIT) garantizd un
considerable incremento en los coeficientes de multiplicacion de la malanga, de 1:2,7
hasta 15 6 20 en dependencia del cultivar y el género.

Se determind que con el empleo de un tiempo de inmersién de 10 minutos, una
frecuencia cada tres horas (ocho inmersiones por dia), 40 mL.explante de medio de
cultivo y un tiempo de cultivo de 21 dias se alcanz6 la mejor respuesta del material
bioldgico, asi como el mayor coeficiente de multiplicacion. Por otra parte, no se
observaron problemas de hiperhidricidad o muerte por hipoxia. En fase de
aclimatizacion las plantas procedentes del SIT tuvieron una respuesta superior a las
procedentes del medio de cultivo semisdlido y sin presencia de cambios fenotipicos.

Introduccion de las metodologias en la practica socio —econdmica

En coordinacion con la Empresa Nacional de Semillas y en el marco de un curso con
todos los directores y especialistas de las Biofabricas, se les explicé de forma teérica y
practica los resultados obtenidos en el proceso tecnolégico de la miropropagacion de la
malanga y, ademas, se les entregé de forma sistemética explantes certificados
(diagnosticados y caracterizados morfoagronémicamente) de cultivares comerciales de
los géneros Colocasia y Xanthosoma para su produccion y adopcion total de la
metodologia. También, durante los recorridos del Grupo Nacional de Viandas
(GRUNAVI) se realizaron inspecciones técnicas y asesorias para la implementacion
correcta de la metodologia, asi como, previa coordinacién con la direccion de la
Biofabrica se le suministran explantes para dar cumplimiento a su plan de produccién y
cubrir las necesidades de la Delegacion Provincial de la Agricultura de cada Provincia
en cuanto a semilla Basica para el establecimiento de los programas de produccién de
semilla Certificada en este cultivo.

Produccioén y entrega de explantes certificados a las Biofabricas

En el laboratorio de biotecnologia del INIVIT se produjeron los explantes certificados de
malanga los cuales se distribuyeron a la Red Nacional de Biofabricas, y durante los
ultimos cinco afos se han entregado de forma sistematica mas de 80 000 explantes de
malanga de los géneros Colocasia esculenta y Xanthosoma spp, lo cual ha permitié
alcanzar producciones superiores a 1 300 000 plantas in vitro a nivel de Biofabrica
(Figura 1).
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Género Xanthosoma Geénero Colocasia
Figura 1. Aclimatizacion de las plantas producidas in vitro de malanga en la Biofabrica
de Villa Clara, listas para su comercializacion.

Plantacion de las plantas producidas in vitro en las fincas de semillas

Durante el trasplante a campo se lograron porcentajes de sobrevivencia superiores al
90% y al momento de la cosecha se obtuvo un indice de multiplicacién que varié entre
1:15 y 1:22 cormelos semilla por planta producida in vitro, independientemente del
cultivar propagado y la especie (Figura 2, 3y 4).

Figura 2. Respuesta en campo de las plantas producidas in vitro del cultivar INIVIT
MC-2012, en la Finca Provincial de Semillas de Cienfuegos.
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Figura 3. Respuesta en campo de las plantas producidas in vitro del cultivar México-8,
Finca de semilla Guira de Melena, Artemisa.

Figura 4. Respuesta en campo d las plantas produidas in vitro del cultivar INIVIT
MX-2007, en la Finca Provincial de Semillas de Cienfuegos.

Posteriormente, el material de plantacion producido en las Fincas Provinciales de
Semillas se plantd en las fincas municipales y de ahi se utiliz6 como semilla
categorizada en las Empresas Agropecuarias de cada provincia.

En general, la aplicacién practica de esta estrategia permitio la obtencion de un material
de plantacién de alta calidad genética, fitosanitaria y rejuvenecido fisiolégicamente que
incrementa los rendimientos entre el 15 y el 20%. Ademas, la planta producida in vitro
tiene que ser utilizada como semilla categorizada (tipo basica) para consolidar el
Esquema de Produccion de Semilla por provincia y a nivel nacional. Estos resultados
fueron alcanzados en las provincias de Cienfuegos, Pinar del Rio y Villa Clara.
Finalmente, la adopcion de la metodologia de micropropagacién de la malanga por las
diferentes Biofabricas garantiza la introduccién rapida de nuevos genotipos mejorados e
incrementa la composicion clonal del cultivo y su produccién.

CONCLUSIONES

Se logré la adopcién de la metodologia de micropropagacién de la malanga en la Red
Nacional de Biofabricas y se demostré que con la utilizacion de las plantulas producidas
in vitro como semilla Basica en las Fincas Provinciales de Semilla y su comercializacion
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en las fincas municipales, productores lideres y empresas agropecuarias, se
consolidarad la recuperacion de este cultivo y se garantizard la presencia de este
importante producto en el mercado nacional.
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