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ABSTRACT

Establishment and multiplication of four genotypes of taro
(Colocasia esculenta var. antiqguorum) in vitro. Four genotypes of taro were
established and multiplied in vitro. A modified Murashige and Skoog medium
(MS) plus 25 mg/L of AIA was used to establish and develop the plants. MS
containing 0.05 mg/L of AIA and 1 mg/L of BAP was used for their multiplica-
tion. Plant regeneration rate varied between 76% and 88%. The number of
sprouts per plant, for each 7 weeks of culture, varied between 6.8 and 11.9.
Elisa-radioinmunoassay (RIA) diagnosis showed that 83% of the plants coming
from cormels were infected with Dasheen Mosaic Virus (DMV), while plants
arising from shoot tip culture of the same group of cormels were virus free.

INTRODUCCION

La malanga o taro (Colocasia esculenta
Schott) pertenece a la familia Araceae. Es origina-
ria de la parte sur central de Asia, probablemente
de India y Malasia. La taxonomia de la malanga
es confusa, pero en general se reconocen 2 grupos
principales: el tipo eddoe, en el cual el cormo de
la planta es esférico y produce cormelos de forma
ovoide que constituyen el principal producto de
este cultivo; y el tipo dasheen, en el que el cormo
es cilindrico y de mayor tamafio y por lo general
no produce cormelos de valor comercial. El pri-
mer tipo es conocido como fiampi o chamol
(Colocasia esculenta var. antiquorum) y el segun-
do como malanga (Colocasia esculenta var.
esculenta). En general se conocen con nombres
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comunes como: malanga, taro, cocoyam, eddoe,
dasheen, malanga china, fiampi y chamol
(Montaldo, 1977; Onweme, 1978; Wang, 1983).
Actualmente se cultivan como una fuente impor-
tante de alimento e ingreso en diversas regiones
tropicales y subtropicales (Wang, 1983). En
América su cultivo se efectia principalmente en
las islas del Caribe, Veénezuela y Centro América
(Montaldo, 1977).

En fiampi se han desarrollado sistemas de
cultivo in vitro con diferentes objetivos, entre
ellos: la obtencién de plantas libres de virus, con
énfasis en el virus del mosaico de la malanga o
DMV (Dasheen Mosaic Virus) (Hartman, 1974;
Jackson et al., 1977; Monge et al., 1987); la
micropropagacién (Abo-El Nil y Zettler, 1976;
Jackson, Ball y Arditti, 1977; Gémez et al.,
1989); la conservacion de germoplasma
(Staritsky, 1980) y la seleccién de plantas toleran-
tes a la salinidad (Nyman, Gonzélez y Arditti,
1982). Sin embargo, se ha observado una alta
especificidad de los cultivares de malanga y en
general de las ardceas, en los requerimientos para
su cultivo in vitro (Arditti y Strauss, 1979).
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Recientemente, Zettler y Hartman (1987) sefiala-
ron que la existencia de innumerables cultivares
de los géneros Colocasia y Xanthosoma creciendo
en diversas partes del mundo y en 4reas relativa-
mente pequefias, representa uno de los factores
que limitan la aplicacién comercial de la técnica
del cultivo in vitro en estas plantas, debido al alto
costo para el establecimiento de cada cultivar.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el comportamiento de cuatro genotipos de fiampi
(Colocasia esculenta var. antiquorum) durante las
fases de establecimiento y de multiplicacién, en 2
medios de cultivo previamente establecidos
(Monge et al., 1986; Gémez et al., 1989).

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con cuatro genotipos de C. escu-
lenta var. antiquorum conocida localmente como
flampi o chamol; denominados 6117, 6315, 8987
y Local (sembrado ampliamente en el pais). El
material vegetal utilizado en esta investigacién
fue suministrado por la Sede Regional del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia en San
Carlos, Alajuela, Costa Rica. Estos genotipos
sobresalieron en productividad en una prueba de
campo, donde se evaluaron junto a otros 10
(Rodriguez, 1984).

En todos los genotipos estudiados se indujo
la brotacién de los cormelos bajo dos sistemas: a)
bolsas plasticas y b) sembrados en bandejas plas-
ticas con suelo como sustrato. Una vez que los
brotes alcanzaron un tamaiio apropiado (Figura
1A) se separaron de los cormelos; luego, se les
practicaron 2 cortes transversales, a cada extremo,
y 4 cortes longitudinales, a cada lado, hasta obte-
ner las porciones que se muestran en la Figura 1B,
donde est4 el dpice. Se procedié a lavar las por-
ciones con agua y posteriormente se colocaron en
una solucién 1:1 de benomil y estreptomicina m4s
terramicina en dosis de 2 g\L por espacio de 15
minutos y en agitacién constante. Después se
desinfectaron por inmersién en etanol de 70°
durante un minuto e inmediatamente se pasaron a
una solucién de hipoclorito de sodio al 1,25%,
donde permanecieron en agitacién constante
durante 15 minutos. Finalmente, se lavaron con
agua destilada estéril 3 veces dentro de una cdma-
ra de flujo laminar, en la cual se realizé la extrac-
cién de los dpices con la ayuda de un microscopio
estereoscopico.

Los 4pices consistieron del domo m4s 1 6 2
primordios foliares y se incubaron a la luz en tubos
de cultivo (18x150 mm) con 10 ml de medio,
durante la etapa de establecimiento y desarrollo de
las plantas. Después de 3 meses se inici6 la etapa de
multiplicacién. Se tomaron plantas y se les elimina-
ron las raices y la parte aérea (incluida la yema ter-
minal) dejando tnicamente la porcién basal. Estas
porciones se cultivaron en frascos de vidrio de 120
ml de capacidad a los cuales se les adicion6 25 ml
de medio. El medio de cultivo utilizado fue el de
Murashige y Skoog (MS) (1962) con 3% de sacaro-
sa, suplementado con 25 mg/L de 4cido indolacéti-
co (AIA) en la etapa de establecimiento y desarrollo
de las plantas y con 1 mg/L de 6-bencilaminopurina
(BAP) mis 0,05 mg/L de AIA en la etapa de multi-
plicacién. El pH de los medios se ajusté a 5,7 pre-
vio a la esterilizaci6n en autoclave y se solidificaron
con agar (Sigma Chemical Company) en concentra-
cién de 0,8%,.en la primera etapa y "Gelrite"
(Kelco Scientific) en concentracién de 1,8 g/L en la
segunda. Los medios se esterilizaron en autoclave a
1,2 kg/cm2 de presién y a una temperatura de
121°C durante 15 minutos.

Se cultivé un épice por tubo de ensayo y 4
secciones basales por frasco de 120 ml en condi-
ciones de laboratorio (25+2°C), con un fotoperio-
do de 12 horas y una intensidad luminica de apro-
ximadamente 40 pe/s/m2. Los ensayos fueron
repetidos al menos 3 veces en la etapa de estable-
cimiento y por lo menos 2 veces en la etapa de
multiplicacién. Se utilizaron 15 repeticiones por
genotipo en la primera etapa y un niimero variable
en la segunda. Los ciclos de multiplicacién fueron
de 7 semanas, segtin la metodologia propuesta por
Goémez et al. (1989).

Se evalué la presencia del DMV en las
plantas producidas in vitro y las plantas desarro-
lladas en invernadero, ambas provenientes del
mismo lote de cormelos. Para esto se utilizé la
técnica de Elisa-radioinmunoensayo (RIA)
(Hunter, 1978) estandarizada por Salazar (1989;
1991) para el DMV. Se utilizaron 10 plantas pro-
venientes del cultivo de tejidos y 3 provenientes
de cormelo; en éste Wltimo caso se procesaron 2
muestras por planta.

También se midi6 la altura de las plantas
(desde su base hasta la insercién de la segunda
hoja bien desarrollada) y el porcentaje de plantas
que presentaban al menos un brote adicional (%
brotaci6n axilar), a los 60 dias después de iniciada
la etapa de establecimiento.
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Cuadro 1. Comportamiento de los 4pices de fiampi provenien-
tes de 4 cultivares, incubados sobre el medio MS +
25 mg/L de AIA. Resultados a los 60 dias de incu-
bacién.

Cultivar No. de dpices % de dpices que Altura de Brotacién

incubados  forman plantas - planta axilar
(cm) (%)
MM-6117 15 70+15* 2,30 31
MM-6315 15 75+13 2,69 50
MM-8987 15 56+20 1,97 17
Local 15 72+11 2,80 0
* Promedio y desviaci6n est4ndar de por lo menos 3
repeticiones.

RESULTADOS

Etapa de establecimiento

El Cuadro 1 muestra el comportamiento i n
vitro de los 4 genotipos de fiampi en el medio MS
+ 25 mg/L.de AIA, después de 60 dias de incuba-
cién. El porcentaje promedio de apices que for-
maron plantas vari6 entre 56% y 75%. Fue posible
aumentar este porcentaje mediante un manejo cui-
dadoso del material. La baja respuesta de los 4pi-
ces en algunos tratamientos se debi6 al dafio sufri-
do por éstos durante la diseccién y no a su inhabi-
lidad de crecer por efecto del medio de cultivo.

Quince dias después de establecidos los 4pi-
ces se tornaron verdes y se produjo un engrosa-
miento en la base donde se forma un callo de apa-
riencia cristalina y de textura friable, proveniente
de las células exteriores y que aparentemente no
comprende el domo apical. Posteriormente, el
meristema se desarrolld quedando el callo en la
base de la nueva planta (Figura 1C).

Se observaron diferencias entre genotipos en
la altura y el porcentaje de plantas que presentaron
al menos un brote adicional (Cuadro 1, Figura
1C). El genotipo Local presentd la mayor altura
pero un porcentaje de brotacion lateral de cero.

Las plantas enraizaron sin problemas, en el
mismo medio, después de 60 dias de cultivo. La
Figura 1D muestra plantas del genotipo MM-8987
listas para su transferencia a condiciones de inver-
nadero.

Multiplicacion

Todos los genotipos presentaron desarrollo
de brotes axilares en el medio MS + 1 mg/L de
BAP + 0,05 mg/L de AIA (Cuadro 2). Se obser-
varon diferencias entre genotipos en el nimero de

brotes producidos. El genotipo MM-8987 fue el
més prolifico con un promedio de 11,9 brotes por
planta, seguido del MM-6315 con 9,1 brotes. El
genotipo local fue intermedio (8,0 brotes por
planta) y los resultados més bajos (6,8 brote-
s/planta) se obtuvieron con el genotipo MM-6117.

Sanidad

El Cuadro 3 muestra el nimero de plantas
en las que se detect el DMV antes y después de
su paso por cultivo in vitro utilizando la técnica
de RIA. El 83% de las plantas provenientes de
cormelo estaban infectadas con el DMV, mientras
que no se detect en ningiin caso el virus en las
plantas obtenidas por cultivo de dpices in vitro.

Establecimiento de las plantas en
condiciones de invernadero

Para el establecimiento de las plantas pro-
ducidas in vitro a condiciones de invernadero se
sigui6 la metodologia de (Gémez et al., 1989). El
100% de las plantas sobrevivieron en esta condi-
cién (Figura 1F). Queda por evaluar el desarrollo
de los genotipos en esta condicién y su posterior
compottamiento en el campo.

DISCUSION

A menudo los modelos de propagacién in
vitro son desarrollados y descritos para un solo
genotipo (cultivar) de una especie en particular.
Cuando se tratan de propagar otros genotipos
segin el modelo descrito, los requerimientos de
reguladores de crecimiento pueden ser muy dife-
rentes de un genotipo (cultivar) a otro en una
misma especie (Pierik, 1988). En C. esculenta
este hecho se agrava con la existencia de dos
variedades botdnicas C. esculenta var. antiquo-
rum y C. esculenta var. esculenta, cuyos requeri-
mientos para su cultivo in vitro son muy diferen-
tes (Arditti y Strauss, 1979). Inclusive se ha
sugerido que esta marcada diferencia puede apo-
yar el intento de clasificar estas plantas en dos
especies (Arditti y Strauss, 1979), como se pre-
tendié en un principio (Montaldo, 1979). La
mayoria de los trabajos publicados antes de 1980,
sobre el cultivo de tejidos de malanga, no indican
el genotipo con que se trabajé. Arditti y Strauss
(1979) intentaron establecer la identidad de los
materiales utilizados por autores precedentes.
Segiin los resultados descritos, se presentan
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Fig. 1.

Regeneracién de plantas de cuatro cultivares de fiampi por cultivo de 4pices. A) Cormelos brotados del genotipo local.

B) Explantes antes de la esterilizacién superficial. C) Plantulas obtenidas en un medio MS + 25 mg/L de AIA, 60 dias
de incubacién. D) Produccién de brotes laterales en el medio de multiplicacién. E) Plantulas completas del genotipo
MM-8987 listas para su transferencia a condiciones de invernadero. F) Plantas de los genotipos 6117 y 8987, 30 dias

después de su transplante al invernadero.

variaciones en el comportamiento in vitro de los
cultivares de fiampi. Esto concuerda con las dife-
rencias observadas entre genotipos en la altura y
la produccién de nuevos brotes (Cuadros 1y 2).
EI genotipo Local, con el que se desarrollaron los
medios para establecimiento (Monge et al., 1987)
y multiplicacién (Gémez et al., 1989), presentd la

mayor altura, ausencia de brotacién lateral y un
nimero de brotes por planta intermedio en la
etapa de multiplicacién. El porcentaje de regene-
racién de plantas obtenido en los 4 genotipos, asi
como su multiplicacién posterior indican, sin
embargo, que en el caso de los genotipos emplea-
dos en este experimento, los medios utilizados
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Cuadro 2. Tasa de multiplicacién de 4 genotipos de fiampi,
incubados en el medio MS + 0,01 mg/L de AIA + 1
mg/L de 6-BAP. Resultados a los 49 dias de incu-

bacién.
Cultivar No. de plantulas  No. de brotes  No. brotes/
iniciales total plantula
MM-6117 12 82 6,8
MM-6315 11 100 9,1
MM-8987 9 107 11,9
Local 2 19 8,0

tuvieron un rango amplio de aplicacién.
Resultados similares fueron obtenidos por
Acheampong y Henshaw (1983) con genotipos de
tiquisque (Xanthosoma spp.).

Las plantas se obtuvieron por medio de lo
que Hicks (1984) llama organogénesis directa:
crecimiento del dpice hasta formar una planta sin
pasar por la etapa de callo. Esto es preferible por-
que se obtiene una mayor estabilidad genética. La
multiplicacion posterior de las plantas se logrd
mediante la proliferacién de yemas axilares y
tampoco incluyé la formacién de callo, fase pre-
sente en estudios realizados por Abo-El Nil y
Zettler (1976) en este cultivo.

La prueba viral para evaluar la presencia del
DMV demostré que todos los genotipos prove-
nientes del campo estaban infectados, 1o que con-
firma la amplia distribucién de este virus. Altas
incidencias del DMV también han sido encontra-
das en colecciones de germoplasma de Colocasia
y Xanthosoma en Puerto Rico (Alconero y Zettler,
1971) y en Venezuela (Debrott y Ordosgoitti,
1974). Por otra parte, el hecho de que no se
encontré el virus en las plantas producidas i n
vitro confirma la efectividad de la técnica como
método de limpieza para este patégeno (Monge
et al., 1987; Hartman y Zettler, 1988).

Los genotipos evaluados en el presente
estudio mostraron una alta produccién de corme-
los (21-22 t/ha) en una prueba de campo previa,
en la que no se hizo referencia al DMV
(Rodriguez, 1984). Esto hace suponer, que el
potencial productivo de estos genotipos atin no se
ha expresado totalmente (Monge et al., 1986) y
que existe variacién entre genotipos en relacién a
su tolerancia al DMV. Al respecto, Liu et al.
(1982) observaron diferencias en la expresién de
sintomas del DMV en plantas de tiquisque
(Xanthosoma spp.) provenientes de cultivo de
tejidos.

Cuadro 3. Deteccién del DMV en plintulas producidas i n
vitro y provenientes de cormelo de 4 genotipos de
fiampi, mediante RIA.

Nimero de plantas positivas/
total de plantas evaluadas

Cultivar Cormelo* in vitro
MM-6117 313 0/10
MM-6315 173 0/10
MM-8987 373 0/10
Local 33 0/10
Total 10/12 0/40
(%) 83 0

* Promedio de 2 repeticiones.

En relacién a la técnica de detecci6n viral
utilizada (RIA), cabe sefialar que es capaz de
detectar la presencia del virus en términos de
nanogramos; permite procesar un gran nimero de
muestras de manera rdpida y objetiva y obviar el
problema de la fluctuacién de la sintomatologia
observada en este virus (Zettler y Hartman, 1988).
Es posible, entonces, confirmar plantas libres del
DMV, lo que reviste singular importancia para el
intercambio internacional de germoplasma y el
establecimiento de un programa de produccién de
semilla asexual de flampi y otras ardceas comesti-
bles libres de virus.

RESUMEN

Se establecieron y multiplicaron in vitro 4
genotipos de fiampi (Colocasia esculenta var.
antiquorum Schott). Para el establecimiento y
desarrollo de las plantas se utiliz6 un medio
Murashige y Skoog (1962) modificado (MS) més
25 mg/L de AIA. En la etapa de multiplicacién se
emple6 un MS més 0,05 mg/L de AIA y 1 mg/L
de BAP. El porcentaje de regeneracion de plantas
varié de un 76% a un 88%. El nimero de brotes
por planta estuvo entre 6,8 y 11,9, en ciclos de
multiplicacién de 7 semanas.

Segtn el diagnéstico viral, con la prueba de
Elisa-radioinmunoensayo (RIA), el 83% de las
plantas provenientes de cormelo estaban infecta-
das con el DMV, mientras que no se detecté el
virus en las plantas obtenidas in vitro, a partir de
dpices provenientes del mismo lote de cormelos.
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