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RESUMEN.

El cultivo in vitro de segmentos nodales (medio y basal), de ramas de chusquines de Guadua angustifolia Kunth., presenta un
alto grado de contaminacion por bacterias afectando su micropropagacion, en la fase de establecimiento. Para la
identificacion de las bacterias contaminantes, se seleccionaron siete grupos con caracteristicas de aspecto y color, a las que se
les aplicaron medios de cultivo diferenciales, como los utilizados para géneros bacterianos fitopatégenos, como: YDC; B de
King; D1; y D5; ademds, se efectuaron pruebas bioquimicas para confirmar la identificacion, como: tincion de Gram; prueba de
Hughy Leifson; Indol; y motilidad. Mediante la presente investigacion, se llegd a la identificacion de los géneros: Xanthomonas,
Pseudomonas, Agrobacterium, y una asociacion entre Erwinia-Pseudomonas. El género Pseudomonas fue el principal agente
contaminante para los segmentos nodales basales (26.8%) y la asociacion Erwinia-Pseudomonas para segmentos nodales
medios (26.6%). La sensibilidad a los antibidticos por parte de las bacterias, se determiné a través del antibiograma, donde los
géneros encontrados presentaron sensibilidad a Amikacina, Gentamicina y Vancomicina.
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ABSTRACT

The in vitro culture of nodal segments (medium and basal) of branches chusquines Guadua angustifolia Kunth, has a high
degree of bacterial contamination, affecting their micropropagation, in the establishment phase. For identification of the
contaminating bacteria, seven groups with aroma and color characteristics were selected, which were applied differential
culture media, such as those used for phytopathogenic bacterial genera, such as: YDC, King B, D1 and D5. In addition,
biochemical tests were performed to confirm identification such as: gram stain, Hugh and Leifson test, Indol; and motility. This
investigation led to the identification of the genera: Xanthomonas, Pseudomonas, Agrobacterium, and Erwinia-Pseudomonas
partnership. The genus Pseudomonas was the main pollutant for basal nodal segments (26.8%) and Erwinia-Pseudomonas
association for media nodal segments (26.6%). The sensitivity to antibiotics by bacteria, were determined by antibiogram,
where genera was found to be sensible to Amikacin, Gentamicin and Vancomycin.

Keywords: in vitro, nodal segments, Guadua angustifolia, plant pathogens, antibiotics.

INTRODUCCION El efecto de los microorganismos contaminantes sobre las

plantas in vitro es considerable, si se tiene en cuenta que

as técnicas de cultivo in vitro han desarrollado una
exitosa y rapida propagacién asexual de un gran
numero de especies vegetales, donde uno de los
requisitos bdsicos es mantener los cultivos libres de
microorganismos contaminantes (1,2). (2-4).

compiten con ellas por los nutrientes del medio de cultivo y
proporcionan dafos directos e indirectos por la colonizacién
de sus tejidos y la expulsion al medio de metabolitos téxicos
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Los microorganismos ambientales (no patdgenos), no
representan un perjuicio significativo para la planta, pero en
condiciones in vitro, 6ptimas en nutrientes, se desarrollan
hasta extremos que resultan perjudiciales ocasionando la
pérdida total del material vegetal, por la colonizacién de los
tejidosyla expulsién al medio de metabolitos téxicos (5).

Por ser la guadua (Guadua angustifolia Kunth) una especie de
amplia distribucién en América, ademas de sus propiedades
fisicas y mecanicas, y por cumplir en Colombia un importante
papelambiental, culturaly econdmico (6,7), se han explorado
numerosos métodos de propagacién masiva, incluidos los
procesos de micropropagacion (8-10).

Sin embargo, en la fase de establecimiento de Ia
micropropagacion de guadua, varios autores reportan altos
porcentajes de contaminacién provocados por
microorganismos, con énfasis en los deterioros causados en
el material vegetal por las bacterias (9-14).

Pero en los trabajos de micropropagacion de G. angustifolia,
sélo se reporta la identificacion de la bacteria Bacillus sp.
como causante de la contaminacién en la fase de
establecimientoinvitro (15).

Por tal razdn, el presente trabajo de investigacidn se propuso
identificar las bacterias contaminantes que afectan Ia
micropropagacion de los segmentos nodales de G.
angustifolia, para advertir sobre la necesidad de medidas de
controly prevencion, en la fase de establecimiento del cultivo
invitro de esta especie forestal.

MATERIALES Y METODOS.

Fase de establecimiento in vitro

El estudio se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Corporacién Regional del Quindio, del Centro Nacional para
el Estudio del Bambu-guadua, ubicado en el municipio de
Cérdoba-Quindio; y en el Centro de Investigaciones
Biomédicas “Manuel Elkin Patarroyo” de la Universidad del
Quindio, de la ciudad de Armenia-Quindio.

En el Laboratorio de Biotecnologia se realizé la siembra de
explantes de G. angustifolia, los cuales fueron obtenidos de
ramas de chusquines de guadua que permanecieron bajo
condiciones de invernadero; de tales ramas se seleccionaron
como: segmento nodal basal y segmento nodal medio;
explantes que se han recomendado como los mas
promisorios en la micropropagacion de esta especie vegetal

(9).

Los explantes fueron sometidos a un lavado con solucién de

detergente comercial por 15 min; luego en cabina de flujo
laminar se sumergieron en alcohol del 70% durante 1 min;
posteriormente se sometieron a exposicion de una solucidn
de NaClO al 3% por 15 min; seguidamente se realizaron tres
enjuagues con agua destilada estéril; luego fueron
inoculados en medio de cultivo (16) suplementado con la
citoquinina BAP, a razén de 3.0 mg L-1. Los explantes
inoculados se llevaron a cdmara de crecimiento, donde
permanecieron por 30 dias a condiciones de fotoperiodo por
12 horas(13).

Se realizé la siembra de 2000 segmentos nodales basales y
2000 segmentos nodales medios; a las dos semanas de
cultivo, de los materiales libres de contaminacion por
hongos, se tomaron al azar 619 segmentos nodales basalesy
619 segmentos nodales medios. Dichos explantes se
tuvieron en observacion por un periodo de cuatro semanas;
para un mejor analisis, los explantes se organizaron por
grupos segun la sintomatologia exhibida, tanto por el
explante como por la aparienciay desarrollo de la bacteria en
el medio de cultivo; de cada grupo constituido, se
seleccionaron los materiales para la fase del estudio
microbiolégico. Para estimar el tiempo promedio de
apariciony el porcentaje de contaminacién por accion de las
bacterias, sobre los dos tipos de segmentos nodales de G.
angustifolia, se realizé el analisis estadistico mediante el
programa Statistix 7.0.

Fase de estudio microbioldgico.

Las pruebas de identificacion de bacterias se llevaron a cabo
en el Centro de Investigaciones Biomédicas “Manuel Elkin
Patarroyo” de la Universidad del Quindio. Las bacterias de los
grupos de explantes que presentaron contaminacion, se
dispusieron en caldo peptonado a 28 °C por 30 min.
Seguidamente se realizd la purificacion de las colonias
bacterianas (17), que fueron sembradas por agotamiento en
agartripticasa de soyaa 28 °C por 24 horas, hastaobtenerun
cultivo puro (18); las colonias de bacterias aisladas se
sembraron en medio de cultivo, segin el esquema de Shaad
(19), con aumento del medio D5 (20) y la prueba de Hughy
Leifson (21).

Se les realizd tincion de Gram, donde las bacterias gram
negativas, fueron sembradas en el medio YDC; las colonias
qgue se tornaron de color amarillo, fueron expuestas a la
prueba de Hugh y Leifson (21), que indicé su tipo de
respiracién (oxidativa o fermentativa). Cuando las colonias
presentaron color crema, se sembraron en medio B de King
(22), las cuales presentaron (o no) fluorescencia bajo la
observacién de luz ultravioleta. Posteriormente se les realizd
la prueba de Hugh y Leifson (21), para identificar su
respiracion (oxidativa o fermentativa); con el fin de
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diferenciar los géneros, se sembraron en medio de cultivo D1
para observar su crecimiento; ademas, se llevaron a cabo las
pruebas bioquimicas que permitieran la confirmacién de los
géneros.

El antibiograma se realizé mediante la prueba de Difusién de
disco, o Prueba de Kirby—Bauer (18,23,24), para determinar
la sensibilidad de las bacterias aisladas e identificadas, a la
presenciade diferentesantimicrobianos (tabla 1).

Tabla 1. Antibiogramas utilizados para la identificacién de
los géneros de bacterias.
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Tabla 2. Contaminacidn de segmentos nodales de G.
angustifolia en condiciones in vitro.

TIPODE | SIEMBRA CANTIDAD %
EXPLANTE | TOTAL | CONTAMINADOS | CONTAMINACION
Segmento

MEDIO 619 359 56.5
Segmento

BASAL 619 322 52

TOTAL 1238 681 54

SENSIDISCO S CANTIDAD
Penicilina 10 mcg
Amoxicilina — ac. 20/10 mcg
clavulonico
Cefalotina 30 meg
Cefotaxima 30 mcg
Ceftriaxona 30 meg
Vancomicina 30 meg
Amoxicilina 25 mecg
Ampicilina — sulbactam 10/10 mcg
Eritromicina 15 mcg
Ciprofloxacino 5mcg
Gentamicina 10 meg
Amikacina 30 mcg
Ampicilina 10 meg
Norfloxacino 10 mcg

RESULTADOS Y DISCUSION.

Los segmentos nodales medio y basal cultivados in vitro,
libres de contaminacién por hongos, fueron evaluados
durante cuatro semanas para observar el efecto de la
contaminaciéon por bacterias; los segmentos medios
mostraron una contaminacién del 56.5%, mientras que los
basales indicaron una contaminacion bacterial del 52% (tabla
2). De acuerdo a la sintomatologia exhibida, se organizaron
siete grupos para escoger dos muestras por grupo, con las
que se procedié a realizar su identificacion. Las condiciones
de pH y humedad de los cultivos in vitro, permitieron el
desarrollo de estos microorganismos, ya que las bacterias
toleran niveles de pH neutros y requieren de humedad
relativaalta (25).

Aislamiento e Identificacion.

A partir de la lectura de los medios diferenciales para la
identificacién de los géneros bacterianos, se encontré la
presencia de Xanthomonas, Erwinia, Pseudomonas y
Agrobacterium, tal como se describe en la tabla 3. Estos
resultados coincidieron con las caracteristicas de
crecimiento de las colonias reportadas por varios autores
(20,26), pero difieren de lo descrito por Cruz et al. (15),
quienes identificaron sélo al género Bacillus sp. Por tanto,
este trabajo se convierte en el primer reporte de
identificacion de las bacterias mencionadas, como
contaminantes de la fase de establecimiento in vitro de G.
angustifolia.

Las colonias de bacterias que se identificaron como Gram
negativas, por el método de tincién de Gram, fueron
cultivadas en medio YDC; aquellas cuyo crecimiento
presenté color amarillo fueron sometidas a la prueba de
Hugh y Leifson (21), donde el género Xanthomonas exhibid
su respiracién caracteristica de tipo oxidativa (tabla 3).

Tal condicién se confirmd cuando este tipo de bacterias
presentdé crecimiento en medio D5 (20), determinando asi el
género Xanthomonas. El aspecto de Xanthomonas en cultivo
in vitro de G. angustifolia, se manifesté de dos maneras: 1)
presentd crecimiento alrededor del explante y colonizé todo
el medio de cultivo, acompafiado de un color amarillo
mostaza; 2) crecio a partir del explante formando camino y
rodeando el borde del frasco, con coloracién blanco hialino,
haciéndose visible por la base del frasco de siembra.

Igualmente, aquellas colonias que se tornaron de color
amarillo y que mediante la aplicacién de la prueba de Hughy
Leifson (21), dieron como respuesta la respiracion
fermentativa, correspondieron a la caracteristica tipica del
género Erwinia (tabla 3).

Ademids, se identific6 una asociacion entre Erwinia-
Pseudomonas, que en cultivo in vitro se caracterizd por
presentar crecimiento alrededor del segmento nodal,
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Tabla 3. Resultados de pruebas de identificacidon para cada una de las bacterias.

PRUEBAS Xanthomonas Erwinia Pseudomonas Agrobacterium
GRAM Bacilos - Bacilos - Bacilos - Bacilos -
KOH 3% Positivo Positivo Positivo Positivo
TRIPTICASA SOYA AGAR Positivo Positivo Positivo Positivo
YDC Colonias amarillas Colonias amarillas Colonias crema Colonias crema
B KING Negativo Positivo Positivo Negativo
D1 Negativo Negativo Negativo Positivo
D5 Positivo Negativo Negativo Negativo
MacCONKEY Negativo Positivo Positivo Positivo
SANGRE Positivo Positivo Positivo Positivo
PRUEBA O/F Oxidativa Fermentativa Oxidativa Oxidativa
CATALASA Positivo Positivo Positivo Positivo
CITRATO SIMMONS Positivo Positivo
ROJO DE METILO Positivo Negativo
UREA Negativo Negativo
INDOL Negativo Negativo Negativo
TRES A ZUCARES Positivo Negativo
VOGES PROSKAUER Negativo Negativo
MOTILI DAD Positivo Positivo Positivo Positivo
CRECIMIENTO 28-35°C Positivo Positivo Positivo Positivo

acompafiado de una estela en la parte basal del explante, de
color crema claro, que después de varios dias torné al medio
de color amarillo- verdoso tenue. A las demas colonias que se
tornaron de color amarillo, y fueron sometidas a la prueba de
Hugh y Leifson (21), dando como respuesta la respiracién
oxidativa, correspondieron a los géneros Pseudomonas
(tabla 3) y Agrobacterium (tabla 3); para diferenciar estos dos
géneros, se sembraron en el medio de cultivo D1, donde
Pseudomonas no exhibio crecimiento.

La presencia de Pseudomonas sobre los explantes de G.
angustifolia, en condiciones in vitro, manifesté varios
aspectos: 1) se caracterizd por poner turbio el medio de
cultivo, de color crema oscuro, creciendo a partir del
explante; 2) presenté la misma caracteristica anterior pero
acompafiado de una elevacion en burbujas (por produccion
de gas); 3) al principio de la contaminacién, tuvo
caracteristicas iguales a la primera manifestacion, pero
después de dos dias pigmenté el medio de cultivo de color
azul-verdoso. Todas colonizaron por completo el medio de
cultivoyno hubo necesidad de observarlasala luz.

Los géneros identificados concuerdan con lo reportado por

Leifert et al. (5), quienes aislaron Erwinia y Pseudomonas,
como patdgenos de diferentes especies de vegetales.
Ademas, Pseudomonas se presentd en mayor porcentaje de
contaminacion en segmentos basales, lo que concuerda con
loreportado en otros trabajos, donde se haindicado que este
microorganismo es el mas frecuente en la naturaleza,
encontrdndose principalmente en el agua, la tierra y las
plantas, lo que indica que la contaminacidn proviene del
suelo (27), lugar donde estan sembradas las plantas madre
(chusquines de guadua).

Cuando las colonias se cultivaron en medio D1,
Agrobacterium fue capaz de presentar crecimiento,
diferenciandose de Pseudomonas. En el cultivo in vitro de
segmentos nodales de G. angustifolia, Agrobacterium
manifestd crecimiento alrededor del explante, el cual se
observd desde el fondo del envase hacia la luz, de color
blanco hialino y con el transcurso de varios dias se torné de
un color rosado claro. Del total de explantes (tabla 4), el
género Pseudomonas contamind un total de 141 segmentos
medios y 165 basales; en los segmentos medios, la
asociacion de los géneros Erwinia-Pseudomonas contamind
164 explantes mientras que en los basales la contaminacion
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fue de 125 explantes; aunque su presencia se manifesto de
manera conjunta, ellas fueron aisladas e identificadas como
géneros diferentes en la fase de laboratorio microbioldgic;
Xanthomonas contamind 51 segmentos mediosy 27 basales.

Tabla 4. Contaminacidn por bacterias que afectaron el
cultivo in vitro de segmentos nodales (medio y basal) de G.

angustifolia.
Totales Segmento Porcentaje | Porcentaje
Géneros Contaminado
Medio Basal Medio Basal
Pseudomonas 141 165 22.8 26.8
Xanthomonas 51 27 82 44
Psewdomonas—
Eminia 164 125 26.6 20.2
Agrobacterium 3 5 03 06
Total 359 Ry 579 520

Agrobacterium contamind 3 explantes medios y 5 basales,
por lo que se considerd poco relevante su participacion en los
procesos de contaminacién de segmentos nodales de
guadua, en lafase de establecimiento in vitro.

Asi, el segmento nodal medio presentd mayor contaminacion
por causa de la asociacidon Erwinia-Pseudomonas, mientras
que el segmento basal presentd mayor contaminacion a
causa de Pseudomonas; varios autores han propuesto que
estos organismos son los mas frecuentes tanto en el
ambiente como enlaplanta (19, 28-30).

Tiempo de contaminacion

Para el segmento nodal medio (tabla 5), el tiempo promedio
de contaminacion de los cultivos in vitro, fue: 7.1 dias para
Pseudomonas, 7.5 dias para Xanthomonas y 6.8 dias para
Pseudomonas — Erwinia. Segun el intervalo del 95 % de
confianza, no existen diferencias significativas en por el
tiempo de aparicidn de la contaminacién entre los tres
géneros; es decir, cada género de bacterias contamina los
cultivos de guadua en condiciones in vitro aproximadamente
almismo tiempo.

El género Agrobacterium fue poco frecuente y de
contaminacion retardada en el cultivo in vitro de segmentos
nodales de guadua, con una aparicidon entre 9 y 11 dias;
considerandose este género poco significativo al momento
delanalisis estadistico.
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En cuanto al segmento nodal basal, el tiempo promedio de
aparicién de la contaminacion de los cultivos in vitro, fue: 5.4
dias para Pseudomonas, 6.4 dias para Xanthomonas vy 7.4
dias para la asociacién de Pseudomonas — Erwinia. Ademas,
segun el intervalo del 95 % de confianza, hay diferencias en el
tiempo medio de aparicidn, entre los tres géneros; es decir, la
asociacion Pseudomonas — Erwinia muestra diferencias
significativas con respecto a Pseudomonas y Xanthomonas.

Tabla 5. Tiempo de contaminacion por bacterias que
afectan el cultivo in vitro del segmento nodal medio de G.

angustifolia.
Géneros n = S Intervalo | Tiemp [ Tiempo
X del 0 maxim
05% minim | o dés
o dizs

Peudononas 141 | 71 | 45 | 63-78 2 21

Xanthononas 51 75 | 42 | 63-86 3 21

Peudononas — 165 | 6.8 39
Erminia
Agrobaaerium 2 9 11

6.2-73 3 21

El género Agrobacterium fue poco frecuente y de
contaminacion retardada en el cultivo in vitro de yemas
basales de guadua, con una aparicién entre 7y 21 dias, por lo
que se considerd este género poco significativo en el analisis
estadistico.

Tabla 6. Tiempo de contaminacién por bacterias que
afectan el cultivo in vitro del segmento nodal basal de G.

angustifolia.

n X S Intervalo | Tiemp | Tiempo

, del minino maxinn
Géneros dias dias

95 %
BPeudonvnas 166 | 54 | 287 | 50-58 2 20
Xanthononas 27 | 64 | 363 | 52-76 3 13
BPeudonvnas 125 | 74 | 417 | 6.7-8.1 3 21
- Erwinia

Agrobaderium | 4 7 21

El tiempo minimo de contaminacidn, en los segmentos
nodales medio y basal de guadua, por los géneros
Pseudomonas, Xanthomonas y la asociacidn Erwinia-
Pseudomonas (tabla 5; tabla 6), fue de 2 dias, siendo mas
frecuente entrelos 2y 7 dias (Figura 1; Figura 2).
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Figura 1. Variacion en tiempo de contaminacion por
bacterias en segmento nodal medio in vitro de G.
angustifolia.

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD

Los cuatro géneros bacterianos identificados (tabla 7),
presentaron sensibilidad a los antibidticos: Vancomicina,
Amikacina y Gentamicina; en la realizacion de estas pruebas,
Agrobacterium mostré sensibilidad a Cefotaxima; mientras
que Xanthomonas, Pseudomonas y Erwinia, exhibieron

£ &0
50 — Pseudomonas sp.
- 40
— Xanthomonas sp.
H 30
4 - —— Pseudomonas
10 sp./Erwinia sp.
0
-

Tiempo en dias

Figura 2. Variacién en tiempo de contaminacion por
bacterias en segmento nodal basal in vitro, de G.
angustifolia

sensibilidad intermedia, por lo que aquellos antibiéticos
(Vancomicina, Amikacina y Gentamicina), son los mas
adecuados para su utilizacion en el control de dichas
bacterias. Agrobacterium, Erwinia, y Pseudomonas,
presentaron resistencia a la presencia de Eritromicina;
mientras que Xanthomonas presentd sensibilidad a dicho
antibidtico.

Tabla 7. Antibiograma: prueba que determina la sensibilidad de las bacterias a diferentes antibiéticos.

GENERO CIX|EM | CIP| P|VA|[CF|[AMC |GE | NOR| AK| AXA (A | SAM | CTR
Xanthomonas sp. SI S R [R] S S S S R S R S S S
Agrobacterium sp. S R ST | S| S S S S R S R S S R
Erwinia sp. SI R R |R| S| R R S S S R |R R S
Pseudomonas sp. SI R S [R]|] S R R S S S R R R R

SI: Sensibilidad intermedia; S: Sensibilidad; R: Resistencia

CTR: Ceftriaxona (30 mcg)
P: Penicilina (10 mcg)

AMC: Amoxicilina

NOR: Norfloxacino (10 mcg)
A: Ampicilina (10 mcg)

EM: Eritromicina (15 mcg)
VA: Vancomicina (30 mcg)
Ac. clavulonico (20/10 mcg)
AK: Amikacina (30 mcg)
CTX: Cefotaxima (30 mcg)

CIP: Ciprofloxacino (5 mcg)

CF: Cefalotina (30 mcg)

GE: Gentamicina (10 mcg)

AXA: Amoxicilina (25 mcg)
SAM:Ampicilina—sulbactam (10/10 mcg)

CONCLUSIONES

Los géneros de bacterias: Xanthomonas, Erwinia,
Pseudomonas y Agrobacterium, son los causantes de la
contaminacién, en la fase de establecimiento in vitro, de
segmentos nodales de Guadua angustifolia.

Pseudomonas y la asociacion Pseudomonas-Erwinia, fueron
las mayores contaminantes en segmentos nodales medio y
basal de guaduain vitro.

Agrobacterium, no indicé niveles de contaminacion

importantes, que obliguen medidas de control.
RECOMENDACIONES

Los antibioticos: Vancomicina, Amikacina y Gentamicina, se
convierten en herramienta para la prevenciony el control del
complejo bacteriano, como es el caso de manejo de plantas
madre de Guadua angustifolia.
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