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Resumen

Se evalué la presencia y distribuciéon de hongos endofitos (asintomaticos)
en cuatro plantaciones de mango ‘Haden’ sometidos a diferentes practicas
agrondémicas y ubicados en la Planicie de Maracaibo (condiciones semi-aridas).
Los hongos se recuperaron empleando la técnica de la triple esterilizacién (mé-
todo especifico para hongos endofitos). Todos los hongos identificados son cono-
cidos fitopatogenos del mango. En todas las plantaciones se registr6 la presen-
cia de Fusarium decemcellulare, Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichum
gloesporioides, Alternaria alternata, Phomopsis mangiferae, Pestalotiopsis sp.
y Cladosporium sp. La mayoria de los hongos estaban presentes tanto en érga-
nos vegetativos como reproductivos, con excepciéon de P. mangiferae y
Pestalotiopsis sp. que solo se recuperaron a partir de érganos vegetativos.
Conidios de L. theobromae y Cladosporium sp. fueron detectados dentro de las
anteras junto con los granos de polen. En general, se encontrd que la distribu-
cion de los hongos en los 6rganos de las plantas hospedantes fue continua y
sistematica, sin registrarse variaciones temporales. Estos resultados podrian
indicar que la colonizacién endofitica es una importante ruta para el desarrollo
de enfermedades en el mango ‘Haden’ cultivado en la Planicie de Maracaibo.
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Introduccion

El mango Mangifera indica L.
(Anacardiaceae) ha sido cultivado por
mas de 4 mil anos en la India de don-
de es originario y desde donde fue trai-
do al Continente Americano por los
europeos (19). El cultivo se adapté a
las condiciones climatolégicas, a tal
grado que con el paso de los anos es

uno de los componentes paisajisticos
mAas comunes, sin contar que nuestro
continente es el segundo productor de
mango (12).

En Venezuela, el mango ocupa
el quinto lugar en superficie cosecha-
da y es uno de los rubros de exporta-
cién mas importantes (22).

Recibido el 16-7-2003 ® Aceptado el 10-10-2005
Autor para correspondencia email: vmorales@inia.gob.ve; m_rodriguez@inia.gob.ve. Fax:

58-261-7376224



Morales-Rodriguez y Rodriguez-Gonzalez

A finales de la década de los 80
se observoé la expansién del cultivo del
mango en la Planicie de Maracaibo,
estableciéndose en esta subregion
plantaciones comerciales con varieda-
des injertadas de las cuales predomi-
né ‘Haden’. Diez anos después, cuan-
do las plantaciones comenzarian a
entrar en el ciclo II o de plena pro-
duccién (5); las expectativas de los
productores de mango ‘Haden’ de la
Planicie de Maracaibo se vieron frus-
tradas por los bajos niveles de produc-
cién registrados en sus plantaciones.
De alli que varias de éstas hayan sido
abandonadas, eliminadas o sustitui-
das por otros rubros. Severas enfer-
medades fingicas han contribuido con
tal situacidén, especialmente escoba de
brujas o agallas, antracnosis y
declineo (5, 39) que son sefaladas
como las principales afecciones
fitopatoldgicas que interfieren nega-
tivamente en la produccién del man-
go ‘Haden’ en esta regién.

En los ultimos afios se ha repor-
tado que en muchas especies vegeta-
les habita una micobiota asociada que
permanece en los tejidos de las plan-
tas hospederas sin causar ningun tipo
de enfermedad. Esta micobiota esta
conformada por hongos sistémicos de-

nominados "endofitos". Originalmen-
te, los hongos endofitos fueron defini-
dos como organismos no-agresivos que
vivian dentro de los tejidos vegetales.
El término se ha ampliado para in-
cluir aquellos hongos que en alguna
etapa de su ciclo de vida, permane-
cen dentro del hospedante sin indu-
cir sintomas de enfermedad (30, 31).
Los espacios intercelulares y las co-
nexiones apopldsticas constituyen el
principal nicho de estos hongos. Los
nutrientes que circulan por los haces
vasculares le brindan el alimento ne-
cesario para su desarrollo (3, 41).

Diversos estudios demuestran
que en ciertas ocasiones la condiciéon
saprofitica del hongo endofito que
habita en especies arbdreas, se
transmuta en efectos negativos cuan-
do su hospedante presenta desérde-
nes nutricionales o estrés hidrico ha-
ciéndolo més susceptible al ataque del
mismo (44, 45).

En este trabajo se presentan los
resultados de un estudio diagndstico
que permitié la deteccién e identifi-
cacion de hongos endofitos en plantas
de mango ‘Haden’ cultivado en plan-
taciones comerciales de la Planicie de
Maracaibo.

Materiales y métodos

Caracteristicas Agro-
Ecolégicas de la Zona de Estudio:

Esta investigacion se realizé en
cuatro plantaciones de mango de la
variedad ‘Haden’ (Mangifera indica L.
cv. Haden) ubicadas en los municipios
Canada de Urdaneta y Mara, de la
subregién Planicie de Maracaibo del
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estado Zulia, Venezuela.

Las plantaciones fueron Finca
"El Carrusel" ubicada en el Km. 22
de la carretera Maracaibo-Perija,
municipio Canada de Urdaneta; Fin-
ca "Los Tres Jagueyes", Finca "El
Quinto Patio" y Banco de
Germoplasma del "Centro Horto-
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Fruticola del Zulia" ubicadas en el
municipio Mara. La edad de las mis-
mas oscilaba entre 6-12 afios y la ex-
tension variaba entre 10-20 ha. Para
la época en que se llevd a cabo este
estudio la plantacién de mango
‘Haden’ de la Finca "El Carrusel" pre-
sentaba una alta incidencia de plan-
tas con agallas o escoba de brujas.

La subregién estudiada tiene
una altitud promedio de 55 msnm y
corresponde a una zona de vida del
tipo bosque muy seco tropical que se
caracteriza por presentar 500-600
mm de precipitacién anual, ocurrien-
do dos picos de lluvias durante los
periodos de mayo-junio y julio-octu-
bre, una evapotranspiracién anual de
1.662 mm, lo que conlleva a un déficit
hidrico en la regién, temperatura pro-
medio anual de 28°C con una maéaxi-
ma de 34°C y una minima de 25°C; y
una humedad relativa del 75 % (17).

Material Colectado:

En cada una de las fincas eva-
luadas se seleccionaron al azar 12
plantas sanas por huerto. Para los
andlisis microbiolégicos se tomaban
muestras de los siguientes érganos:
hojas en el periodo de prefloracién,
ramas de los ultimos flujos de creci-
miento, inflorescencias y frutos si
eran producidos (3 6rganos/punto car-
dinal/planta). La recoleccién de las
muestras se realizé durante el ciclo
productivo comprendido entre los
anos 2000-2001.

Analisis microbiolégicos:

Los aislamientos de hongos
endofitos se realizaron a partir de seg-
mentos de los 6rganos vegetales co-
lectados. Para ramas, yemas, raquis
y pedicelos de las inflorescencias y
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pedinculos y pulpa de los frutos se
cortaban secciones entre 10-20 mm de
longitud; para hojas se cortaron por-
ciones de los apices, margenes y por-
ciones centrales de las laminas
foliares entre 1-2 cm? y los gineceos
(ovario, estilo y estigma) y anteras
fueron diseccionados. Se procesaron
9 segmentos/érgano.

Estos segmentos de 6rganos se
sometieron al proceso de triple este-
rilizaciéon para eliminar colonizadores
superficiales (30). Para ello se sumer-
gieron las muestras por 1 minuto en
etanol al 95%, 10 minutos en
hipoclorito de sodio al 2,5% y 30 se-
gundos en etanol al 95%. Seguido de
un enjuague con agua esterilizada y
un secado sobre papel estéril (30). Una
vez estériles los segmentos se incuba-
ron en capsulas de Petri con PDA
(Agar-Papa-Dextrosa) y/o ZDA (Agar-
Zanahoria-Dextrosa) modificado con
sulfato de estreptomicina (40 mm/ml)
o enmendado con acido lactico al 25%
para controlar el crecimiento
bacteriano; a temperatura ambiente
(20-25°C) con fuente de luz natural.
Para la purificacién y mantenimien-
to de todos los aislamientos, los hon-
gos fueron transferidos a otras cap-
sulas y tubos con PDA, y replicados
cada 3 semanas. Todos estos procesos
se realizaron en una cadmara de flujo
laminar para minimizar el riesgo de
contaminacién.

Para la observacién de las es-
tructuras vegetativas y reproductivas
de los hongos aislados en cultivos pu-
ros se prepararon montajes con por-
ciones de las colonias sobre laminas
portaobjetos con una gota de
lactofenol azul algodén si las estruc-
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turas eran hialinas y con lactofenol si
las estructuras eran oscuras. Tam-
bién se realizaron observaciones di-
rectas de las colonias con microscopio
estereoscopico.

Igualmente se prepararon
microcultivos tipo Riddel los cuales
consistian en inocular con aguja de
diseccién estéril pequenos cubos de
agar (aprox. 1 cm?®) dispuestos sobre
laminas portaobjetos, luego estos cu-
bos eran cubiertos con la lamina cu-
bre-objetos y se colocaban sobre pa-
pel de filtro estéril y humedecido den-
tro de una capsula de Petri estéril la
cual era incubada a temperatura am-
biente y en condiciones de luz natu-
ral durante un lapso de 10-15 dias.
Al cabo de este tiempo se descartaba
el cubo de agar y se colocaba sobre un
nuevo porta-objeto una gota de azul
de algodoén el cual se cubria con el
cubre-objeto separado del cubo; igual-
mente el porta-objeto separado del
cubo era tenido con azul de algodén
cubriéndose con un nuevo cubre-obje-
to (11). De esta forma se obtenian dos
montajes a partir de un Riddel para
realizar las observaciones de las es-
tructuras fangicas y tomar las foto-
grafias.

Todas las laminas preparadas se
examinaron con microscopio de luz
(100x, 400x y 1000x) y se realizaron

las respectivas tomas fotograficas,
empleando un microscopio trinocular
marca Nikon. Las caracteristicas de
las colonias fueron observadas con
microscopio estereoscépico (marca
Nikon) a 10x y 50x. Posteriormente
se procedi6 a realizar las respectivas
descripciones taxondémicas de los
especimenes examinados.

La identificacién de los hongos
se realizé mediante la utilizacién de
claves taxonémicas especializadas (6,
8,9, 16, 18, 27, 48) y consulta con
micélogos especializados (profesores
T. Iturriaga, de la Universidad
"Simén Bolivar", F. Escalona, de la
Universidad del Zulia y R. Castafieda,
del INIFAT-Cuba).

La ocurrencia de un hongo se
registré como positiva si era detecta-
do en al menos una muestra o segmen-
to de 6rgano.

Para el analisis estadistico se
empleéb el programa de computacién
SAS System. La prueba estadistica
llevada a cabo para el analisis de es-
tos datos fue Chi-cuadrado (prueba no
paramétrica) para analizar la relacién
entre las variables presencia o ausen-
cia de cada uno de los hongos endofitos
detectados por plantacién y por érga-
no (hojas, ramas, flores). Para ello se
empleo el procedimiento FREQ (42).

Resultados y discusion

Siete especies de hongos
anamorficos (hifomicetos y
coelomicetos) fueron recuperados
como endofitos a partir de 6rganos
vegetativos y reproductivos, como se
presenta en el cuadro 1. Estas espe-

276

cies fueron Fusarium decemcellulare
Brick., Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Grifford & Maubl.,
Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sacc., Alternaria
alternata (Fr:) Keissl.,, Phomopsis
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Cuadro 1. Hongos aislados como endofitos de distintos 6rganos de
mango ‘Haden’ en la planicie de Maracaibo, Venezuela.

Tallo (ramas
jévenes y sus

Hojas
(laminas foliares

Inflorescencias Frutos (pulpa)

(raquis, pedunculos,

yemas) y pedicelos) gineceos y anteras)
Alternaria
alternata A. alternata A. alternata F. decemcellulare
Colletotrichum
gloeosporioides C. gloeosporioides C. gloeosporioides
Cladosporium sp. Cladosporium sp. Cladosporium sp.
Fusarium
decemcellulare F. decemcellulare F. decemcellulare
Lasiodiplodia
theobromae L. theobromae L. theobromae
Pestalotiopsis sp.
Phomopsis
mangiferae

mangiferae Sacc., Pestalotiopsis sp.
Stey. y Cladosporium sp. Link.

Estos hongos prevalecieron en los
flujos de crecimiento mas recientes;
encontrandose en las hojas y ramas
j6venes en el periodo de prefloracién,
muchos de ellos sobrepasaron la flora-
cién, encontrandose en las
inflorescencias y llegaron incluso a la
fructificacion, encontrandose en frutos
de distintas edades (cuadro 1).

Estas especies han sido reporta-
das por otros autores como endofitos
de mango (21) y otras especies lefio-
sas (13, 29, 40, 46, 52). También han
sido reportadas como agentes
patégenos causantes de enfermedades
en mango (5, 10, 20, 23, 24, 25, 26,
28, 35, 36, 38, 39, 43, 51).

Fusarium decemcellulare fue
detectado en muestras provenientes
de todas las plantaciones. Su ocurren-
cia se detect6 en un 79% de todas las

277

muestras analizadas. En su distribu-
cién organografica se encontraron di-
ferencias significativas (P<0,1) preva-
leciendo en un 39,47% en las ramas 'y
yemas, 34,21% en las hojas y 26,32%
en los 6rganos florales. Estos resulta-
dos indican que F. decemcellulare ocu-
rre como el hongo endofito de mas am-
plia distribucién y frecuencia en las
plantaciones de mango ‘Haden’ estu-
diadas en la Planicie de Maracaibo.
Cabe destacar ademas la presencia de
F. decemcellulare en la pulpa de los
frutos de mango, lo cual resulta im-
portante considerando que este hon-
go ha sido reportado como toxigénico
@7).

F. decemcellulare ha sido reco-
nocido como agente causal de una de
las mas importantes enfermedades
del mango en Venezuela conocida
como "agallas" o "escoba de brujas",
senalandose al estado Zulia como uno
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de los principales focos (39). Otras
especies del género Fusarium han
sido identificadas como agentes
causales de tal enfermedad. Aisla-
mientos hechos a partir de tejidos
enfermos han permitido identificar a
F. subglutinans (Wollenweb. &
Reinking) P.E. Nelson, F. moniliforme
Sheld. y F. sacchari S., como agentes
causales de agallas o escoba de bru-
jas (34, 47, 51). En un estudio reali-
zado en mango ‘Keitt’ se aisld F.
subglutinans como agente causal de
agallas en las paniculas (34) y se con-
cluyé que para el desarrollo de la en-
fermedad era necesario que la pobla-
cién del hongo en condiciones
endofiticas alcanzara un umbral de
infestacién requerido para el desarro-
1lo de los sintomas. Igualmente, un
estudio realizado en plantaciones de
mango ‘Haden’ en México se identifi-
c6 a F. subglutinans como agente cau-
sal de agallas y con la capacidad de
permanecer asintomaticamente en las
plantas como endofito (28). Los auto-
res de este trabajo indicaron ademas
la obtencién de resultados confusos al
procurar completar los postulados de
Koch, observando una influencia de
las condiciones ambientales y fisiolé-
gicas para el desarrollo de la enfer-
medad después de la inoculacién (28).
Lo cual implica que un hongo patoge-
no puede ocurrir en las plantas
hospedantes asintomaticamente si las
mismas no se encuentran bajo la in-
fluencia de condiciones estresantes.
Lasiodiplodia theobromae fue
detectado en todas las plantaciones
evaluadas. Fue aislado a partir de un
66,66% de las muestras analizadas.
Resulté ser un endosito persistente
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tanto en la fase vegetativa como
reproductiva de las plantas. En su dis-
tribucién organografica se encontraron
diferencias altamente significativas
(P<0,01) haciéndose frecuente con un
64,29% en las hojas, con un 32,14% en
las ramas y yemas; y con una baja fre-
cuencia 3,57% en los érganos florales.
Conidios de esta especie fueron detec-
tados dentro de las anteras junto con
los granos de polen. Esto permite infe-
rir una via adicional de propagacién
del hongo. L. theobromae ha sido se-
nalada como el agente causal de la
enfermedad denominada "muerte re-
gresiva" o "declineo" en mango en di-
versos paises productores como Puer-
to Rico (4), El Salvador (1) y Malasia
(23). En Florida, se reporta la misma
asociacién entre esta enfermedad y L.
theobromae aunque no exclusiva sino
en compaiia de otros hongos (35). Aho-
ra bien, Ploetz y Prakash (36) sefialan
la imposibilidad de reproducir los sin-
tomas en condiciones de inoculacién
artificial, por lo que se asume que este
hongo se mantiene como endofito e in-
tensifica su ataque cuando las plantas
estan en estado de debilidad. En la
India, también reconocen la trascen-
dencia de la colonizacién endofitica de
este hongo en el posterior desarrollo
de enfermedades postcosecha en los
frutos de mango (26).

Colletotrichum gloeosporioides
fue recuperado como endofito en un
38,36% de las muestras analizadas,
hallandose con mayor frecuencia en las
hojas 50%, en las ramas y yemas
44,44% y con una baja frecuencia
5,566% en los érganos florales. En esta
distribucién organografica se encon-
traron diferencias significativas
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(P=0,1). Pudo detectarse la ocurrencia
de C. gloeosporioides solo en aquellos
plantaciones no manejados (SF). Este
hongo es sin lugar a dudas uno de los
principales agentes patdgenos del
mango a nivel mundial y es el causan-
te de la antracnosis. Especificamente
en Venezuela, ya ha sido reportado
como patdgeno principalmente de fru-
tos (11). Datos genéticos y geograficos
sugieren que este patdgeno se disemi-
né a través de las poblaciones de man-
go del mundo a partir de una sola fuen-
te u origen por la via endofitica (2).

Alternaria alternata se detecto
en todos los plantaciones evaluados.
La ocurrencia de este hongo se regis-
tré en un 30,14% de las muestras ana-
lizadas de las cuales 40,91% corres-
pondieron a hojas, 31,81% a ramas y
yemas;y 27,27% a tejidos florales. No
se encontraron diferencias significa-
tivas en esta distribucién
organografica (P>0,1). Esta especie ha
sido reportada como uno de los
endofitos dominantes de plantas lefio-
sas como el corcho (13) y el eucaliptus
(7). Diversos autores sefialan a esta
especie como agente causal de man-
chas negras sobre frutos, lesiones en
hojas e inflorescencias de mango
cuando es cultivado en ambientes ari-
dos de paises como Egipto, Australia
y Sur Africa cuyas condiciones favo-
recen su desarrollo (14, 15, 37). Estos
reportes se corresponden con la detec-
ci6on del mismo en la Planicie de
Maracaibo, zona agroecolégica que se
caracteriza por presentar condiciones
ambientales semi-aridas.

Phomopsis mangiferae fue ais-
lado como endofito en un 23,33% de
las muestras analizadas; las cuales
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provinieron de las plantaciones ma-
nejadas (F). En su distribucién
organografica se hallaron diferencias
altamente significativas (P<0,001) ya
que fue aislado exclusivamente a par-
tir de 6rganos vegetativos como ramas
y yemas. Investigaciones previas se-
nalan que otras especies de
Phomopsis han sido aisladas como
endofitos a partir de distintos érga-
nos como hojas, tallos, flores y frutos
de especies arbéreas, pudiendo citar
a P. castanea (Sacc.) Hohn en plan-
tas de castano (52), y especies no iden-
tificadas en haya (40), duraznero (49)
y algunas ericaceas (29). Asi mismo,
ha sido aislado como patégeno causan-
do decaimiento de ramas, necrosis y
muerte de yemas, por lo que ha sido
asociado al sindrome de muerte regre-
siva (32, 33, 49, 50, 52).
Pestalotiopsis sp. fue aislado
como endofito en un 10% de las mues-
tras analizadas, provenientes de una
de las fincas manejadas (F). En cuan-
to a su distribucién organografica se
encontraron diferencias altamente sig-
nificativas (P<0,01) ya que se aisl6
Unicamente de 6rganos vegetativos
tales como ramas y yemas. Especies
no identificadas de este género han
sido reportadas como agentes causales
de manchas grises en hojas y puntas
de ramas en mango y merey, aunque
esta enfermedad no se considera de
relevancia (24). Ha sido aislado como
endofito a partir de hojas, ramas jéve-
nes, inflorescencias y pedicelos en
plantas de mango (21). También se ha
encontrado a Pestalotiopsis guepinii
(Desm.) Steyaert. como endofito en
plantaciones de pino, donde produce
un compuesto anticancerigeno del tipo
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taxol (46).

Una especie no identificada de
Cladosporium sp. fue detectada en
todas las plantaciones evaluadas. Su
ocurrencia se determiné en un 71,43%
de las muestras evaluadas, de las cua-
les 42,86% correspondieron a érganos
florales (gineceos y anteras), 32,14%
a hojas y 25% a ramas y yemas;
obteniéndose asi diferencias significa-

tivas en esta distribucién
organografica (P<0,1). Fue el tnico
hongo que prevalecié

consistentemente en la fase
reproductiva. Al igual que L.
theobromae, conidios de este hongo
fueron detectados dentro de las
anteras junto con los granos de polen.
Hasta el presente no se han registra-
do reportes de especies de
Cladosporium como patégenos impor-
tantes del mango, sino mas bien como
oportunistas. De hecho, es conocida la
presencia cosmopolita de
Cladosporium spp. en distintos 6rga-
nos de las plantas superiores y mate-
riales de origen vegetal tanto como
parasito como saprobio (6, 16) siendo
reconocido como un importante con-
taminante de ambientes y medios de
cultivo. La especie C. cladosporioides
(Fresen.) de Vres, ya ha sido reporta-
da como endofito de mango en Aus-
tralia (21).

Los resultados antes expuestos
indican la ocurrencia de hongos en
condicién endofitica; asi como una dis-
tribucién organografica que sigue un

patrén de colonizacién sistemadatico y
continuo, ya que los hongos recupe-
rados no son aislados azarosamente
ni de algin 6rgano en particular (ex-
cepto P. mangiferae y Pestalotiopsis
sp.). Observaciones de este tipo se han
registrado para algunas especies
caducifolias donde se ha hallado un
patrén de distribucién espacial exten-
dido de su micobiota endofita (40).

El conocimiento de la fenologia
del cultivo es muy importante para el
diagnostico ya que la susceptibilidad
del cultivo al dafno causado por
patégenos puede variar de acuerdo
con su estado de desarrollo. Durante
el desarrollo vegetativo, la mayor par-
te de la energia de la planta se dirige
al follaje. En este periodo el dafio por
hongos patégenos al area foliar no es
tan critico, porque la planta tiene to-
lerancia a la pérdida de hojas y una
gran capacidad para recuperarlas re-
generando asi el tejido fotosintético
perdido. Sin embargo, cuando se al-
canza la etapa reproductiva sobrevie-
nen las enfermedades, originandose
pérdidas en la produccion. De alli la
importancia de monitorear estos pro-
cesos a lo largo de una escala de tiem-
po considerable, pues representan
una clave para la comprension de las
pautas eco-fisiolégicas en la
interaccién hongo-hospedante, y para
determinar la fase critica en la que
los huéspedes dejan de ser endofitos
para convertirse en patégenos.

Conclusiones

La colonizacién endofitica pue-
de considerarse como una importan-
te ruta para el desarrollo de enferme-

dades en el mango ‘Haden’ cultivado
en la Planicie de Maracaibo. Ademas,
considerando que los principales hon-
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gos fitopatogenos del mango ‘Haden’
cultivado en la Planicie de Maracaibo
ocurren como endofitos en ramas jo-
venes y yemas de plantas sanas, se
recomienda especial cuidado en los
programas de injertacién en los vive-
ros siendo que estos 6rganos son los
que se emplean para la propagacion

de nuevas plantas. Esta precaucion
también es valida para los estudios
de propagacién in vitro en los cuales
se emplean medios de cultivo que fa-
vorecen el crecimiento de la micobiota
endofita pudiendo entorpecer el desa-
rrollo de las actividades propagativas.
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