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Resumen

Durante el establecimiento in vitro de segmentos nodales de mango se
presentan comunmente microorganismos contaminantes, principalmente hon-
gos que ocasionan la muerte del tejido usado como explante. El aislamiento y la
identificacién de estos microorganismos son necesarios para lograr su control
eficiente mediante ciertos procedimientos de desinfeccidon superficial. Se reco-
lectaron brotes terminales de plantas adultas de 4 afios de edad, de los cuales
se seleccionaron 80 segmentos nodales, que se desinfectaron durante 30 min en
8 g L't de Benomil® + 300 mg L! de Rifampicina®, 1 min en alcohol etilico al 70%
y 15 min en hipoclorito de sodio al 2,625%; y sembrados en tubos de ensayo
contentivos del medio de cultivo Murashige y Skoog. Posteriormente, a los 8
dias de su incubacién se detect6 la presencia de hongos contaminando los seg-
mentos nodales y causando la muerte de los mismos. Se procedi6 al aislamiento
e identificacién de los hongos y el resultado mostré la presencia de Alternaria
sp. y Curvularia sp. en un 47,06 y 52,94%; respectivamente. La apariciéon de
estos hongos en los explantes desinfectados posiblemente se asocie a que los
mismos se ubican dentro de las irregularidades de los tejidos usados para pro-
pagacién, donde no llega el producto desinfectante, lo que impide su accién
fungicida sobre los hongos presentes.
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Abstract

During the establishment in vitro of nodal segments of mango, normally
appear pollutant micro-organisms, which are mainly fungi that occasion the
death of the tissue used as explants. The isolation and identification of these
micro-organisms are necessary to obtain its efficient control through some
processes of superficial disinfection. Terminal buds of adult plants of 4 years
old were collected, from which 80 nodal segment were selected, which were
later disinfected for 30 min in 8 g L' of Benomyl® + 300 mg L* of Riphampicina®,
1 min in ethylic alcohol at 70% and 15 min in hypochloride of sodium at 2.625%,
and afterwards these were put on essay tubes with the Murashige and Skoog
culture medium. Subsequently, passed 8 days of its incubation, it was detected
the presence of fungi, contaminating the nodal segments and causing the death
of these. Later, it was proceeded to isolate and identify fungi, and the result
showed the presence of Alternaria sp. and Curvularia sp. in 47.06 and 52.94%
respectively. The appearance of these fungi in the disinfected explants might
be due to these are inside the irregularities of the tissues used for propagating,
which limits its fungicide action on the present fungi.

Key words: fungi, Alternaria sp., Curvularia sp., Mangifera indica, in vitro.

Introduccion

El mango (Mangifera indica) es incrementarse. Segtin la FAO para el
uno de los frutales mas difundidos en ano 2001 a partir de 8.700 Has el pais
Venezuela debido a la existencia en produjo 132.000 TM y un rendimiento
casi todo el territorio de condiciones de 151.724 Hectogramos por hectarea
edafoclimdaticas que satisfacen sus ne- @)
cesidades fisiolégicas (3). Este frutal Este arbol puede propagarse por
ha adquirido notable importancia eco- semilla y por medios vegetativos como
némica ya que existen buenas perspec- lainjertacién y las estacas (2), de igual
tivas para su produccion, asi como por manera por técnicas de cultivo in vitro
la aceptacién que ha tenido este rubro como la organogénesis y la
en los mercados nacionales e interna- embriogénesis somatica (13). Sin em-
cionales, lo cual se traduce en un in- bargo, la micropropagacién de esta
greso de divisas al pais. Para el afno especie ha sido poco estudiada, siendo
1993 se estimo una superficie cosecha- este método de regeneracién muy pro-
da de 8095 has y una produccién de metedor dado a que permite la multi-
12718 toneladas (10). En los dltimos plicacién masiva de plantas
anos ha despertado un marcado inte- genéticamente idénticas, entre otras
rés entre los productores agricolas de ventajas (8). En el establecimiento in
la Planicie de Maracaibo, estimando- vitro de segmentos nodales, se pueden
se para 1999 una superficie sembrada presentar microorganismos hongos y
de 600 ha con tendencia a bacterias contaminantes que interfie-
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ren con la obtencién de explantes
asépticos (16).

Se tiene que las especies lefiosas,
como el mango, son muy dificiles de
manipular durante su cultivo in vitro
(13, 14, 16). Un amplio rango de
microorganismos (hongos filamen-
tosos, bacterias, levaduras, virus y
viroides) y microartrépodos (dcaros y
trips) han sido identificados como con-
taminantes durante el establecimien-
to in vitro de plantas. Estos
microorganismos son introducidos con
el explante durante la manipulacién
en el laboratorio, y pueden expresarse
inmediatamente o permanecer laten-
tes por largos periodos de tiempo (9).
Leifert y Caselles (9), sefialaron que
frecuentemente es dificil identificar la
fuente de contaminacion y que los pro-
tocolos han sido desarrollados para
reducir la presencia de estos
microorganismos contaminantes, que
pueden encontrarse en la superficie o
en el interior del explante o en ambos
sitios; siendo los de la superficie son

mas faciles de eliminar (14, 15, 16).
El éxito de los sistemas de pro-
pagacion de plantas por biotecnologia
depende en gran medida del control y
la prevencién de la contaminacién
microbiana, la cual ocasiona pérdidas
cuantiosas de material vegetal en los
procesos productivos y de investigacién
(1). Existen varias estrategias para
controlar y manejar la contaminacién,
que incluyen: a) La prevencién me-
diante la seleccién y el tratamiento de
la planta madre, la desinfeccién super-
ficial del explante y la identificacién
de los microorganismos contaminan-
tes. b) El control de la contaminacién
a través del uso de sustancias
antimicrobianas y el cultivo de
meristémas (1, 9, 12, 13, 14, 15).
Este trabajo tuvo como objetivo
aislar e identificar los géneros de hon-
gos contaminantes presentes en el es-
tablecimiento in vitro de segmentos
nodales de mango procedentes de plan-
tas adultas cultivadas en el campo.

Materiales y métodos

Localizacion de la planta-
cion. La plantacién de mango emplea-
da para la obtenciéon del material ve-
getal estd situada en el municipio
Mara, estado Zulia, dentro del area
denominada la altiplanicie de
Maracaibo. Esta zona se caracteriza
por presentar un régimen de distribu-
ci6n de lluvias irregular, observando-
se dos picos de maxima precipitacion
en los meses de mayo y octubre, con
dos minimos en diciembre- enero y ju-
lio-agosto (distribuciéon bimodal). Para
un promedio de 500 mm/ano. Con res-
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pecto a la temperatura promedio y la
evapotranspiracién potencial se regis-
tran valores de 27° C y 2.500 mm anua-
les, respectivamente. En general, los
suelos presentan baja fertilidad natu-
ral y pH alrededor de 5,5; con una capa
superficial de arenosa a franco areno-
sa de 0-90 cm de profundidad que des-
cansa generalmente sobre un horizon-
te argilico (FAa). Estos suelos estan
clasificados como Tipic Haplargids (6).

Recoleccion de las muestras.
El material vegetal fue obtenido de
plantas de mango de 4 anos de edad,
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cultivadas en el Campo Experimental
del Centro Fruticola del Estado Zulia-
CORPOZULIA ubicado en el munici-
pio Mara del estado Zulia. En la plan-
ta madre, los brotes fueron cubiertos
por 15 dias con bolsas de papel y plas-
ticas transparentes, con algunas per-
foraciones, y recibieron dos aplicacio-
nes de 4 g.1.'! de Ridomil® en un inter-
valo de 4 dias antes de la siembra. Se
recolectaron brotes terminales de 15
cm de longitud con mas de 5 nudos,
los cuales permanecieron en condicio-
nes de cAmara humeda hasta su tras-
lado al Laboratorio de Cultivo de Teji-
dos del Instituto de Investigaciones
Agronémicas de la Universidad del
Zulia.

Preparacion y siembra de los
segmentos nodales. En el laborato-
rio se eliminaron las hojas a los bro-
tes, dejando parte del peciolo para evi-
tar danar las yemas. Los explantes
consistieron de segmentos nodales con
una yema axilar, correspondientes al
tercer y cuarto nudo del brote desde la
parte apical (14).

La desinfeccion superficial consis-
ti6 en sumergir los explantes por 30 min
en 8 g..'! de Benomil® + 300 mg.Li! de
Rifampicina®, 1 min en alcohol etilico
al 70 % y 15 min en cloro comercial al
50 % (Hipoclorito de sodio 5,25 % i.a.).
Seguidamente se realizaron tres enjua-
gues con agua destilada estéril antes
de la siembra de los explantes en un
tubo de ensayo (150 mm x 25 mm) con-
tentivo de 10 mL de medio nutritivo de

Murashige y Skoog (11), complemen-
tando con 1 mg.Li'' de las vitaminas
tiamina, piridoxina y 4acido nicotinico,
100 mg.L! de mioinositol, 20 g.I! de
sacarosa y 7 g L' de agar. El pH del
medio se ajustd a 5,8 + 0,01 antes de
esterilizarlo a 121°C y 1,1 kg.cm™ por
20 min. Las condiciones de incubacién
de los explantes fueron bajo oscuridad
a una temperatura de 25 + 1°C.
Aislamiento e identificacion
de los hongos contaminantes. Lue-
go de la incubacién a los ocho dias de
la siembra de los segmentos nodales
in vitro, se detectd el crecimiento de
hongos en los explantes. El aislamien-
to e identificacién de los hongos conta-
minantes detectados se efectu6 en el
laboratorio de Microbiologia Agricola
de la Unidad Técnica Fitosanitaria del
Instituto de Investigaciones Agroné-
micas de la Facultad de Agronomia de
la Universidad del Zulia. Luego de ser
aislados los hongos en el medio de cul-
tivo Papa-Dextrosa-Agar més acido
Lactico al 25% (PDAA) y obtenidos los
cultivos puros de los mismos, se proce-
di6 a preparar laminas portaobjetos de
cada uno de ellos, empleando el colo-
rante azul de algodén. Las caracteris-
ticas morfolégicas de las estructuras
reproductivas de cada hongo se obser-
varon con un microscopio éptico mar-
ca Olympus-CH y la identificacién de
los géneros se realizé mediante el uso
de una clave ilustrada y consulta de
literatura micologica especializada (4).

Resultados y discusion

En el cuadro 1 se describen los
géneros de hongos contaminantes pre-
sentes durante el cultivo in vitro de

segmentos nodales de mango, proce-
dentes de plantas adultas cultivadas
en el campo, los cuales correspondie-
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Cuadro 1. Hongos aislados, descripcién y porcentaje de explantes
contaminados durante el cultivo in vitro de segmentos
nodales de mango.

Hongo

Descripcién

Porcentaje de explantes
contaminados

Alternaria sp.

Curvularia sp.

El hongo presentd conidioforos
oscuros, generalmente simples,
cortos o elongados, tipicamente
con conidios oscuros, con septos
longitudinales y transversales; de
forma variada, obclavados a elip-
ticos, u ovoides, y frecuentemen-
te formando cadenas largas
(acropetalmente); en algunas ins-
tancias formados  individual-
mente y presentando un Aapice
apical simple o ramificado.

Este hongo se caracteriz6 por pre-
sentar conidioforos marrones, sim-
ples, con esporas apicales o en nue-
vos puntos de crecimiento
simpoidales; conidios oscuros, célu-
las terminales claras, de 3-5 célu-
las, mas o menos fusiformes, tipi-
camente curvadas, con una de sus
células centrales mas alargadas.

47,06

52,92

ron a: Alternaria sp.y Curvularia sp.
Porcentualmente el género
Curvularia sp. presenté el mayor va-
lor de explantes contaminados (52,92
%) con respecto a Alternaria sp con
un 47,06%. Estos resultados difieren
de los reportados por Borges et al. (5),
quienes detectaron mas géneros en
apices de mangos cultivados in vitro
(Fusarium sp., Botryodiplodia sp.,
Alternaria sp. y Aspergillus sp.), y no
detectaron el género Curvularia sp.
Estas diferencias pueden atribuirse al
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procedimiento de desinfeccién, el
explante, época del afio, entre otras.
Los resultados obtenidos mues-
tran que la desinfeccién empleada no
logr6 controlar la contaminacién
fungosa, problema que podria asociar-
se a que los desinfectantes superficia-
les utilizaron que no permitieron eli-
minar los hongos, ubicados tanto en
la superficie como en el interior del
explante, lo que determina la necesi-
dad de wutilizar fungicidas o
antibiéticos en el medio para contro-
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lar los hongos y bacterias, y de otras
alternativas que permitan disminuir
su frecuencia (14, 15). En relacién a
esto, Borges et al. (5) lograron retar-
dar la presencia de los contaminan-
tes durante el establecimiento in vitro
de apices de mango del cv. Haden,
colectados durante la época seca, al
adicionar al medio de cultivo
fungicidas y antibiéticos. En este mis-
mo sentido, Alvarado (1), indicé que
las condiciones climaticas en zonas
tropicales favorecen el desarrollo y la
multiplicacién de los microorga-
nismos, que tienen un efecto negati-
vo sobre los explantes, dado a que es-
tos compiten entre ellos por los

Conclusiones y

De los hongos contaminantes
detectados se lograron identificar dos
géneros: Curvularia sp. y Alternaria
sp., de los cuales el primero se pre-
senté en la mayor parte de los
explantes afectados.

re

nutrientes del medio ocasionandole
danos directos e indirectos por la co-
lonizacién de sus tejidos o la expul-
si6én al medio de cultivo de metabolitos
téxicos, reduciendo de esta forma los
coeficientes de multiplicacién y pro-
vocando la muerte del explante.

Otra causa que incrementa la
presencia de contaminantes corres-
ponde a las irregularidades ubicadas
en la superficie del explante que pue-
den servir de depdsito de esporas y
polvo, que afectan el éxito de la des-
infeccién superficial ya que productos
no logran llegar y desinfectar esas
areas (14, 15).

comendaciones

Se recomienda realizar otras eva-
luaciones usando explantes provenien-
tes de diferentes épocas del ano, y de
diferentes variedades de mango, asi
como estudiar otras alternativas de des-
infeccion del material de propagacion.
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