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Hongos contaminantes en el establecimiento in vitro
de segmentos nodales de Psidium guajava L.?

Contaminating fungi in the in vitro establishment of nodal
segments of Psidium guajava L.

M. del C. Ramirez Villalobos?, R. A. Santos P2 y F. R. Isea L.
Resumen

En el establecimiento in vitro de segmentos nodales del guayabo (Psidium
guajava L.) la presencia de microorganismos contaminantes, tal como hongos y
bacterias, causa su muerte, siendo necesario su identificacién para estudiar el
control usando procedimientos eficientes de desinfeccion superficial en su
eliminacion. De brotes terminales de plantas adultas de cuatro afios de edad se
tomaron 80 segmentos nodales desinfectandolos por 30 min en 8 g L-* de benomil
+ 300 mg L de rifampicina, por 1 min en alcohol etilico al 70 % y 15 min en
hipoclorito de sodio 2,625 %, sembrandolos en el medio de Murashige y Skoog.
Después de 5 dias se detectd la presencia de hongos contaminando los segmentos
nodales y causando posteriormente su muerte. La identificacion de los hongos detectados
mostro que ellos pertenecen a los géneros: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Curvularia, Drechslera, Fusarium, Helminthosporium y Rhizopus. Asimismo, se
observé la presencia de bacterias después de 10 dias, aparentemente inocuas, las cuales
no se identificaron. Estos hongos contaminantes posiblemente estan localizados dentro
de las irregularidades de la superficie de los segmentos nodales del guayabo, lo que
quizas impide la accién de los desinfectantes superficiales usados.
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Abstract

In the in vitro establishment of nodal segments of guava (Psidium guajava
L.) the presence of contaminating microorganisms, like fungi and bacteria, causes
its death being nesessary its identification to study the control by using efficient proce-
dures of superficial desinfection in its elimination. From apical shoots of four years old
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plants were taken 80 segments desinfecting them by 30 min in 8 g L* of benomy!l + 300
mg L* of rifampycine, by 1 min in ethyl alcohol at 70 %, and by 15 min in sodium
hypochloride at 2,625 %, sowing them in the Murashige and Skoog medium. After five
days it was detected the presence of fungi contaminating the nodal segments that caused
lately its death. The identification of the detected fungi showed that belong to the gen-
era: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Drechslera, Fusarium,
Helminthosporium y Rhizopus. Also, it was observed the presence of bacteria after ten
days, apparently harmless, which were no identified. These contaminating fungi might
possible be localized within irregularities of the guava nodal segments surface which
might prevent the action of the superficial disinfectants used.

Key words: Identification, microorganisms, invitro, Psidium guajava.

Introduccion

El guayabo (Psidium guajavaL.) es propagacion asexual (16). Al respecto,
una especie fruticola nativa de América varios trabajos demuestran la posibilidad
Tropical y unade las especies cultivadas de propagar in vitro plantas de guayabo a
mas importantes de la familia Mirtaceae partir de segmentos nodales (1,2,11, 13,
(6). En Venezuela, el estado Zulia aporta 17).
el 90 % de la produccion nacional de En el establecimiento in vitro del
guayaba, en una superficie ssmbrada de guayabo, la presencia de microorganis-
5.000 hectareas (5) cuyos rendimientos mos contaminantes, hongos y bacteri-
oscilan entre 25.000y 30.000 kg/ha (21). as, es uno de los principales problemas
Los huertos comerciales se han que limitan la posibilidad de obtener

establecido a través de plantas obteni- explantes asépticos (23). Los explantes
das por medio de semilla, lo que ha pueden llevar contaminantes en su
generado variacién en las caracteristi- superficie o en su interior, 0 en ambas

cas de los frutos (14, 21), debido al tipo partes. Aquellos que lleva el explante
de reproduccion y al porcentaje de sobre su superficie se pueden eliminar
polinizacién cruzada que registra la mediante la desinfeccion superficial,

especie (20). pero los que se encuentran dentro del

Se han evaluado varias técnicas tejido son dificiles de eliminar, lo que
de propagaciéon asexual con algunos impide cumplir con uno de los requi-
resultados satisfactorios (3, 4, 18, 22), sitos basicos para el éxito de la técnica

sin embargo, el cultivo in vitro se de cultivo in vitro de cualquier especie,
presenta como una alternativa en la el cual es el mantener los cultivos
propagacion asexual y recuperacion de libres de microorganismos contami-
germoplasma de plantas de guayabo nantes (19). El objetivo de este trabajo
con caracteristicas agrondémicas fue aislar e identificar a los hongos
deseadas, asi como también, que enun contaminantes detectados durante el
futuro no lejano forme parte integral establecimiento in vitro de segmentos
de los métodos convencionales de nodales del guayabo.
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Materiales y métodos

Localizacion de la planta-
cion. La plantacion de guayabo utilizada
para la obtencién de material vegetal esta
situada en el municipio Mara, estado
Zulia, dentro del area denominada la
Altiplanicie de Maracaibo. La zona
presenta un régimen de distribucion de
lluvias (500 mm) irregular, observandose
dos picos de maxima precipitacion en los
meses de mayo y octubre, con dos
minimos en diciembre-enero y julio-
agosto (distribucion bimodal). En cuanto
alatemperatura promedioy evapotrans-
piracion potencial se registran valores de
27°C y 2.500 mm anuales, respecti-
vamente. Los suelos, en general,
presentan caracteristicas de baja
fertilidad natural y pH alrededor de 5,5;
con una capa superficial de arenosa a
franco arenosa de 0-90 cm de profun-
didad que descansa generalmente sobre
un horizonte argilico de textura mas
fina (FAa). Estos suelos se clasifican
como Typic Haplargids (9).

Recoleccién de muestras. El
material vegetal fue obtenido de
plantas de guayabo (Psidium guajava
L.) de cuatro afios de edad, cultivadas
en el Campo Experimental del Centro
Fruticola del estado Zulia (Cenfruzu)-
Corpozulia. En la planta madre, los
brotes fueron cubiertos por 15 dias con
bolsas de papel y plasticas transparen-
tes, con algunas perforaciones, y
recibieron dos aplicaciones de 4 g L*
de ridomil en un intervalo de 4 dias
antes de la siembra. En el campo se
recolectaron brotes terminales de 15
cm de longitud con més de 5 nudos,
los cuales permanecieron en condicio-
nes de cAmara himeda hasta su traslado
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al Laboratorio de Cultivo de Tejidos del
Instituto de Investigaciones Agronémicas
de La Universidad del Zulia. Dias antes
de la recoleccion del material hubo
presencia de lluvias.

Obtenciéon y siembra de seg-
mentos nodales. En el laboratorio se
procedié a eliminarles las hojas a los
brotes, dejando parte del peciolo para
evitar dafar las yemas. Los explantes
consistieron de segmentos nodales con
dos yemas axilares, correspondientes
al tercer y cuarto nudo del brote desde
la parte apical (23).

La desinfeccién superficial con-
sistio en sumergir los explantes por 30
min en 8 g L* de benomil + 300 mg L-
1 de rifampicina, 1 min en alcohol etilico
al 70 % y 15 min en cloro comercial al
50 % (hipoclorito de sodio 5,25% i. a.).
Inmediatamente, se realizaron tres
enjuagues con agua destilada esterili-
zada antes de la siembra de un
explante por cada tubo de ensayo (150
mm x 25 mm) con 10 mL de medio
nutritivo de Murashige y Skoog (15),
complementado con 1 mg L* de las
siguientes vitaminas: tiamina, piri-
doxina y acido nicotinico, 100 mg L*
de mioinositol, 20 g L* de sacarosay 7
g L' de agar. El pH del medio se ajusto
a 5,8 +0,02 antes de esterilizarloa 121
°Cy 1,1 kg cm2 por 20 min. Las
condiciones de incubacion de los
explantes fueron bajo oscuridad a una
temperaturade 25+ 1 °C.

Aislamiento e identificacion
de hongos contaminantes. A los 5
dias después de la siembra de los
segmentos nodales in vitro se detecto
el crecimiento de hongos en los explantes.
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El aislamiento e identificacion de los
hongos contaminantes detectados se
realiz6 en el Laboratorio de
Microbiologia Agricola de la Unidad
Técnica Fitosanitaria del Instituto de
Investigaciones Agrondmicas de la
Facultad de Agronomia de La Uni-
versidad del Zulia. Luego de aislados
en el medio de cultivo de papa-
dextrosa-agar mas acido lactico al 25%
y obtenidos los cultivos puros corres-
pondientes se procedié a preparar
montajes de cada uno de ellos en
laminas portaobjetos tifiéndolos con

azul de algoddn. Las caracteristicas
morfoldgicas de las estructuras repro-
ductivas de cada hongo se realizé con un
microscopio 6ptico marca Olympus-CH
y laidentificacion de los géneros se hizo
mediante el uso de claves y consulta de
literatura micoldgica especializada (7).

La evaluacidn del porcentaje de
explantes para cada hongo se efectu6
mediante una relacion porcentual
partiendo de la muestra de 80 explan-
tes, los cuales todos estaban conta-
minados por hongos.

Resultadosy discusion

En el cuadro 1 se aprecia que los
hongos contaminantes correspondieron a
los géneros: Alternaria, Aspergillus, Cla-
dosporium, Curvularia, Drechslera,
Fusarium, Helminthosporium y Rhizo-
pus (figura 1). La descripcion de los
hongos se sefiala en el cuadro 2.

Los hongos Cladosporium sp.,
Alternaria sp., Aspergillus sp. y
Curvularia sp. en conjunto generaron un
87,50 % de explantes contaminados y los
hongos Drechslera sp., Fusarium sp.,
Helminthosporium sp. y Rhizopus sp. un
12,50 %.

Cladosporium sp. presento6 el
mayor porcentaje 36,25 %, seguido por
Alternaria sp. con un 23,75%, conside-
randose los hongos mas predominan-
tes.

Estos resultados son analogos a
los encontrados por Yanez et al. (24),
quienes detectaron los hongos Alterna-
riasp. y Rhizopus sp. durante el cultivo
in vitro de apéndices caulinares de
guayabo. Trabajos realizados en cultivo
in vitro de yemas de arboles adultos de

220

naranjo (Citrus sinensis) registraron los
hongos Aspergillus sp. y Cladosporium
sp. como los predominantes (10). Borges
etal. (8) detectaron los hongos Fusarium
sp. Botryodiplodia sp. Alternariasp. y
Aspergillus sp. durante el cultivo de apices
de mango. Sin embargo, contrastan con
los observados por Viloria (23), quien
indic6 al hongo Fusarium sp. como el
microorganismo que predomind en los
segmentos nodales de guayabo culti-
vados in vitro y en menor cuantia a
otros tales como: Aspergillus sp. Penicil-
lium. sp. Curvulariasp., Syncephalastrum
sp. Estas diferencias pueden estar
afectadas por el momento o época de
recoleccion del material vegetal y a la
técnica de desinfeccion superficial
utilizada.

Lo anterior se fundamentaen el
hecho que durante la época lluviosa se
ha registrado en otros cultivos que los
porcentajes de contaminacion son altos
(12), lo cual coincide con lo indicado por
Aminy Jaiswal (1), quienes sefialaron que
la época del afio tiene influencia sobre la
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Cuadro 1. Porcentaje de explantes contaminados para los hongos
detectados e identificados durante el cultivo in vitro de
segmentos nodales de guayabo (Psidium guajava L.).

Porcentaje de
explantes contaminados

Hongo NuUmero de explantes
contaminados
Cladosporium sp. 29
Alternaria sp. 19
Aspergillus sp. 14
Curvulariasp. 8
Drechslera sp. 3
Fusarium sp. 3
Helminthosporium sp. 2
Rhizopus sp. 2

36,25
23,75
17,50
10,00
3,75
3,75
2,50
2,50

contaminacion de los explantes, ya que
durante los meses de abril-mayo
encontraron menor contaminacion.

En relacion a la desinfeccion super-
ficial utilizada también podrian haber
diferencias con respecto a los
contaminantes presentes, ya que no
todos los desinfectantes superficiales
permiten remover en igual forma las
bacterias y hongos exdgenos en el
explante. Los contaminantes pueden
estar en la superficie o en el interior, o
en ambas partes. Los internos son mas
dificiles de eliminar que los externos,
requiriéndose la inclusién de
fungistaticos o antibidticos en el medioy

de otras técnicas que permitan disminuir
su presencia (19). Al respecto, Borges et
al. (8) encontraron que en la época seca
lograron retardar la presencia de los
contaminantes durante el establecimiento
in vitro de pices de mango del cv. Haden,
al agregar fungicidas y antibidticos en el
medio de cultivo.

Las irregularidades presentesen la
superficie del explante pueden servir de
depésito de los contaminantes como el
polvo, bacterias, esporas de hongos y
otros, los cuales afectarian el éxito de la
desinfeccion superficial si los productos
no logran llegar y desinfectar esas areas
microscoépicas (19).

Conclusionesy recomendaciones

Se detectaron e identificaron los
hongos: Alternaria sp., Aspergillus sp.,
Cladosporium sp., Curvularia sp.,
Drechslera sp., Fusarium sp.,
Helminthosporium sp. y Rhizopus sp.
Cladosporium sp., Alternaria sp., As-
pergillus sp. y Curvularia sp. fueron los
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hongos predominantes.

Detectar e identificar los microor-
ganismos contaminantes en diferentes
épocas del afio (secay lluviosa), asi como
también, utilizar diferentes técnicas de
desinfeccion superficial.
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Figura 1. Hongos detectados durante el cultivo in vitro de segmentos nodales
del guayabo. A) Cladosporium sp. B) Alternaria sp. C) Aspergil-
lus sp. D) Curvulariasp. E) Drechslera sp. F) Fusarium sp. G)
Helminthosporium sp. H) Rhizopus sp.

222



€ce

Cuadro 2. Descripciodn de los hongos detectados e identificados durante el cultivo in vitro de segmentos
nodales de guayabo (Psidium guajava L.).

Hongo

Descripcion del hongo

Cladosporium sp.

Conidioforos largos, oscuros, erectos, ramificados en el &pice, simples o agrupados; conidios (blastoporas) oscuras, de 1-2 células, variables
en formay tamafio, ovoides a cilindricas e irregulares, algunas tipicamente en forma de limén.

Alternariasp.

Conidioforos oscuros, generalmente simples, cortos o elongados, tipicamente con conidios (poroesporas) oscuras, tipicamente con septos
longitudinales o transversales; de forma variada, obclavados a elipticos, u ovoides, frecuentemente formados acropetalmente en cadenas
largas; en algunas instancias formados individualmente y presentando un apéndice apical simple o ramificado.

Aspergillus sp.

Conidioforos erectos, simples, terminando en un ensanchamiento, globoso o clavado, presentando fialides en el apice o en toda la superficie;
conidios (fialoesporas) unicelulares, globosa, a menudo de variados colores en masa, en cadenas secas basipetalas.

Curvulariasp.

Conidioforos marrones, simples, con esporas apicales o0 en nuevos puntos de crecimiento simpodiales; conidios (poroesporas) oscuras, células
terminales claras, de 3-5 células, mas o menos fusiformes, tipicamente curvadas, con una de las células centrales mas alargada.

Drechslera sp.

Conidioforos marrones, generalmente simples, produciendo conidios individuales en el apice a través de pequefos poros, continuando con
un crecimiento simpodial desde un punto debajo del apice y formando un conidio en el nuevo apice; conidios (poroesporas) oscuras, de varias
células (fragmoesporas), cilindricas, germinando de cualquier célula o de todas las células.

Fusarium sp.

Micelio extensivo y algodonoso en medios de cultivo, a menudo con una coloracion rosada, purpura o amarilla, en el medio o en el micelio;
conidioforos variables, simples y suaves, o rigidos, cortos, ramificados irregularmente o presentando un conjunto de fialides simples o
agrupados en un esporodoquio; conidios (fialoesporas) hialinos, variables, principalmente de dos tipos, a menudo formadas en pequefias
cabezuelas himedas. Macroconidios con varias células ligeramente curvadas o dobladas en los extremos, tipicamente en forma de canoa;
microconidios unicelulares ovoides u oblongos, individuales o en cadenas; algunos conidios intermedios, de 2-3 células, oblongos o
ligeramente curvados.

Helminthosporium sp.

Micelio oscuro, estroma a menudo presente; conidioforos simples o en grupos, altos, erectos, marrones; conidios (poroesporas) creciendo
lateralmente a través de poros debajo de los septos mientras que el &pice contintia desarrollandose, a veces en conjuntos o individuales,
subhialinos a marrén, obclavado, fragmoesporas, seudoseptadas, con una cicatriz basal prominente.

Rhizopus sp.

Micelio cenocitico aéreo originando ramas (estolones) en los puntos de contacto con el sustrato, en donde a la vez se forman pequefias
ramificaciones llamadas rizoides. Los esporangioéforos se originan de los estolones en el lado opuesto al punto de origen de los rizoides,
generalmente son simples y fasciculados. Esporangios terminales, globosos, multiesporulados con columela prominente hemisférica.
Esporangiosporas globosas u ovales, lisas 0 con ornamentaciones (estriaciones longitudinales).
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