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RESUMEN

La presencia de contaminantes fungicos es uno de los aspectos que puede limitar el establecimiento in vitro de
explantes de bambues. La identificacion de los microorganismos presentes en las plantas donadoras permite
disefiar estrategias de control adecuadas. Este trabajo tuvo como objetivos: determinar la micobiota de plantas
donadoras de especies de bambues e identificar los hongos filamentosos contaminantes de la fase de
establecimiento para su control. Para la determinacion e identificacion de los hongos filamentosos se utilizé el
método de la cAmara humeda y se realizaron preparaciones directas al microscopio 6ptico del crecimiento flngico.
Se comprob6 que las plantas donadoras de bambles poseian una micobiota integrada por: Alternaria,
Botryotrichum, Cladosporium, Curvularia, Fusarium y Nigrospora. Los géneros Asteromella, Bipolaris y Humicola
se identificaron en fase de establecimiento, mientras que Alternaria, Botryotrichum, Cladosporium, Curvularia,
Fusarium y Nigrospora aparecieron en plantas donadoras y en el establecimiento. En las especies Dendrocalamus
asper, Dendrocalamus strictus, Guadua angustifolia y Gigantochloa atter el género Nigrospora fue el de mayor
frecuencia de aparicién, mientras que en Bambusa vulgaris fue Fusarium. Se confeccioné un plan de defensa
fitosanitario para plantas donadoras que incluy6 fungicidas sistémicos y de contacto cuyo espectro de accién
cubria los géneros de hongos identificados.
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ABSTRACT

The presence of fungal contaminants may limit the establishment of bamboos explants. Knowing the contaminant
microorganisms present in donor plants allow to trace more appropriate control strategies. This work was aimed
to identify the mycobiota of donor plants of bamboo species and to identify the filamentous fungi in the establishment
stage to control them. The method of the humid camera was used to determine and to identify the filamentous
fungus. Then, direct preparations to the optic microscope of growth fungus were carried out. It was observed that
the donor plants of bamboos had a mycobiota composed of diverse generous of filamentous fungi: Alternaria,
Botryotrichum, Cladosporium, Curvularia, Fusarium y Nigrospora. The genera Asteromella, Bipolaris and Humicola
were identified in the establishment stage, while Alternaria, Botryotrichum, Cladosporium, Curvularia, Fusarium
and Nigrospora appeared in donor plants and in the establishment. In species Dendrocalamus asper, Dendrocalamus
strictus, Guadua angustifolia and Gigantochloa atter genera Nigrospora showed the highest frequency of appearance,
while in Bambusa vulgaris the filamentous fungus with highest frequency was Fusarium. A phytosanitary defense
plan for donor plants was developed. It included systemic and contact fungicides which spectrum of activity covered
the identified fungi genera.
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INTRODUCCION fungicos es uno de los aspectos que puede limitar
el establecimiento de explantes de bambues (Das
y Pal, 2005). Conocer la micobiota de plantas
donadoras y los hongos filamentosos

contaminantes del establecimiento de plantas,

Las especies de Bambues son muy importantes
por sus numerosos usos en la construccion, la
industria farmacéutica, en la produccion de

muebles, industria del papel, artesanias y otros
(Montiel, 2006). Las vias de propagacion para estas
especies, resultan limitadas, debido a que la
regeneracion natural ocurre estacionalmente por
medio de semillas y por rizomas, por eso, se hace
necesaria la regeneracion y multiplicacion de
plantas in vitro como una alternativa a la
propagacion vegetativa (Daquinta, 2004). La
presencia de microorganismos contaminantes

permite trazar un esquema de tratamientos con
fungicidas a plantas donadoras dirigidos a prevenir
o eliminar la contaminacion in vitro (Acosta-Suarez
et al., 2005). Por lo anteriormente expuesto es que
se realiza este trabajo que tuvo como objetivos
determinar la micobiota de plantas donadoras de
especies de bambles e identificar los hongos
filamentosos contaminantes de la fase de
establecimiento para su control.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Explantes: Segmentos nodales de
aproximadamente 1 a 3 cm de largo con una yema
axilar bien diferenciada (Figura 1) de
Dendrocalamus asper (Schultes) Backer,
Dendrocalamus strictus (Roxburgh) Nees, Guadua
angustifolia Kunth, Gigantochloa atter (Hasskari)
Kurz y Bambusa vulgaris Schrader ex Wendland.
Estas plantas estuvieron cultivadas en una casa de
cultivo en bolsas de nylon con tierra como sustrato.

Los explantes (25 por especie) fueron cortados e
introducidos en recipientes biotecnolégicos de 500
ml de capacidad con 25 ml de agua desionizada
estéril. Estos se colocaron en zaranda a 140 rpm
por 15 minutos. Se enjuagaron, se desinfectaron
y establecieron in vitro segun el protocolo descrito
por Fajardo (2006).

Determinaciéon de la micobiota de plantas
donadoras

Para determinar los géneros de hongos
filamentosos presentes en los explantes tomados
de las plantas donadoras, previo a la desinfeccion,
se tomaron 20 explantes por especie de bambi y
se colocaron en camara himeda (placas de Petri
de 14.7cm de didmetro que contenian papel de
filtro previamente humedecido con agua
desionizada estéril, (Figura 1), se utilizaron cinco
placas como réplica, cuatro explantes por placa).
Las placas se incubaron a 28°C y oscuridad
constante durante 14 dias. Posteriormente, se
realizaron preparaciones directas de los hongos
filamentosos crecidos sobre los explantes y se
observaron al microscopio 6ptico OLYMPUS con
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400x de aumento. Para la identificacion se utilizd
el Atlas de hongos del suelo y de semillas,
Watanabe (2002).

Identificacion de los hongos filamentosos
contaminantes de la fase de establecimiento

La presencia de contaminantes fdngicos
contaminantes de la fase de establecimiento se
evalu6 diariamente por observacion visual de los
recipientes de cultivo (tubos de ensayo con 10ml
de medio de cultivo para el establecimiento in vitro).
Los explantes contaminados por hongos
filamentosos se retiraron de las camaras de
crecimiento para la identificacion.

Los hongos filamentosos fueron aislados con aguja
de siembra a placas de Petri (©54.0mm) con
medio de cultivo Agar Extracto de Levadura. Las
placas se incubaron a 28°C durante 14 dias. Para
la identificacién se tuvieron en cuenta sus
caracteristicas culturales y morfologicas y para
completar los analisis se utilizo el Atlas de hongos
del suelo y de semillas, Watanabe (2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinaciéon de la micobiota de plantas
donadoras de especies de bambues

Las plantas donadoras de especies de bambues,
tuvieron una micobiota integrada por seis géneros
de hongos filamentosos los cuales fueron
Alternaria, Botryotrichum, Cladosporium,
Curvularia, Fusarium y Nigrospora (Tabla 1). Estos
hongos han sido descritos como saprofitos o
patégenos de plantas y clasificados
taxonémicamente dentro de la clase Hyphomycetes
(Vilar¢ et al., 2006).

Figura 1. Explantes utilizados para el establecimiento in vitro de diferentes especies de bambi. A. Yemas
seleccionadas. B. Explantes en cAmara himeda. C. Hongos filamentosos de la micobiota sobre explantes colocados

en camara humeda, después de 14 dias de incubacién.
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Tabla 1. Hongos filamentosos que conformaron la micobiota de plantas donadoras de especies de bambues.

Especies de bambues

Micobiota

Dendrocalamus asper (Schultes) Backer
Dendrocalamus strictus (Roxburgh) Nees
Guadua angustifolia Kunth

Gigantoc hloa atter (Has skari) Kurz
Bambusa vulgaris Schrader ex Wendland

Fusarium, Nigr ospora

Nigros pora

Fusarium, Nigr ospora

Alternaria, Nigrospora

Botryotrichum, Clados porium, Curvularia, Fusarium, Nigrospora

Doungporn et al. (2007) aislaron 257 hongos
filamentosos endofiticos procedentes de tejidos de
bambues y caracterizaron 71 de ellos por métodos
moleculares. Los analisis filogenéticos mostraron
que los hongos filamentosos pertenecian a los
Sordariomycetes y Dothideomycetes. Los
Xylariales fueron el grupo dominante. Estos
descubrimientos revelaron que los bambues
contienen un alto reservorio de microorganismos
que deberian ser investigados.

Identificacion de los hongos filamentosos
contaminantes de la fase de establecimiento

Se observo la presencia de contaminantes fangicos
en la fase de establecimiento (Figura 2) y se
identificaron nueve géneros de hongos
filamentosos.

Los géneros Asteromella, Bipolaris y Humicola se
identificaron en fase de establecimiento,
mientras que Alternaria, Botryotrichum,
Cladosporium, Curvularia, Fusarium vy
Nigrospora aparecieron tanto en plantas
donadoras como en el establecimiento. Esto
demuestra que el explante inicial fue una de las
fuentes de contaminacion.

En las especies Dendrocalamus asper,
Dendrocalamus strictus, Guadua angustifolia y
Gigantochloa atter el género Nigrospora fue el de
mayor frecuencia de aparicién, mientras que en
Bambusa vulgaris fue Fusarium (Tabla 2).

Das y Pal (2005) plantearon que el principal
problema encontrado durante el establecimiento
de Bambusa balcooa Roxb. fue la presencia de
contaminantes fungicos visibles. Igualmente,
Ramanayake et al. (2006) solo obtuvieron un 15%
de explantes libres de contaminaciéon cuando
utilizaron como explantes yemas axilares de
Bambusa vulgaris ‘Striata’ procedentes de plantas
de campo y de vivero.

A partir de estos resultados se elaboré un plan de
defensa fitosanitario para las plantas donadoras
que incluyo6 fungicidas sistémicos y de contacto
cuyo espectro de accién cubria los géneros de
hongos identificados.

Fungicidas preventivos y curativos de accion
sistémica

Benomyl PH50 (Ingrediente activo: Carbendazin)
ala concentracion de 5g.I*y Silvacur combi CE30
(22.5+7.5) (Tebuconazol + Triadimenol) a la
concentracion de 2.0ml.I%.

Fungicidas preventivos de contacto

Mancozeb PH80 (Ingrediente activo:
etilenbisditiocarbamato de Mn y Zn) a la
concentracion de 5g.I"t y Oxicloruro de Cobre a la
concentracion de 2.0ml.I*

Se recomendé la aplicacién de los fungicidas dos
veces por semana durante 15 dias antes de ser
establecidas in vitro. Los fungicidas sistémicos
deben ser mezclados con los de contacto para
evitar fungoresistencia.

La aplicacion de este procedimiento ha permitido
controlar la presencia de hongos filamentosos y
disminuir la contaminacién fangica en el
establecimiento in vitro por debajo del 10%.

Las metodologias de propagacién in vitro para
especies lefilosas desarrolladas por Agramonte et
al. (2001), sefalan la importancia del
establecimiento de un banco de plantas donantes
bajo condiciones de invernadero y la aplicacion de
mezclas de fungicidas comerciales con el objetivo
de atenuar el efecto de los microorganismos
contaminantes durante la fase de establecimiento.
De igual manera, Mroginski et al. (2004) sugieren
realizar una adecuada preparacion de las plantas
donadoras de explantes, cultivandolas
preferentemente en invernaderos y tratadas con
productos quimicos que eliminen patdégenos y
eventuales microorganismos endofiticos.

Fajardo (2006) y Jiménez et al. (2006) demostraron
que yemas axilares de Guadua angustifolia Kunth
colectadas de plantas adultas mostraban altos
porcentajes de contaminacién microbiana, por ello
mantuvieron las plantas en condiciones
semicontroladas en casa de cultivo con aplicacion
de fungicidas sistémicos y de contactos y
obtuvieron buenos resultados.
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Figura 2. Explantes contaminados por hongos filamentosos durante la fase de establecimiento.

Tabla 2. Frecuencia de aparicion de hongos filamentosos que aparecieron en fase de establecimiento de especies

de bambues.

E species de Bambles

Contaminantes fungicos del

Frecuencia de aparicion

estableci miento (%)

Dendrocalamus as per (Schultes) Backer Nigros pora 50.0
Humic ola 333

Cladosporium 16.6

Dendrocalamus strictus (Roxburgh) Nees Nigrospora 50.0
Curvularia 333

Cladosporium 16.6

Guadua angustifolia Kunth Nigrospora 66.6
Cladosporium 333

Gigantochloa atter (Hasskari) Kurz Nigrospora 64.3
Fusarium 28.6

Bipolaris 7.1

Bambusa vulgaris Schrader ex Wendland Fusarium 70.3
Cladosporium 2.7

Botryotrichum 135

Nigrospora 5.7

Bipolaris 2.7

Asteromella 2.7

Penicillum 2.7

CONCLUSIONES

Se comprobo6 que las plantas donadoras de especies
de bambues poseian una micobiota diversa integrada
por géneros de hongos filamentosos que han sido
descritos como saprofitos o patégenos de plantas
algunos de los cuales se identificaron como
contaminantes de la fase de establecimiento. Esto
demostré que el explante inicial fue una de las
fuentes de contaminacién. Mediante el conocimiento
de la micobiota y los contaminantes fungicos del
establecimiento de especies de bambUes se puede
confeccionar un plan de defensa fitosanitario a
plantas donadoras encaminado a disminuir o

erradicar gran parte de los hongos filamentosos
contaminantes del establecimiento.
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