Articulo Original /Original Article
DOI: https://doi.org/10.56152/StevianaFacenV13N2A2 2021

Identificacion de agentes causales de la contaminacion micro-
biana durante la micropropagacion de Musa spp.

Diaz Lezcano, M. 1."*"; Pereira Baez, K. D.?; Benitez Vera, S. G.°; Britez Moreira, J. R.%;
Alegre, C. E.?; Duarte Ovejero, N. N.>; Mongelés Franco, J. Y.?; Mussi Cataldi, C. E°; y
Batte Martinez, H. D.”

"Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Asuncion. San Lorenzo, Paraguay
Facultad de Ciencias Agrarias, Maestria en Fitosanidad, Universidad Nacional de Asuncion.
San Lorenzo, Paraguay

“E-mail del autor: maura.diaz@agr.una.py

Identificacion de agentes causales de la contaminacion microbiana durante la micro-
propagacion de Musa spp. La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncion, con la finalidad de
identificar los agentes causales de la contaminacion microbiana durante la micropropagacion
del banano (Musa spp.). Se utilizaron 80 hijuelos de 30 - 40 cm de los cuales se extrajeron los
apices meristematicos que fueron sembrados en medios MS (Murashige y Skoog, 1962) con
el agregado de 1 g.L" de carbon activado como antioxidante. El tratamiento de desinfeccion
consistio en la inmersion en una solucién de NaClO (10 %) durante cinco minutos. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar con ochenta repeticiones, constituyendo
cada apice una unidad experimental. Las variables evaluadas fueron: porcentaje de sobre-
vivencia, porcentaje de contaminacion de explantes y agente causal. Para la identificacion
de los microorganismos fungicos se utilizé el microscopio 6ptico, por su parte, las bacterias
fueron repicadas en placas de Petri conteniendo el medio de rutina 523 de Kado y Heskett
(1970), siendo incubadas a 25-30 °C en posicion invertida durante tres dias. Posteriormente,
se realizo la técnica de tincién de Gram. Los géneros Asperqgillus, Penicillium, Fusarium y las
bacterias Gram negativas son los causantes de la contaminacion, en la fase de estableci-
miento in vitro, de apices meristematicos de banana.
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Identification of causal agents of microbial contamination during the micropropaga-
tion of Musa spp. The research was carried out in the Biology Laboratory of the Facultad de
Ciencias Agrarias of the Universidad Nacional de Asuncion, to identify the causal agents of
microbial contamination during the micropropagation of banana (Musa spp.). Eighty shoots
of 30-40 cm were used, from which the meristems were extracted and grown in MS culture
media (Murashige and Skoog, 1962) with the addition of 1 g.L" of activated carbon as antioxi-
dant. The disinfection treatment consisted of immersion in a NaClO solution (10%) for five
minutes. The experimental design used was completely randomized with eighty repetitions,
each apex constituting an experimental unit. The variables evaluated were: percentage of
survival, percentage of contamination of explants, and causal agent. For the identification
of the fungal microorganisms the optical microscope was used.The bacteria were passaged
into Petri dishes containing the routine medium 523 by Kado and Heskett (1970), and incu-
bated at 25-30 °C in an inverted position during three days. Subsequently, the Gram staining
technique was performed. The genera Asperqgillus, Penicillium, Fusarium and Gram negative
bacteria were found to be the cause of contamination, in the in vitro establishment phase, of
meristematic banana apices.
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INTRODUCCION

La banana (Musa spp.) es la fruta mas
comercializada en todo el mundo en tér-
minos cuantitativos, ademas de las man-
zanas y los citricos (FAO, 2016). En el
periodo 2014-2016 la produccion anual
de banana a nivel mundial fue de 113 mi-
llones de toneladas (FAO, 2019), siendo
los principales paises productores China
e India que conjuntamente representaron
poco mas de un tercio de la produccion
total en el periodo 2010-2016. Un se-
gundo grupo de paises productores, con
participacion en torno al 6% cada uno,
son Filipinas, Ecuador, Brasil, Indonesia
y Tanzania (Enciso, 2019).

Paraguay ha pasado de ser importa-
dor de banana a exportador, cambio que
se dio a principios del presente siglo
(Enciso, 2019). En este sentido, segtn el
MAG (2015) en la zafra 20162017 la
produccion fue de 72,3 t, en una superfi-
cie de 7,3 ha teniendo un rendimiento de
9,2 t/ha. Entre los principales departa-
mentos productores se encuentran Caa-
guazq, San Pedro, Caazapa y Cordillera.

La busqueda de variedades resisten-
tes a plagas y enfermedades ha sido una
de las principales acometidas en la his-
toria de los programas de mejoramien-
to del banano (FAO, 2004). Debido al
escaso numero de variedades locales y
su reproduccion asexual, el banano tie-
ne una reducida reserva genética que
lo hace vulnerable a plagas y enferme-
dades. Los cultivares son susceptibles a
enfermedades como la Sigatoka negra
(Mycospharella fijiensis), (Ralstonia so-
lanacearum), y el Mal de Panama (Fu-
sarium oxysporum f. sp cubense) que
ocasiona pérdidas en la produccion de
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frutas y afecta la disponibilidad de ma-
terial vegetal de propagacion sano en
campo (Ancasi et al., 2016).

El banano tradicionalmente se propa-
ga en forma vegetativa por cormos, que
son separados para sembrarlos y uno de
los principales problemas que presenta
propagarlos con este método es que la
tasa de multiplicacion es muy baja, pero
ain mas grave es el aumento de la po-
blacion de insectos y otras plagas en la
plantacion. Por esta razén la propaga-
cion in vitro es una de las alternativas
para la obtencion de plantas sanas libres
de patogenos, a diferencia del método
tradicional que pueden traer problemas
fitosanitarios (Sandoval et al., 1991).

La propagacion in vitro de Musa spp.
generalmente se la realiza por meriste-
mos apicales extraidos de los cormos,
debido a que estos meristemos tienen un
crecimiento longitudinal y también por
su totipotencia. Los meristemos se esta-
blecen en un medio de cultivo adecuado
donde puede crecer una nueva planta
(Ortega et al., 2010).

Por ello, resulta necesaria la inves-
tigacion sobre los aspectos relacionados
a los patdgenos que afectan al estable-
cimiento in vitro del banano con la fi-
nalidad de controlar la contaminacion
microbiana en el protocolo de micropro-
pagacion. El objetivo del trabajo fue la
identificacion de agentes causales de la
contaminacion microbiana durante en
la micropropagacion del banano (Musa

spp.).
MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en el
Laboratorio de Biologia de la Facultad
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de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Asuncién en San Lorenzo,
Paraguay; durante los meses de abril y
mayo del 2018.

El medio cultivo utilizado fue el de
Murashige y Skoog (MS) suplementado
con 15 g.L'! de sacarosa y gelificado con
4 g L' de agar, ademas del agregado de
1 g.L'! de carbon activado, 50 mg.L"' de
mioinositol y 10 ml.g"' de glicina, el pH
del medio fue ajustado a 5,8 y posterior-
mente de autoclavado a 121 °C, 1 atm
de presion durante 20 minutos. El mis-
mo fue propuesto por Diaz Lezcano et
al. (2016) para la micropropagacion de
Musa spp. variedad Nanicao.

Los materiales vegetales fueron ad-
quiridos del campo experimental de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Uni-
versidad Nacional de Asuncion, ubicado
en latitud y longitud 25°21°54.80” Sy
57°30°8.77” O.

Se utilizaron 80 apices provenientes
de hijuelos de 30 - 40 cm de altura. In-
mediatamente, se procedio a la remocion
de las hojas del pseudotallo y los tejidos
blancos de la base del cormo. Con ayuda
del estereoscopio, los semicormos fue-
ron sometidos a reducciones hasta obte-
ner un cono aproximadamente de 1 cm,
formado por el meristema central y un
minimo del tejido de rizoma para facili-
tar la manipulacion.

En la camara de flujo laminar los ex-
plantes fueron sometidos al protocolo de
desinfeccion, propuesto por Mongelos
Franco et al. (2020) que consisti6 en su-
mergir los explantes por 30 segundos en
alcohol etilico al 70 %, posteriormente
a hipoclorito de sodio al 10 % durante 5
minutos y finalmente sometidos a triple
enjuague con agua destilada estéril.

22

Estos explantes fueron sembrados
en tubos de vidrio (75 x 10 mm) en vo-
Iimenes de 2,5 ml de medio de cultivo
y mantenidos en la sala de crecimiento
a 25 °C, 70 % de humedad relativa, en
condiciones de fotoperiodo 16:8 horas
luz/oscuridad.

Los explantes se observaron a los 15
dias posteriores a su inoculacion en el
medio de cultivo. Las variables medidas
fueron porcentaje de sobrevivencia, con-
taminacion y agente causal.

Porcentaje de sobrevivencia: se reali-
z6 mediante la observacion del desarro-
1lo de brotes, siendo considerados como
tales si presentan un tamafio aproxima-
do de 2 mm con una coloracion blanca
verdusca.

Porcentaje de contaminacion y agen-
te causal: se basd en la identificacion
visual del crecimiento micelial de los
hongos o la apariencia lechosa de color
blanquecino o amarillo, caracteristico
de las bacterias, pudiéndose manifestar
ambos patogenos: dentro del medio de
cultivo, alrededor del explante en con-
tacto con el medio de cultivo o saliendo
del meristemo del explante.

Para la identificacion del patdogeno
con crecimiento micelial, se prepararon
laminas de vidrio con micelio para ser
observado bajo microscopio 6ptico.

Para identificar la colonia bacteria-
na, con ayuda de un ansa de laboratorio,
previamente flameado, se retir6 una gota
dela colonia bacteriana y fue depositada
en el borde de la placa de Petri esterili-
zada conteniendo el medio de rutina 523
de Kado y Heskett (1970) para realizar
estrias equidistantes a 0,5 cm. Poste-
riormente, las placas fueron etiquetadas
e incubadas en posicion invertida a 25-
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30 °C durante tres dias. Finalmente, se
realizé la técnica de tincion de Gram,
observandose bajo microscopio dptico
la coloracién rojiza de las células bac-
terianas.

RESULTADOS Y DISCUSION

A los 15 dias de evaluacion se regis-
tr6 20,8% de sobrevivencia y 25,7% de
contaminaciéon microbiana atribuible a
hongos y bacterias.

En ese contexto, uno de los proble-
mas en la sobrevivencia fue relacionado
con los efectos de toxicidad causados
por la alta concentracion del hipoclori-
to de sodio, seguido por la contamina-
cion microbiana. En ese sentido, segun
Montano et al. (2004), la concentracion
de hipoclorito de sodio ideal, para des-
infectar sumergiendo los explantes de
banana durante 10 minutos es del 3 %.

Por su parte, Ramirez et al. (2014) re-
gistraron que con aplicacion 2 % de hi-
poclorito de sodio, durante 15 minutos,
se produce la mejor desinfeccion de los
explantes de Guadua angustifolia, ade-
mas de la mayor sobrevivencia. Diver-
sos autores (Ancasi et al. (2014); Maru-
landa et al. (2005); Monzoén (2005), etc.)
mencionan que, en general, la concen-
tracion del hipoclorito de sodio a ser uti-
lizada debe ser del lal 3 % para activar
la diferenciacion celular de los explantes
y lograr una buena desinfeccion.

De lo antes mencionado, las concen-
traciones superiores al 3 % ocasionan
dafios fitotoxicos a los tejidos del ex-
plante, lo que se traduce en explantes
muertos (Marulanda et al., 2005). De
acuerdo con varios autores (Abdelnour
et al., 2011; Borges et al., 2004; Borges
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et al., 2009; Del Angel et al., 2014), el
hipoclorito de sodio es un producto re-
comendado normalmente para la desin-
feccion in vitro de explantes, pero para
algunas especies este compuesto puede
ser toxico.

Ademas, Del Angel ef al. (2014) han
reportado que semillas esterilizadas con
dicho compuesto, pueden retener sufi-
cientes cantidades del agente reactivo
como para interferir con la germinacion
y que, aun lavando el tejido varias veces
con agua no se elimina por completo, de
esta manera, el cloro residual es absorbi-
do por el tejido.

En ese contexto, el cloro residual
afecta la permeabilidad celular de las cé-
lulas vegetales, impidiendo el adecuado
desarrollo celular de las células meriste-
maticas y por lo tanto no genera la bro-
tacion del explante (Borges et al., 2004).

Por otro lado, una de las dificultades
para el establecimiento de cultivos in vi-
tro, es la presencia de microorganismos
contaminantes tanto endogenos como
exogenos que afectan la viabilidad y el
desarrollo de los explantes una vez que
se han establecido in vitro, por lo tan-
to se requiere establecer protocolos que
conlleven a minimizar o eliminar dichos
microorganismos sin afectar la viabili-
dad de los explantes (Roca y Mroginski,
1991).

A este respecto, Pereira et al. (2003)
mencionan que la contaminacién fin-
gica en el cultivo in vitro de tejidos
vegetales procede principalmente del
ambiente, mientras que las bacterias
generalmente acompafian al explante y
son un indicador de una desinfeccion
deficiente. Asi mismo, estos autores afir-
man que la contaminacion bacteriana es
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mas perjudicial, ya que no se detecta de
forma temprana y los agentes contami-
nantes pueden ser trasferidos durante los
sub cultivos.

En este ensayo se identifico la pre-
sencia de los géneros Aspergillus, Pe-

ad : M

Figura 1. Contaminacion fingica durante el establecimiento in vitro de Musa spp. A)

nicillium y Fusarium como contami-
nantes en la etapa de establecimiento in
vitro de explantes de banano (Figura 1).

Conididforo y conidios de Aspergillus spp. B) Conidioforo y conidios de Penicillium spp.
C) Macro y micro conidios de Fusarium spp. FCA-UNA. San Lorenzo, Paraguay. 2018

Alvarado (1998) y Hernan (1987)
sostienen que como contaminantes in
vitro de plantas se han aislado microor-
ganismos fungosos de los géneros Cla-
dosporium, Aspergillus, Penicillium,
Curvularia y Fusarium.

Garcia et al. (2015) registraron los
porcentajes mas altos de contaminacion,
al utilizar hipoclorito de sodio al 5 %,
principalmente por la aparicion de hon-
gos. Asimismo, resultados similares fue-
ron obtenidos por Arbeléez et al. (2016),
quienes evaluaron diferentes protocolos
de desinfeccion para el establecimiento
in vitro de meristema apical de Musa
spp., y constataron que la probabilidad
de contaminacion por hongos y bacterias
es 8,65 veces mayor cuando se utiliza hi-
poclorito de sodio al 5 %, en contraste
con la utilizacion de hipoclorito de sodio
al 10 %.

En ese sentido, Sanchez et al. (2009)
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mencionan que las soluciones de hipo-
clorito de sodio que contienen 5 % dis-
ponible de cloro, se descomponen rapi-
damente a 24 °C, por lo cual se pudieron
presentar altos niveles de contaminacion
fingica.

En el presente experimento se obser-
varon finas peliculas de crecimiento bac-
teriano a partir del explante formando
camino y rodeando el borde del frasco,
con coloracion blanquecina, haciéndose
visible por la base del mismo (Figura 2).

Se comprobo que el crecimiento bac-
teriano pertenece a una bacteria Gram
negativa, atendiendo que son las mas
abundantes en las plantas y en otros
ambientes. En ese marco, Leifert et al.
(1994) mencionan que las bacterias co-
lonizan los espacios intercelulares y asi
escapan de la desinfeccion y manifiestan
crecimiento en el medio de cultivo, en
situaciones de estrés para el explante.
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En ese marco, la contaminaciéon mi-
crobiana y la oxidacion del tejido dona-
dor han sido los problemas mas severos

que se han enfrentado en la micropropa-
gacion de plantas (Castro et al., 1993).

o it 4
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Figura 2. A) Crecimiento de bacterias en medio de cultivo in vitro; B) Aislado bacteriano,
C) Tincion de Gram. FCA-UNA. San Lorenzo, Paraguay, 2018

CONCLUSIONES

Los géneros Aspergillus, Penicillium,
Fusarium y las bacterias Gram negati-
vas son las causantes de la contamina-
cién microbiana en la micropropagacion
de apices meristematicos de banano.
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