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RESUMEN

La mayoria de los contaminantes que afectan el cultivo de tejidos de plantas son bacterias y hongos. Estos
estan comunmente en las plantas in vivo pero pueden provocar efectos desvastadotes en las plantas en
condiciones in vitro, la busqueda de nuevas alternativas para su prevencién y control es una tarea que se
impone. El carbendazim es el componente activo de varios funguicidas sistémicos ampliamente utilizados
en el mundo para el control de enfermedades fungosas en el campo. Su aplicacién para el control de la
contaminacion fungosa en el cultivo in vitro de plantas se ve limitada por su escasa solubilidad en agua, lo
cual se soluciona al presentarse en forma de complejo con una B-ciclodextrina. Con el objetivo de evaluar el
efecto del complejo carbendazim-B-ciclodextrina sobre hongos filamentosos contaminantes del cultivo in
vitro de plantas se determiné su Minima Concentracién Inhibitoria (MCI). Para ello se emple6 el método de
dilucion en Agar. Se analizaron 34 cepas pertenecientes a 14 géneros de hongos contaminantes. El complejo
carbendazim-f-ciclodextrina mostré una adecuada actividad antifungica frente a los contaminantes expresada
en la capacidad de inhibir el crecimiento micelial del 78.78% de los aislados probados a una concentracion
de 64 pgml'. Estos resultados pueden constituir una alternativa importante ya que este producto pudiera
utilizarse en el control de la contaminacion fungosa en el cultivo in vitro de plantas.
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ABSTRACT

The majority of in vitro contaminant microorganisms affecting plant in vitro culture are bacterias and fungus. These
are commonly observed in vivo on plants, but they could cause harmful effect on plant propagated in vitro. The search
of new alternatives for their prevention and control is a priority. Carbendazim is the active ingredient of some systemic
fungicides, it's application for fungus contamination on in vitro propagation of plant it has been constrained for their
low solubility on water. This problem could be solved by combining this product with a B-ciclodextrina. This paper was
focused to determine the effect of carbendazim-fB-ciclodextrina versus the contaminant fungi of plant in vitro culture.
It was determined the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by the agar dilution method. Thirty four strains were
analysed. The carbendazim-B-ciclodextrina complex showed an acceptable antifungal activity versus contaminant.
This result could be an useful alternative to control the fungi contamination on plant propagated in vitro.
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INTRODUCCION

La contaminacidon microbiana es un problema constante
que compromete el desarrollo de todas las técnicas in
vitro (Enjalric et al., 1988). Las pérdidas causadas por
microorganismos contaminantes principalmente
hongos y bacterias constituyen un serio problema a
escala mundial en los numerosos laboratorios (Kannan
y Srinivasan, 1994; Carrasana et al., 1997). Estos estan
comunmente en las plantas in vivo pero pueden
provocar efectos desvastadotes en las plantas en
condiciones in vitro (Skirvin et al., 1999). Existen
muchas fuentes que pueden introducir contaminantes
al cultivo in vitro de plantas estas incluyen al personal,
el ambiente del laboratorio y el tejido vegetal a propagar
(Leifert et al., 1994; Falkiner, 1997).

Se han establecido numerosos procedimientos
tecnoldgicos para controlar o disminuir la presencia
de contaminantes, y el empleo de productos
quimicos (fungicidas y antibitticos) ha constituido una
via rapida tanto para atenuar como para eliminar estos
microorganismos (Carrazana et al., 1997).

El uso de fungicidas en el proceso de
micropropagacion de especies vegetales no ha tenido
amplia difusién a escala masiva debido quizas, a los
riesgos de fitotoxicidad, sus elevados costos y su
alta especificidad. No obstante, se conocen varios
ejemplos del empleo del Benomyl con estos fines
(Ramirez y Salazar, 1997; Garcia y Rafael, 1990).
Este fungicida ha sido empleado antes del autoclaveo
con buenos resultados puesto que se transforma en
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carbendazim y bitilisocianato, ambos con efectividad
biologica (Thurston, 1979, Hauptmann et al., 1985y
Haldeman 1987, citados por George, 1993).

El carbendazim (Bencimidazol 2-il carbamato de
metilo) es el componente activo de varios
funguicidas sistémicos ampliamente utilizados en
el mundo para el control de un gran numero de
enfermedades fungosas en campo (Benomyl,
Fundazol, Agrodazim, Bavistin, Chemcarb,
Delsene), su mayor dificultad radica en su escasa
solubilidad en agua. Este problema queda
solucionado al presentarse en forma de complejo
con una -B-ciclodextrina la cual es un derivado de
la descomposicién parcial del almidén. Las
ciclodextrinas, aumentan en gran medida la
solubilidad de este producto y esto hace posible
su utilizacion en pruebas in vitro para evaluar el
efecto de este, sobre los diferentes
microorganismos. Este trabajo tuvo como objetivo:

Evaluar el efecto del complejo cabendazim-f3-
ciclodextrina para el control de hongos filamentosos
contaminantes del cultivo in vitro de plantas.

MATERIALES Y METODOS
Fungicida

Se empled el Carbendazim en forma de un complejo
con B-ciclodextrina (Complejo I), el cual fue
suministrado por la Facultad de Quimica Farmacia
de la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas.

Microorganismos

Se utilizaron 34 cepas de hongos filamentosos
contaminantes pertenecientes a 14 géneros (Tabla 1)
procedentes de la coleccién de cultivos del laboratorio
de Fitopatologia del Instituto de Biotecnologia de las
Plantas.

Tabla 1. Géneros de hongos filamentosos utilizados para evaluar el efecto del Complejo | (Carbendazim-f3-
ciclodextrina) sobre contaminantes fungosos del cultivo in vitro de plantas.

Géneros

Numero de cepas

Asperqgillus
Fusarium
Cladosporium
Curvularia
Colletotrichum
Chaetomium
Helminthosporium
Monilia
Oidiodendron
Penicillum
Pestalotia
Rhizopus
Spicaria
Trichoderma
Total

8
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Determinacion de la Minima Concentracion
Inhibitoria (MCI)

Se determiné la MCI del complejo Carbendazim-
B-ciclodextrina frente los hongos filamentosos.
Para ello se emple6 el método de dilucién en Agar.
Las soluciones del complejo se prepararon a una
concentracion de 1 280pg.ml" (p/v) en agua
bidestilada y desionizada y se esterilizaron por
filtracién con membranas de 0.45 uym. Se
ensayaron concentraciones decrecientes de este
en diluciones seriadas dobles desde 512.0 a
0.0625 pg.ml" en medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (PDA)(BioCen).

Las soluciones se prepararon al doble de las
concentraciones deseadas y se afadieron al Agar
fundido (48- 50 °C) después de autoclaveado. Se
siguioé un esquema de dilucion que incluyé una
dilucion final de la concentracion del fungicida en el
Agarde 1:10.

Se utilizaron placas de Petri de 70mm de diametro.
Elagar con la solucién antifingica se distribuyé sobre
una superficie niveladora, hasta lograr una capa de
cuatro milimetros de espesor, preparandose dos
repeticiones de cada concentracién. Ademas se
incluyeron placas de Petri con medio de cultivo Agar
Papa Dextrosa libres de fungicida para ser usadas
como controles de crecimiento.



En el centro de cada placa se colocé un disco de
micelio de siete milimetros de diametro proveniente
de colonias crecidas durante 7-14 dias. Las mismas
se incubaron a 28°C y oscuridad constante. Se midié
diariamente, con regla graduada, el didmetro de
crecimiento del hongo filamentoso hasta los 14 dias.
La minima concentracién que logré inhibir totalmente
el crecimiento se tomé como la MCI.

75
RESULTADOS Y DISCUSION

El complejo | (Carbendazim-B-ciclodextrina) mostré
una adecuada actividad antifingica frente a los
contaminantes expresada en la capacidad de
inhibir el crecimiento micelial del 78.78% de las
cepas probadas a las concentraciones ensayadas
(Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones Minimas inhibitorias del Complejo Carbendazim-B-ciclodextrina frente a cepas
de hongos filamentosos contaminantes del cultivo in vitro de las plantas.

Cepas

MCI (mg.I")

Aspergillus sp1
Aspergillus sp2
Aspergillus sp3
Aspergillus sp4
Aspergillus sp5
Aspergillus sp6
A. niger
A. terreus
Penicillum sp1
Penicillum sp2
Penicillum sp3
Penicillum sp4
Penicillum sp5
Penicillum sp6
Penicillum sp7
Spicaria sp
Curvularia sp1
Curvularia sp2
Chaetomium sp
Cladosporium sp1
Cladosporium sp2
Trichoderma sp
Fusarium sp1
Fusarium sp2
Fusarium sp3
Fusarium sp4
Helmintosporium sp
Pestalotia sp
Rhizopus sp
Colletotrichum sp1
Colletotrichum sp2
Oidiodendron sp
Monilia sp

4

N o A D

1
0.25
> 512
<0.125
>512
1
16
>512
>512

Segun Boxus y Terzi (1988), Cassells, (1991) y Osorio
etal. (1997,1999) los hongos filamentosos constituyen
un problema serio en cuanto a las pérdidas que

ocasionan en el cultivo in vitro de plantas. Los géneros
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Curvularia,
Fusarium y Chaetomium han sido descritos por
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George (1993) y por Leifert et al. (1994) como los
microorganismos fungosos mas comunmente
introducidos al cultivo de tejidos.

El 100% de las cepas de los géneros Penicillium,
Chaetomium y Fusarium, presentaron MCI del
complejo I, menores e iguales que 4mg.I"", y en el
caso del género Aspergillus el 87.5% de las cepas
mostraron MCI menores e iguales que 8 mg.I-".

Autores como Garcia y Rafael (1990) utilizaron
concentraciones de 500 mg.I"" de Benomyl para el
control de la contaminacién fungosa en la
propagacion in vitro de Café (Coffea arabical.), sin
embargo, utilizando el complejo | (Carbendazim-§3-
ciclodextrina) se logro inhibir el 79% de las cepas
de hongos contaminantes ensayadas a
concentraciones de 64mg.l"". Estos resultados
pueden contribuir una alternativa valiosa para el
control quimico de la contaminacién fungosa en el
cultivo in vitro de plantas.

El género Colletotrichum ha sido referido como un
agente fitopatdgeno de los cultivos de la guayaba,
café, entre otros, causando enfermedades o
formando parte del ecosistema bajo una accién
saprofitica (Mayea et al., 1983; Martinez y
Zambrano, 1994). El mismo aparecié como
contaminante en el cultivo in vitro siendo
probablemente, el material inicial, la fuente de esta
contaminacién, es por ello que se pudiera
recomendar el uso de este producto en el
tratamiento de las plantas donadoras antes de ser
introducidas en el cultivo in vitro.

CONCLUSIONES

El complejo | (Carbendazim -B-ciclodextrina) logré
inhibir el crecimiento de un gran numero de hongos
filamentosos contaminantes del cultivo in vitro de
plantas por lo que pudiera valorarse su uso para el
control de la contaminacién fungosa.
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