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RESUMEN GENERAL

RESPUESTA FOTOSINTETICA DEL MANGO EN FUNCION DEL DANO POR
ESCAMA BLANCA DEL MANGO (Aulacaspis tubercularis Newstead)

Pablo Juarez Hernandez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2014

En México una limitante de la produccion del mango es la escama blanca del mango
(Aulacaspis tubercularis Newstead; Hemiptera: Diaspididae). La alimentacion de los
diaspididos y sus efectos fisiolégicos no se han estudiado, pues en la literatura
revisada no se encontraron reportes sobre el tema. Por ello se analizaron
histolégicamente los tejidos foliares de mango var. Manila que habian sido penetrados
por el haz de estiletes (HE) de la hembra de escama blanca del mango, para
determinar su ruta a través de los tejidos, detectar dafios celulares en la hoja y conocer
si el insecto se alimenta de savia del floema. También se evalué el impacto de
gradientes de infestacion natural en campo e invernadero de esta escama en el
contenido de clorofila, tasa instantanea de fotosintesis neta (A), conductancia
estomatica (gs), concentracion interna de CO, (Ci), en hojas maduras de mango de las
variedades Manila y Ataulfo; asi mismo se determind el comportamiento de cinéticas
fotosintéticas (A/Ci) en hojas de mango Manila sanas e infestadas por escama blanca.
Se us6 un sistema de fotosintesis portéatil LI-6400® (LICOR, Inc., USA) y un equipo
Minolta SPAD® 502. La penetracion del HE es predominantemente intracelular a través
del mesdfilo; también puede atravesar células lignificadas del xilema y tejidos del
floema, pero no permanece ahi sino que atraviesa por completo el haz vascular,

incluyendo las fibras que lo envuelven. No se observa lisis ni colapso celular en el tejido



vegetal atravesado por el HE. No fue posible encontrar el HE completo hasta su punta,
pero se pudo estimar que al menos triplica la longitud de la hembra (1 mm). La
infestacion redujo el contenido de clorofila Unicamente en las zonas colonizadas. En
cambio, la tasa instantanea de fotosintesis neta disminuyd en las zonas infestadas, y
también en la parte sana de una hoja con infestacion, similar a un efecto sistémico. Las
curvas A/Ci mostraron que la infestacion redujo la fotosintesis maxima (Amax), punto de
saturacién por CO, (Psat), eficiencia de carboxilacion de la Rubisco (ER), velocidad
méxima de carboxilacion (Vcmax), regeneracion de ribulosa bifosfato (J) y, uso de triosas
fosfato (TPU), a la vez que aumento hasta el doble el punto de compensacion por CO,

(Pcomp).

Palabras clave: Aulacaspis tubercularis Newstead, haz de estiletes, penetracion foliar,

curvas A/Ci, clorofila.



GENERAL ABTRACT

PHOTOSYNTHETIC RESPONSE OF MANGO IN FUNCTION OF MANGO WHITE
SCALE (Aulacaspis tubercularis Newstead) DAMAGE

Pablo Juarez Hernandez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2014

In Mexico, white mango scale (Aulacaspis tubercularis Newstead; Hemiptera:
Diaspididae) is a limiting factor for production. The Diaspididae feeding and their
physiological effects have not been extensively studied. In addition, no reports were
found about the topic in the literature. Because of this, mango 'Manila’' leaf tissue that
was previously penetrated the stylet bundle (SB) of the mango white scale adult female.
This study was addressed to determine the SB path through tissues, to detect cell
damage in the leaf and to know whether the insect feeds from phloem sap. The impact
of natural gradients of mango white scale infestation under field and greenhouse
conditions was evaluated on chlorophyll content, net assimilation rate (A), stomatal
conductance (gs), and internal CO, concentration (Ci) in mature leaves of mango
'‘Manila’" and 'Ataulfo’ varieties. Photosynthesis kinetic curves (A/Ci) were also
determined in healthy and infested 'Manila’ mango leaves. A portable photosynthesis
system LI-6400® (LICOR, Inc., USA) and a SPAD® Minolta 502 chlorophyll meter were
used. It was no possible to find the whole SB inside the leaf tissue, but the estimated
length is at least three-fold the female's length (1 mm). SB penetration is predominantly
intracellular through mesophyll, but it can also cross the lignified xylem cells and the

phloem tissue. The SB does not stay in the phloem but completely pass through the



vascular bundle including surrounding fibers. No lysis or cell collapse was observed in
the plant tissue crossed by the SB. White scale infestation reduced chlorophyll content
only in colonized areas. The net photosynthesis rate decreased in infested areas, but
also in the healthy area of a leaf with low infestation, similar to a systemic effect. A/Ci
curves showed that infestation reduced maximum photosynthesis (Amax), CO2 saturation
point (Psat), Rubisco carboxylation efficiency (ER), maximum carboxylation rate (VCmax),
ribulose bisphosphate regeneration (J), triose phosphate use (TPU), and increased to

double the CO, compensation point (Pcom).

Keywords: Aulacaspis tubercularis Newstead, stylet bundle, leaf penetration, A/Ci

curves, chlorophyll.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

El mango (Mangifera indica L.) es una de las frutas mas populares e importantes del
mundo debido a sus excelentes caracteristicas organolépticas y nutricionales. Esta
reconocido en la actualidad como uno de los tres o cuatro frutos tropicales mas finos, lo
gue ha propiciado que en Asia se le conozca como “el rey de las frutas”. Tiene efecto
laxante, diurético, astringente y refrescante. Es una buena fuente de calcio, fosforo,

hierro, vitamina C, A, tiamina y niacina (Mukherjee, y Litz, 1997; Galan, 1999).

El mango es originario de Asia Meridional, muy probablemente del este de India. Ha
estado distribuido por todo el sureste de Asia y el archipiélago malayo desde épocas
remotas (Galan, 1999), y posteriormente fue llevado a Africa y América (Mukherjee, y
Litz, 1997). Fue introducido a México a finales del siglo XVIII, cuando los espafioles
trajeron la variedad ‘Manila’ en la Nao de China, desde Manila a Acapulco, de donde se

disperso para su cultivo (Galan, 1999).

En el pais, los estados como Veracruz y Guerrero cuentan con una diversidad de
climas y altitudes que constituyen un amplio potencial para el desarrollo de la
fruticultura tropical (SENASICA, 2009). En 2004 se reportaron 166,000 ha plantadas en
mas de once estados de México, en el que el estado de Veracruz contaba con 25,550
ha, donde el 85% de la superficie pertenecia a la variedad Manila (Martinez, et al.,
2007); sin embargo, para el ciclo 2012 solo se registrd6 una superficie sembrada de
16,298 ha, con una producciéon total de 77,854 t y un valor de la produccion de

$245'890,341.00 (OEIDRUS-VERACRUZ, 2014)



El estado de Guerrero cuenta con una superficie de 19,835 ha de mango distribuido en
cinco regiones, de las cuales la Costa Grande es la de mayor importancia por su
superficie; le siguen Costa Chica, Tierra Caliente, Regién Norte, y la Zona Centro-
Montafiosa. La produccion de mango en el estado asciende a 240,000 t, con un costo
de produccion por hectarea de $17,000 y una derrama econdmica de 600 millones de
pesos en beneficio de 6,144 productores, con una relacion beneficio-costo de 1:4.

Colateralmente, por mano de obra se benefician 8,500 familias (SENASICA, 2009).

El mango, como la mayoria de los arboles frutales, suele ser atacado por dos o tres
plagas clave, varias plagas secundarias y por un gran namero de plagas ocasionales
en las zonas localizadas donde se cultiva (Pefia et al., 2009). Cerca de 322 especies
de insectos y acaros han sido reportadas como plagas menores y mayores de mango:
127 (39 %) son los que se alimentan del follaje, 87 (27 %) del fruto, 36 (12 %) de la
inflorescencia, 33 (10 %) habitan en las yemas y 39 (12 %) se alimentan de las ramas,
el tronco y las raices. Las plagas secundarias ocurren generalmente en niveles sub-
econdémicos, pero pueden convertirse en plagas graves como resultado de cambios en
las practicas culturales o del cultivar o debido al uso indiscriminado de plaguicidas
contra una plaga clave. Por ejemplo, las cochinillas se convirtieron plagas graves tras el

uso no racional de insecticidas contra moscas de la fruta (Pefia et al., 2009).

Al menos 26 especies de diaspididos atacan al mango en todo el mundo (Pefa et al.,
2009), entre los que se encuentra la escama blanca del mango (Aulacaspis tubercularis
Newstead Hemiptera: Diaspididae). La escama blanca se encuentra distribuida
principalmente en el continente Africano, donde afecta zonas productoras de mango y

citricos (Daneel y Joubert 2009). Esta plaga se asocia principalmente con plantas de
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los géneros Aglasia, Cinnamomun, Citrus, Cucumis, Cucurbita, Desmos, Gaiadendron,
Lurus, Litchi, Litsea, Luffa, Mangifera, Nephelium, Persea, Prunus y Psidium. En el
continente americano esta presente en Puerto Rico, Centroamérica, Brasil, Colombia,
Venezuela y México (Miller y Davidson, 2005). En México, la escama blanca (EB) del
mango, se ha convertido en la segunda plaga de importancia para el cultivo, después
de las moscas de la fruta y ha invadido todas las zonas productoras de mango

(SENASICA, 2009).

Las hembras de la EB son planas, circulares, transparentes, de color blanco, en
ocasiones de aspecto arrugado y pueden tener coloraciones desde amarillo a marroén,
con una linea media de oscura a marron. Los machos son alargados, con tres crestas
longitudinales, de color blanco, y pueden tener coloraciones desde amarillo a marron.
El tiempo que tarda desde huevo a hembra adulta es de 82 dias aproximadamente.
Esta plaga se caracteriza por tener generaciones superpuestas, ya que el periodo
normal de oviposicion de la madre es de 52 dias, mismos que tarda una hembra en
iniciar su madurez reproductiva para iniciar la oviposicion (Cunningham, 1991; Miller y

Davidson, 2005; Daneel y Joubert, 2006)

La EB ataca desde las plantas que se encuentran en vivero, donde una infestacion
severa retarda el crecimiento. Los arboles jovenes en el campo son mas vulnerables a
la perdida de hojas. Las areas infestadas en las hojas se tornan de verde palido a
amarillo y finalmente se necrosan (Cunningham 1991; Miller y Davidson, 2005), lo cual
puede tener un efecto directo tanto en la concentracion de clorofila y en la fotosintesis y

Sus parametros.



Casi toda forma de vida sobre la Tierra depende de la fotosintesis (Conn et al., 2007).
En esencia, la fotosintesis es con mucho el principal mecanismo de entrada de energia
al mundo viviente. Las Unicas excepciones se presentan en las bacterias
quimiosintéticas, que obtienen energia al oxidar sustratos inorganicos tales como iones
ferrosos y azufre que se encuentran disueltos en la corteza terrestre, o bien al oxidar

H.S que se libera en la actividad volcanica (Salisbury y Ross, 2000).



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar mediante técnicas histoldgicas los tejidos dafiados por el haz de estiletes
(HE) de la escama blanca del mango derivado de su alimentacion, y el efecto de
diferentes gradientes de infestacion natural de escama blanca del mango sobre

variables fotosintéticas en las variedades Manila y Ataulfo.

Objetivos especificos

Analizar histolégicamente los tejidos de hojas de mango penetradas por el HE de la
escama blanca, para determinar el patron de penetracién en los tejidos foliares, y
determinar si causa dafios anatémicos en tales tejidos, asi como saber si la EB del

mango se alimenta de savia como lo hacen otros insectos chupadores.

Evaluar el impacto derivado de diferentes gradientes de infestacion natural de la EB del
mango en campo e invernadero en el contenido de clorofila, fotosintesis instantanea
neta (A), conductancia estomatica (gs), concentracion interna de CO, (Ci), en hojas

maduras de las variedades Manila y Atadulfo.

Determinar el comportamiento de cinéticas fotosintéticas en respuesta a diferentes
niveles de concentracion interna de CO, (A/Ci) en hojas de mango Manila sanas e

infestadas por escama blanca del mango, en los estados de Veracruz y Guerrero.
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CAPITULO Il. PATRON DE PENETRACION FOLIAR DEL HAZ DE ESTILETES DE
ESCAMA BLANCA DEL MANGO (Aulacaspis tubercularis Newstead)
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RESUMEN

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los principales cultivos fruticolas en México y
es el primer exportador mundial de este producto. Una limitante de su produccién es la
escama blanca del mango (Aulacaspis tubercularis Newstead; Hemiptera: Diaspididae).
Las hojas infestadas cambian de verde palido a amarillo y al final se necrosan, y la
infestacion demerita la calidad de los frutos de modo que no se pueden exportar. La
alimentacion de los diaspididos no se ha estudiado extensamente, y en la literatura
revisada no se encontraron reportes histolégicos sobre el tema. Se analizaron
histolégicamente los tejidos foliares que penetra el haz de estiletes (HE) de la hembra

de escama blanca, para determinar su ruta a través de los tejidos, detectar dafios

* Publicado en: Florida Entomologist. 97(1): 100-107 (http://journals.fcla.edu/flaent/article/view/83059).
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celulares en la hoja y determinar si el insecto se alimenta de savia del floema. Plantas
de mango var. ‘Manila’ fueron infestadas con este insecto en el Colegio de
Postgraduados. En porciones de hojas se hicieron cortes histologicos mediante la
técnica de inclusion en parafina y tincion con safranina y verde rapido, mientras que
otras muestras se clarificaron con hipoclorito de sodio comercial para observar el HE
intacto. En las muestras observadas al microscopio no fue posible encontrar el HE
completo hasta su punta, y por ello no se determind con precision su longitud total. No
obstante, se pudo estimar que al menos triplican la longitud de la hembra (1 mm). La
penetracion del HE es predominantemente intracelular a través del mesdéfilo, pero
también puede atravesar células lignificadas del xilema vy tejidos del floema ricos en
nutrimentos. El HE encuentra los tejidos vasculares pero no permanece ahi sino que
atraviesa por completo el haz vascular, incluyendo las fibras que lo envuelven, para
continuar explorando el mesofilo. En la ruta de penetracion del HE se observaron
algunas zonas engrosadas y rojas, posiblemente constituidas de material fendlico. No

se observd lisis ni colapso celular en el tejido vegetal atravesado por el HE.

Palabras clave: mango, escama blanca del mango, haz de estiletes, mesofilo, haces

vasculares



ABSTRACT

Mango (Mangifera indica L.) is an intensively cultivated fruit in Mexico, the leading
exporter of this product in the world. One important limiting factor in mango production
is the white mango scale (Aulacaspis tubercularis Newstead; Hemiptera: Diaspididae).
White mango scale infestation causes irreversible leaf yellowing and death, and it
lowers fruit quality below export requirements. Feeding mechanisms of these diaspidids
have not been extensively studied; no histological studies on this subject are known.
We histologically analyzed leaf tissues penetrated by the stylet bundle (SB) of white
mango scale females, in order to follow the SB path through tissues, to observe the
extent of visually-detectable leaf cell damage, and to determine if this insect feeds on
phloem sap. Mango plants of cv. ‘Manila’ were artificially infested with this insect in the
Colegio de Postgraduados. Histological slices from infested leaves were processed for
microscope observation of the intact SB. Through this process a complete SB could not
be observed, so its full accurate length could not be reported. However, the SB length
was estimated at 3 mm, i.e., 3 times the total length of the female body length, which
was 1 mm. The SB path inside the leaf was mostly intracellular through the mesophyill,
but it also pierced lignified xylem cells and nutrient-rich phloem tissues in the vascular
bundles. Thick red masses were formed along the SB path, possibly containing phenolic

compounds. Cell lysis or collapse was not observed in the SB-injured leaf tissue.

Key Words: mango, white mango scale, stylet bundle, mesophyll, leaf vascular bundles
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INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.; Sapindales: Anacardiaceae) es uno de los principales
cultivos fruticolas en México, con 184,768 ha cultivadas, produccién de 1'536,654 t
(SIAP, 2011), y exportacion de 275,366 t, que ubica al pais como el primer exportador
mundial de este producto (FAO, 2012). México posee caracteristicas fisicas y
climaticas que permiten el éptimo desarrollo del mango, pero hay factores que
restringen su rentabilidad y las plagas son una de las limitantes mas importantes

porque demeritan la calidad de la fruta y el rendimiento del cultivo (SENASICA, 2009).

La escama blanca (Aulacaspis tubercularis Newstead; Hemiptera: Diaspididae) es
econdmicamente la segunda plaga del mango mas importante en México, después de
las moscas de la fruta (Anastrepha sp.; Diptera: Tephritidae), la plaga principal
(SENASICA, 2009). La escama blanca del mango fue encontrada por primera vez en el
estado de Nayarit en 2003 (Urias-Lépez et al., 2010), y luego se extendi6 a los estados

de Guerrero y Michoacan (SENASICA, 2009).

Es un insecto sésil que pertenece al grupo de escamas armadas, el cual incluye a
algunas de las plagas mas dafinas e invasivas en la agricultura mundial (Miller y
Davidson 2005; Andersen et al., 2010; Rehmat et al., 2011). Estos insectos pueden
insertar un tubo quitinoso en cualquier parte aérea de las plantas. Este tubo esta
compuesto por cuatro estiletes, dos maxilares y dos mandibulares, que unidos forman
dos ductos, uno salival y otro sibarial (para succionar). Al tubo también se le denomina
haz de estiletes (HE), que es el término que se usard en este escrito. Asi, estos

insectos se alimentan principalmente del contenido de células de parénquima (Heriot,
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1934) o tejido del haz vascular (Sadof y Neal, 1993) e inyectan saliva toxica (Pefia et

al., 2009; Rehmat et al., 2011).

En vivero, una infestacion severa de escama blanca puede retardar el crecimiento del
mango. Los arboles jovenes infestados con escama blanca son mas vulnerables a la
pérdida excesiva de hojas y muerte de ramitas, sobre todo durante la época de sequia
(Cunningham, 1991; Daneel y Joubert, 2009; Rehmat et al., 2011). Las infestaciones
en los frutos causan lesiones externas y manchas rosadas (Cunningham, 1991), lo que
demerita su calidad y los convierten en productos no comercializables para exportacion
(Cunningham, 1991; Daneel y Joubert, 2009). Las areas infestadas en las hojas se
tornan de color verde palido a amarillo y finalmente se necrosan (Cunningham, 1991;

Miller y Davidson, 2005) (Figura 2.1).

Figura 2.1. Colonias de escama blanca en hojas, ramas y fruto de mango var. Manila.
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De acuerdo con Hill et al. (2011), la alimentacion de los diaspididos no se ha estudiado
extensamente, y en escama blanca del mango no hay reportes histolégicos sobre la
ruta del HE en hojas de mango. Es por ello que el propésito del presente estudio fue
analizar histolégicamente los tejidos de hojas de mango penetradas por el HE de la
escama blanca, para determinar el patrén de penetracion en los tejidos foliares, y ver si
causa dafios anatomicos en tales tejidos. Un objetivo adicional fue saber si se alimenta

de savia como lo hacen otros insectos chupadores.

MATERIALES Y METODOS

En una camara de crecimiento del laboratorio de Acarologia del Colegio de
Postgraduados, en 2012 se reprodujeron colonias de escama blanca sobre plantas
injertadas de mango var. Manila, lo cual se logr6 mediante inoculacion por contacto
directo con hojas infestadas colectadas en un huerto de Huejutla, Hgo. Una vez
lograda la propagaciéon de la plaga, se recolectaron hojas colonizadas en su haz por
hembras vivas, de las cuales se obtuvieron 20 secciones foliares de aproximadamente

6.25 mm? para el estudio anatémico.

Para el procesamiento del tejido foliar (fijacion, deshidratacion, clarificacion, tincion y
montaje) se utilizo la técnica propuesta por Lépez et al. (2005). Las muestras se fijaron
en FAA [formaldehido (10 %), acido acético glacial (5 %), etanol 96 % (50 %) y agua
destilada (35 %)] donde permanecieron 24 h. Luego se lavaron en agua corriente
durante 15 min y se deshidrataron con una serie ascendente de alcohol etilico (10, 30,

50, 70, 80, 96 y 100 %, v/v) por periodos de 4 h. Después las muestras se clarificaron,
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primero con una mezcla 1:1 de alcohol 100 % y xileno por 4 h, y finalmente en xileno
por 3 h. Una vez clarificados, los tejidos foliares se colocaron en parafina (Paraplast®
Plus Sigma®) fundida y se dejaron en una estufa a 60 °C durante 24 h, para
posteriormente hacer la inclusion. Para hacer los cortes se utilizé un micré6tomo
rotatorio (Spencer 820®). De cada muestra incluida en parafina se hicieron de 260 a
280 cortes sucesivos de 9 um de grosor cada uno, algunos en direccién transversal y
otros en direccion tangencial a la hoja, y se montaron en portaobjetos. Los cortes
obtenidos se tifieron con Safranina O (Sigma-Aldrich®) y verde rapido (Sigma®), y al
final se les agregé una gota de resina sintética (Golden Bell®) y se cubrieron con
cubreobjetos. Los cortes se observaron uno por uno en un microscopio Carl Zeiss®
(Fotomicroscopio Ill) hasta localizar los fragmentos del HE en el tejido foliar, y éstos se

fotografiaron con una camara digital para microscopia PaxCam 3®.

En adicion, se tomaron fotografias de hembras vivas que tenian su HE insertado en la
hoja de mango, en un microscopio estereoscopico Carl Zeiss® (Tessovar) con una
camara digital para microscopia PaxCam 3®. Ademas de las observaciones directas de
las fotografias obtenidas, se hicieron reconstrucciones digitales de la ruta de
penetracion del HE en el tejido foliar mediante el uso del programa digital Gimp® (v.
2.8.4) y se construy6 un modelo tridimensional a partir de cortes histolégicos sucesivos

con el programa digital Blender® (v. 2.63).

Para observar el HE intacto en la hoja de mango, 10 muestras de tejido foliar de 0.25
cm? y cada una infestada con una hembra de escama blanca, se sometieron a un
tratamiento de aclarado con hipoclorito de sodio comercial, como lo reportaron Valero y

Durant (2001), Castellaro et al. (2007) y Gonzélez y Briones—Salas (2012). Las
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muestras se colocaron en alcohol a 70 % por 48 h, luego se lavaron con agua destilada
durante 15 min y se transfirieron a otra caja Petri con 10 mL de hipoclorito de sodio
comercial (4-6 % de NaOCI) donde fueron observadas aproximadamente 2 h con un
microscopio estereoscopico American Optical Company® (Modelo 570) hasta
asegurarse que las secciones foliares se decoloraron totalmente y que contenian al
insecto con su HE insertado. Después las muestras se colocaron en agua destilada
durante 24 h para eliminar el hipoclorito de sodio del tejido vegetal y se deshidrataron
con alcohol etilico (70 y 90 %) y en dos ocasiones con alcohol etilico 100 %, por
periodos de 5 h. Posteriormente las muestras se clarificaron con xileno por 2 h'y se
montaron en porta y cubreobjetos con Balsamo de Canada. Las porciones de tejido
vegetal asi preparadas se observaron en un microscopio Carl Zeiss® (Fotomicroscopio
ll) y se fotografiaron con una camara digital para microscopia PaxCam 3®. La camara
se enfoco en el HE, es por ello que las fotografias variaron en el punto de enfoque. Se
hizo la reconstruccion digital de la ruta de penetracion del HE en el tejido foliar

mediante el uso del programa digital Gimp® (v. 2.8.4).
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RESULTADOS

Los cortes histolégicos sucesivos hechos en hojas de mango infestadas con una
hembra de escama blanca del mango, permitieron dar seguimiento a la ruta de
penetracion del HE a través de los tejidos foliares. Se encontré que penetra la
epidermis del haz en direccién transversal, y que la porcion externa del HE (la que

qgueda fuera de la hoja, sin penetrarla) con frecuencia es de la misma dimension que la

de la propia hembra (Figura 2.2).

il
Figura 2.2. (I) Hembra de escama blanca en vista ventral, con una porciéon de su HE antes de

penetrar la hoja de mango var. Manila. A = Rostrum, B = Punto de insercion del HE en la hoja. (ll)
HE de escama blanca atravesando en direcciéon perpendicular la cuticula del haz de la hoja. Est. =
HE, Ep. = Epidermis, P. E. = Parénquima en empalizada, A= Rostrum, B = Punto de insercion del

HE en la lamina foliar.
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En los cortes del interior de la hoja se pudo apreciar que si bien la penetracion a través
de la epidermis foliar es perpendicular a la hoja (Figura 2.2), al llegar al mesofilo
esponjoso el HE cambia varias veces de direccién, lo que incluye direcciones oblicuas

(Figura 2.3A) y tangenciales, paralelas a la superficie de la hoja (Figura 2.3B).

Figura 2.3. (A) Corte transversal de hoja de mango (9 um de grosor) gue muestra un fragmento del

HE de una hembra de escama blanca penetrando al mesofilo en direccion oblicua, y (B) Corte
tangencial de hoja de mango (9 pm de grosor) que muestra otro fragmento del HE penetrando al

mesofilo esponjoso. Est. = HE, P. E. = Parénquima en empalizada, P. es. = Parénquima esponjoso.

Mediante reconstrucciones digitales (Figura 2.4, A y B), cada una hecha a partir de 13
cortes histoldgicos sucesivos (117 um de grosor en total), se puede apreciar que este
insecto tiene la capacidad de insertar su HE desde la epidermis del haz, atravesar el
parénquima en empalizada y esponjoso asi como los haces vasculares, y llegar hasta

la epidermis contraria al sitio de insercion (haz), donde se le perdié el rastro.
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Figura 2.4. Dos reconstrucciones digitales (A y B), ambas de 13 cortes histoldgicos (117 um de grosor en
total) de la ruta de penetracion de HE de escama blanca en hojas de mango. Est. = HE, Ep. = Epidermis, P.

E. = Parénquima en empalizada, H. V. = Haz vascular.
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100 um } . { 100 um ¢ {
Figura 2.5. Cortes histolégicos sucesivos hechos en hojas de mango (de 9 um de grosor),

gue muestran la penetracion del HE de escama blanca del mango a través de tejido

vascular. Est. = HE, Flo. = Floema, Xil. = Xilema, Fibr.= Fibras.

A partir de cuatro cortes sucesivos (Figura 2.5) correspondientes a una seccion de la

Figura 2.4B, en este caso a través de un haz vascular, se efectué un andlisis
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tridimensional (Figura 2.6) con el programa digital Blender (v. 2.63), que permitio
demostrar que el HE tiene la capacidad de atravesar las paredes celulares, aun las
paredes secundarias lignificadas del xilema. De ello se infiere que si bien estos
insectos pueden encontrar los tejidos mas ricos en nutrimentos, en especial el floema,
no permanecen ahi sino que atraviesan por completo el haz vascular, asi como a las

fibras (células lignificadas) que lo envuelven, para continuar explorando el mesdfilo.

Figura 2.6. Vista lateral (a) y en 45° (b) del modelo tridimensional de cuatro cortes histolégicos
de 9 um de grosor cada uno (correspondientes a la Figura 4), que evidencian la penetracion
intracelular de un HE de escama blanca en tejido vascular de hoja de mango. En color azul las
células con pared primaria, en color rosa las de pared secundaria (lignificadas). A =

Parénquima esponjoso, B = Xilema, C = Floema, D = Fibras.
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En el presente estudio no fue posible observar la punta del HE de la hembra de
escama blanca del mango, y por ello no se pudo medir su longitud total. Sin embargo
considerando la seccion del HE que se encuentra fuera de la hoja y la que se observo
dentro del tejido foliar aclarado con hipoclorito de sodio (Figura 2.7a), se calcula que el
HE al menos triplica la longitud de la hembra (1 mm). Con esta técnica del aclarado se
comprobd que el HE es capaz de penetrar todos los tejidos foliares y que la mayor

proporciébn de su extension se ubica en el parénquima esponjoso y en el de

empalizada.

Figura 2.7. Hoja de mango aclarada con hipoclorito de sodio, que muestra el HE intacto de una hembra

de escama blanca a través de 41 fotografias de alta resolucién, en las que el HE se colore6 digitalmente
de rojo. A = Sitio de insercion del HE en el haz de la hoja, B = Ultimo campo foliar con evidencia del HE,

C = Micrografia que muestra una porcion del HE.

Otro aspecto a destacar del analisis de la ruta de penetracion del HE en las hojas de

mango, es la presencia de varias regiones oscuras Yy rojizas tanto en el HE como en
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algunas células vegetales adyacentes, que por su coloracién se considera estan

constituidas de material fendlico (Figura 2.8).

Figura 2.8. Cortes histolégicos sucesivos de tejidos foliares de mango (cada uno de 9 um de
grosor) que muestran la presencia de regiones con probable acumulacién de material fendlico en
la ruta de penetracion del HE de escama blanca del mango. Est. = HE, Flo. = Floema, Xil. =

Xilema, Fen= Probable material fenolico.
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DISCUSION

La evidencia histoldgica indica que después de penetrar la cuticula coriacea y la
epidermis, el HE de la escama blanca del mango explora el interior del tejido de las
hojas de mango, incluyendo los haces vasculares, y cambia su trayectoria pero
manteniendo la mayor parte de su ruta en el mesofilo. La regulacion de estos cambios
de direccion no se puede determinar con esta investigacion, pero parece diferir de otras
especies de hemipteros en las que los movimientos del HE han sido atribuidos a los
mecano-receptores en los maxilares y mandibulas que sirven para hacer que el HE se

mueva para evitar la resistencia mecanica de los tejidos foliares (Smith 1985).

Los resultados concuerdan con los de Washington y Walker (1990) quienes reportaron
gue el HE de la escama roja de California (Aonidiella aurantii) (Hemiptera: Diaspididae)
tiende a penetrar hojas de citricos perpendicularmente en el parénquima en empalizada
u oblicuamente a la superficie de la hoja y se orienta mas o menos paralelo a la
superficie de la hoja en el parénquima esponjoso; estos autores estimaron que mas del
85 % de la longitud del HE se ubica en el parénquima en empalizada y esponjoso
Segun Heriot (1934), en escamas es comun la penetracion lenta y sin control

direccional del HE, lo que el autor atribuye a la gran longitud de éstos.

El HE de la escama blanca del mango es capaz de perforar las paredes celulares,
incluso las paredes secundarias lignificadas del xilema, en la exploracion a lo largo de
una ruta intracelular, probablemente porque las vias pericelulares no producen
alimentos mientras que las rutas intracelulares si lo hacen. Esta escama es entonces

una de las pocas especies de escamas armadas que son capaces de perforar las
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paredes lignificadas de células vegetales como las fibras y los vasos del xilema en los
haces vasculares. La penetracion del HE en tejidos vasculares se ha reportado
previamente solo en dos especies de escamas, por lo que estos haces no se
consideran como la fuente principal de alimentacion de estos insectos (Heriot, 1934;

Washington y Walker, 1990).

La penetracion intracelular del mesdfilo también ha sido observada por Sadof y Neal
(1993) con Unaspis euonymi (Comstock) (Hemiptera: Diaspididae) en Euonymus
fortunei (L.) y Euonymus japonica (L.), pero solo a través del mesofilo. En kiwi (Actinidia
chinensis L.) infestado por las escamas armadas Hemiberlesia rapax (Comstock) y H.
lataniae (Signoret) (Hemiptera: Diaspididae), Hill et al. (2011) reportaron que el HE
penetrd la epidermis y parénquima de la corteza del tallo, sin penetrar la capa de fibras
debajo del parénquima ni al floema que se encuentra debajo de estas fibras. De
acuerdo con Washington y Walker (1990), el HE de la escama roja de California
cambia abruptamente de direccion cuando alcanza el borde de las células lignificadas

del xilema y se aleja del haz vascular.

Ya que la punta del HE de la escama blanca del mango no permanecio en el floema
para alimentarse de la savia, sino que continuo su exploracién del mesofilo, aqui se
propone que este insecto no se alimenta exclusivamente de la savia del floema, como
lo hacen otras especies chupadoras, tales como el pulgén verde Schizaphis graminum
(Rond.) (Hemiptera: Aphididae) en trigo (Triticum aestivum L.) (Goussain et al., 2005) y
el afido Greenidea ficicola Takahashi (Hemiptera: Sternorrhyncha: Aphididae) en
guayabo (Psidium guajava L.) (David et al., 2009). El HE de estas especies de afidos

penetra en las células vegetales en su mayoria por una ruta periférica. Por lo tanto, la
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escama blanca del mango posiblemente se alimente del jugo celular del mesdfilo

conforme su HE pasa a través de estas células.

A pesar de la larga ruta del HE de la escama blanca del mango, no se detectd lisis
celular en los tejidos dafiados de las hojas (ni en las células atravesadas ni en las
circundantes). De hecho no se detecto reduccién del volumen debido a la pérdida de la
turgencia celular, como ocurriria si un insecto chupador hubiese vaciado las células
perforadas, a menos que la succion fuera tan lenta que el agua que rodea las células
de las hojas pudo rellenar la célula perforada y asi evitar que colapsara. Las pérdidas
de turgencia y volumen aparecen en las células del mesofilo de plantas sometidas a
condiciones de estrés por sequia (Steudler et al., 1977). Con las técnicas utilizadas en
este estudio no se pudo identificar con precision el mecanismo que evita la lisis celular.
Sin embargo, en infestaciones naturales, las colonias de ninfas causan manchas
cloréticas y hasta necroticas, tal vez porque estas colonias estan constituidas por al
menos 49 individuos (Urias-Lopez et al., 2010), que simultAneamente estan penetrando

una pequefa superficie de la hoja.

Las observaciones histolégicas de este estudio apoyan la hipdtesis de que estas
escamas prefieren los tejidos del parénquima para su alimentacion. Del mismo modo,
Sadof y Neal (1993) encontraron que 62 % de las puntas de los estiletes de la escama
Unaspis euonymi terminaron en el parénquima en empalizada en hojas de Euonymus
fortunei (L.) y E. japonica (L.). En las especies de escamas Hemiberlesia rapax y H.
lataniae (Hemiptera: Diaspididae), Hill et al. (2011) encontraron que sus estiletes se
ubicaron solamente en el parénquima de la corteza del tallo de kiwi, de lo que infieren

que es de este tejido vegetal que obtienen la mayor parte de su alimentacion. Por su
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parte, Washington y Walker (1990) documentaron que la punta del HE de la escama
roja de California se localiz6 en el parénquima esponjoso de los citricos en 80 % de las
veces y ninguna en la epidermis. Estos antecedentes apoyan la propuesta de que las
escamas armadas prefieren el tejido parenquimatoso para alimentarse, pero de estas
especies solamente la escama blanca del mango ha mostrado ser capaz de perforar
paredes lignificadas asi como la cuticula gruesa que poseen las hojas coriaceas del

mango.

Las gruesas masas rojas observadas en la ruta del HE de la escama blanca del mango
y en las células cercanas después de la tincion con safranina se presume que son
depdsitos fendlicos. Al respecto Zamora-Magdaleno et al. (2001) demostraron que los
depdsitos de fenoles en paredes celulares y espacios intercelulares se tifieron de color
rojizo por la safranina en plantas infectadas por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. Estos autores confirmaron sus observaciones mediante la reaccion

nitrosa para polifenoles totales.

En el presente estudio la presencia de tales acumulaciones fendlicas no causoé el
colapso, ya sea de las afectadas o las circundantes. También Hill et al. (2011)
encontraron que algunas de las células heridas del tallo de kiwi estaban llenas de
material fendlico de coloracion oscura, pero cuatro semanas después la mayoria de las

células mostraban signos de lisis o colapso.
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CONCLUSIONES

El HE de la hembra de escama blanca del mango es muy largo, al menos del triple de
la longitud del insecto, por esa razén no fue posible encontrar su punta. Por su
trayectoria se infiere que la hembra de escama blanca se alimenta principalmente de
células del parénquima conforme las va atravesando, sin causar su colapso. La via de
penetracion del HE es intracelular, con capacidad de atravesar células con paredes
lignificadas de los haces vasculares. En la ruta de penetracién del HE se observaron

zonas con coloracion rojiza, posiblemente por acumulacién de material fendlico.
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RESUMEN

La productividad primaria neta depende de la absorcion y fijacion del carbono a través
de la fotosintesis, con ayuda de la clorofila. Las plantas experimentan una variedad de
estreses bhidticos y abidticos que impiden su crecimiento 6ptimo; un factor biético es el
ataque de insectos. México es el principal exportador de mango a nivel mundial y la
escama blanca del mango (Aulacaspis tubercularis Newstead Hemiptera: Diaspididae),
es la segunda plaga de importancia econémica para el cultivo en el pais. La medicion
de la respuesta de la fotosintesis neta a diferentes concentraciones internas de CO; en
la hoja (curva A/Ci) ha sido utilizada en estudios ecofisiolégicos, entre ellos para
determinar el efecto de la alimentacion de algunos insectos sobre parametros
fotosintéticos. A pesar de la importancia de la produccién del mango en México,

actualmente no existe estudio alguno sobre el efecto de la infestacion de escama
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blanca en los parametros fotosintéticos del mango. Los objetivos del presente trabajo
fueron evaluar el impacto de gradientes de infestacion natural por escama blanca del
mango en campo e invernadero sobre contenido de clorofila, tasa instantanea de
fotosintesis neta (A), conductancia estomética (gs) y concentracién interna de CO, (Ci),
en hojas maduras de mango de las variedades Manila y Ataulfo; asi mismo determinar
el comportamiento de cinéticas fotosintéticas (A/Ci) en hojas de mango Manila sanas e
infestadas por este insecto. Se usé un sistema de fotosintesis portéatil LI-6400®
(LICOR, Inc., USA) y un equipo Minolta SPAD® 502. Se encontr6 que la infestacion
redujo el contenido de clorofila Unicamente en las zonas colonizadas. En cambio, la
tasa instantanea de fotosintesis neta disminuy6 en toda la hoja, alin en las zonas sanas
de hojas infestadas. Las curvas A/Ci mostraron que la infestacion redujo la fotosintesis
méxima (Amax), punto de saturacién por CO, (Psat), eficiencia de carboxilacion de la
Rubisco (ER), velocidad méaxima de carboxilacién (Vcmax), regeneracion de ribulosa
bifosfato (J), uso de triosas fosfato (TPU), y aumenté hasta el doble el punto de

compensacion por CO, (Pcomp).

Palabras clave: Manila, Ataulfo, curvas A/Ci, clorofila, parametros fotosintéticos.
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ABSTRACT

Net primary productivity depends on the absorption and carbon fixation through
photosynthesis, using chlorophyll. Plants are exposed to a variety of biotic and abiotic
stresses that prevent optimal growth. The attack of insects is an example of a biotic
factor. Mexico is the main exporter mango worldwide, and the mango white scale
(Aulacaspis tubercularis Newstead Hemiptera: Diaspididae) is the second pest of
economic importance for the crop in the country. Measuring the photosynthetic
response to different internal CO2 concentrations in the leaf (curve A / Ci) has been
used in ecophysiological studies to determine the effect of feeding of some insects on
photosynthetic parameters. Despite the importance of mango production in Mexico,
there are currently no studies on the effect of mango white scale infestation in mango’s
photosynthetic parameters. The objectives of this study were to evaluate the impact of
natural gradients of mango white scale infestation under field and greenhouse
conditions on chlorophyll content, net photosynthetic rate (A), stomatal conductance,
and internal CO, concentration (Ci) in mature leaves varieties Ataulfo and Manila, and
to determine the behavior of photosynthetic kinetics (A/Ci) in healthy and infested
mango leaves by this insect. A portable photosynthesis system LI-6400® (LICOR, Inc.,
USA) and a Minolta SPAD® 502 chlorophyll meter were used. The results showed that
infestation reduced chlorophyll content only in colonized areas. On the other hand, the
instantaneous rate of net photosynthesis declined across the leaf, even in healthy areas
of infested leaves. A/Ci curves showed that the infestation reduced maximum
photosynthesis (Amax), CO, saturation point (Psat), Rubisco carboxylation efficiency

(ER), maximum carboxylation rate (Vcmax), ribulose bisphosphate regeneration (J),

34



triose phosphate use (TPU), and increased to double the CO2 compensation point

(Pcomp)..

Keywords: Manila, Ataulfo, A/Ci curves, chlorophyll, photosynthetic parameters.
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INTRODUCCION

La productividad primaria neta de las plantas depende de la absorcién y fijacién del
carbono a través de la fotosintesis y su posterior liberacion a través de la respiracion. A
nivel de la hoja, la tasa fotosintética y la tasa de respiracion son expresadas como la
cantidad de CO, absorbido (o emitido) por unidad de area foliar por unidad de tiempo
(umol CO,m?s™) (Long y Bernacchi, 2003). La fotosintesis en las plantas se compone
de procesos biolégicamente interconectados en diferentes compartimentos de las
células. Los procesos biofisicos, que incluyen el transporte de CO, a través de la hoja 'y
estomas, asi como los procesos bioquimicos situados en las membranas de los
tilacoides de los cloroplastos, estroma, mitocondrias y el citosol de la célula, determinan

la tasa neta de asimilacion de CO; (A) (Sharkey et al., 2007).

Durante la fotosintesis, la captacion de carbono en las hojas de las plantas se produce
a través de los estomas que se abren y se cierran (Nikinmaa et al., 2013), proceso en
el cual el CO;, se mueve desde la atmdsfera que rodea la hoja a las cavidades internas
sub-estomaticas a través de los estomas, y desde alli hasta el sitio de carboxilacién en
el interior del estroma del cloroplasto después de ingresar al mesofilo de la hoja. Este
ultimo componente de difusion del CO; se llama conductancia del mesofilo (gm) (Taiz y
Zeiger, 2002; Long y Bernacchi, 2003; Flexas et al., 2008). Estos procesos biofisicos y
bioguimicos, asi como las variables ambientales tales como la intensidad de la luz y la
temperatura, pueden tener diferentes efectos en la tasa neta de asimilaciéon de CO,

(Sharkey et al., 2007).
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La medicion de la respuesta de la fotosintesis neta a diferentes concentraciones
internas de CO; en la hoja (curvas A/Ci) puede proporcionar datos sobre una serie de
parametros importantes relacionados con la fisiologia de la hoja (Sharkey et al., 2007),
y desde la introduccion del modelo de la fotosintesis por Farquhar et al. (1980), estas
curvas han sido ampliamente utilizadas en estudios ecofisiologicos para determinar los
parametros de la fotosintesis en las hojas (Flexas et al., 2007). Las curvas de
respuesta A/Ci también proporcionan un método practico y sencillo para cuantificar la
limitacién que los estomas imponen a la asimilacién de CO, (Long y Bernacchi, 2003).
Varios aspectos de la bioguimica de la asimilacion fotosintética de carbono en plantas
Cs3 se integran en una forma compatible con los estudios de intercambio de gases en

las hojas (Farquhar et al., 1980).

Ademas, las curvas A/Ci han sido utilizadas para determinar el efecto sobre sobre
pardmetros fotosintéticos derivado de la alimentacion de algunos insectos como las
chinches Blissus occiduus Barber en el forraje Buchloe dactyloides (Nuttall) Engelmann
(Heng-Moss et al., 2006) y Blissus leucopterus leucopterus (Say) en el forraje

Pennisetum glaucum L. R. Br. (Ni et al., 2009).

Las plantas experimentan una variedad de estreses bidticos y abidticos que impiden su
crecimiento 6ptimo. Un estrés bidtico es la herbivoria, que elimina o lesiona los tejidos
vegetales (McNaughton, 1983; Maschinski y Whitham, 1989). Los insectos herbivoros
ocasionan consecuencias variables sobre la fisiologia, crecimiento y reproduccion de
las plantas. A pesar de la importancia del dafio causado por artrépodos en el
crecimiento y rendimiento de las plantas, los mecanismos de respuesta de las plantas

a estos estreses no han sido entendidos en su totalidad (Peterson y Highley, 1993).
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Entre especies vegetales y aun dentro de ellas, las respuestas derivadas de la
herbivoria son altamente variables (McNaughton, 1983; Maschinski y Whitham, 1989).
Los herbivoros pueden afectar directamente la ganancia de carbono de la planta
mediante la eliminacién del tejido fotosintético de la hoja e indirectamente mediante la
induccion de la produccion de complejos compuestos de defensa o interrumpiendo el

movimiento del agua y los nutrimentos (Aldea et al., 2005).

La escama blanca del mango (Aulacaspis tubercularis Newstead Hemiptera:
Diaspididae) es actualmente una plaga generalizada en todas las zonas productoras de
mango de Sudafrica (Labuschagne et al., 1995). En México también se encuentra
presente y representa la segunda plaga de importancia econdmica para el mango.
Aungque no causa dafio al interior del fruto, su efecto cosmético sobre el epicarpio del
fruto disminuye significativamente la proporcién de fruta exportable y ello causa

pérdidas financieras importantes para el productor (Labuschagne et al., 1995).

Las ninfas macho de escama blanca del mango se agrupan en colonias formadas
desde unos pocos individuos hasta mas de cien, lo que en infestaciones severas les
permite ocupar toda la hoja. Los machos en su mayoria se establecen en el dosel
inferior de los arboles, mientras que las hembras se distribuyen de manera mas
homogénea en todo el arbol, pero a medida que la temperatura aumenta, se mueven
hacia la cubierta inferior, que es el area mas fria del arbol (Bautista-Rosales et al.,
2013). De acuerdo con Zvereva et al. (2010), tanto los insectos que se alimentan de
savia como los que se alimentan del mesoéfilo reducen significativamente el crecimiento
(-29 %), reproduccion (-17 %), y fotosintesis (-27 %), y las plantulas son mas

susceptibles que los arboles.

38



México es el principal exportador de mango a nivel mundial (FAO, 2012), y desde la
introduccién de la escama blanca del mango en México en 2003 (Urias-Lépez et al.,
2010), este insecto ha tenido una rapida invasion a las zonas productoras de mango
del pais (SENASICA, 2009). No obstante, no existe estudio alguno sobre el efecto de la

infestacion de escama blanca en los parametros fotosintéticos del mango.

Es por ello que en el presente trabajo se plantearon los objetivos de evaluar el impacto
de diferentes gradientes de infestacion natural en campo e invernadero de escama
blanca del mango en el contenido de clorofila, fotosintesis neta (A), conductancia
estomatica (gs) y concentracion interna de CO; (Ci), en hojas maduras de mango de
las variedades Manila y Ataudlfo; asi mismo determinar el comportamiento de cinéticas
fotosintéticas en respuesta a diferentes niveles de concentracion interna de CO, (A/Ci)
en hojas de mango Manila sanas e infestadas por escama blanca del mango en los

estados de Veracruz y Guerrero.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

El presente estudio se hizo en dos fases. La primera o fase de campo se desarrollé en
tres fechas de medicién de fotosintesis y muestreo de hojas durante el mes de mayo de
2011 en huertas comerciales de mango (var. Manila) en Tierra Blanca, Veracruz (18°
37 59.9” N, 96° 15 57.1” O) y en las variedades Manila y Ataulfo en Tecpan de
Galeana, Guerrero, México (17° 16’ 15.1” N, 100° 53’ 31.7” O). Muestras foliares se
llevaron al Laboratorio de Fisiotecnia Vegetal, del programa de Genética en el Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo, México (19° 27' 55.4" N, 98° 54'1 8.7" O)
durante el mes de septiembre de 2011, para la determinacién de clorofila.

La segunda fase fue la reproduccion de los insectos y su inoculacién en plantulas de
mango Manila para la medicion de fotosintesis en invernadero, que se llevé a cabo en
2013 en un invernadero de vidrio del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
México. Para ello se adquirieron plantas injertadas de mango var. Manila en Actopan,
Veracruz en marzo de 2013 y se trasladaron al Colegio de Postgraduados. A partir de
abril de 2013 las hojas maduras de las plantulas se infestaron con colonias de escama
blanca, colectadas en un huerto de Huejutla de Reyes, Hgo., México. Para septiembre
de 2013 los insectos habian colonizado las plantas de tal forma que fue posible ubicar

hojas con diferentes gradientes de infestacion similares a los encontrados en campo.
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Material vegetal

Tanto en campo como en invernadero, las mediciones se hicieron en hojas maduras de
mango con dos niveles de infestacion por escama blanca: con infestacion alta (I1A), con
infestacion baja [en dos zonas de la hoja: zona sana (ZS) y zona infestada (ZI)], y en
hojas sanas (HS) como testigo (Figura 3.1). Se procur6 que las hojas medidas
estuvieran expuestas a la radiacion solar, aunque esto no siempre se logré porque el
insecto prefiere la sombra. Después de la medicidon se colectaron las hojas para su

analisis de contenido de clorofilas en laboratorio.

Zona Sana
(ZS)

Zona
Infestada

(21)

] = > A
- I?E
£ L] ) N ;
Hoja sana (HS) Hoja con infestacion alta
(IA)
Figura 3.1. Gradientes de infestacion por escama blanca del mango (Aulacaspis tubercularis

Hoja con infestacion baja

Newstead) en hojas de mango var. Manila en campo.

Ademas, por fecha de muestreo en campo se ubicaron tres hojas sanas y tres hojas
con infestacion alta para hacer las cinéticas de fotosintesis en respuesta a diferentes

concentraciones internas de CO; (curvas A/Ci).
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Variables de respuesta

Determinacion del contenido de clorofila.

Método de refraccion. Las hojas que se midieron en la fase 1 se colectaron y
trasladaron al Laboratorio de Fisiotecnia Vegetal, del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo. El contenido de clorofila se midié con un equipo Minolta SPAD®
502 (Soil Plant Analysis Development, Minolta Co. Ltd., Osaka, Japon). En cada hoja
se realizaron tres mediciones en zonas diferentes, y posteriormente se estimé su
promedio. Los valores medidos por el aparato corresponden a la cantidad de clorofila
presente en la hoja de una planta, calculada con base en la cantidad de luz absorbida
por una hoja, que fue emitida por un diodo en la banda del rojo (aprox. 650 nm) y del
infrarrojo (aprox. 940 nm), y recibida en un receptor (fotodiodo de silicio) que la
transforma en sefal eléctrica y posteriormente en sefial digital que es de facil lectura en
un dial (Orihuela et al., 2007).

Método quimico. Posterior al método de refraccion, las hojas se usaron para la
determinacién de clorofila mediante un método quimico. La extraccién de clorofila se
realizd con Dimetil Sulfoxido (DMSO) con el método de Wellburn (1994), el cual
consistié en extraer tres circulos de tejido de hoja con un sacabocados, posteriormente
se pesaron en una balanza analitica. Las muestras se depositaron en tubos de plastico
y a cada una se le adicioné 3 mL de DMSO; luego se dejaron reposar por 24 h en
refrigeracion a 4 °C y en condiciones de oscuridad. Posteriormente se agregaron 7 mL
de DMSO para aforar a 10 mL y se determiné la absorbancia a 649 y 665 nm, en
espectrofotometro marca Bausch&Lomb, modelo Spectronic 20.

El contenido de clorofilas en ug-mL™ se obtuvo mediante las siguientes ecuaciones:
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Ca =12.47 (Agss nm) — 3.62 (Asao nm)
Cp = 25.06 (Aea9 nm) — 6.5 (As65 nm)
Ci=Cat+tCy

Donde:
Asa9 nm = Lectura de absorbancia a 649 nm
Asss nm = Lectura de absorbancia a 665 nm
El contenido de C; es en 1 mL, por tanto como se aforé a 10 mL el valor resultante se
multiplicé por 10 (C;x 10).

Para obtener la concentracion de clorofila en el tejido se uso la siguiente ecuacion:

Come ol - ay Cyx 10
ont.clorofila (ug-mg™) = o T estra (9)x 1000

Para convertir las lecturas SPAD a valores del contenido foliar de clorofila (ug-g™ de
materia fresca), en el Laboratorio de Fisiotecnia Vegetal se hizo una curva de
calibracion con hojas de mango var. Manila de diferentes edades y por consiguiente
diferentes tonalidades del color verde. Primero se determiné el verdor con el método
de refraccion y posteriormente se hizo la determinacién del contenido de clorofila por el
método quimico. Los resultados se graficaron y mediante una regresion lineal se
obtuvo la siguiente formula:
Clorofila (ug-g™) = (0.4753) (e%92%° ¥ SPAD)

Donde:

SPAD es el promedio de las lecturas SPAD
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Determinacion de variables fotosintéticas. Con un sistema de fotosintesis portatil LI-
6400® (LICOR, Inc., USA) se midi6 la tasa instantdnea de fotosintesis neta (A), la
concentracion interna de CO; (Ci) y la conductancia estomatica (gs) en hojas de mango
con los grados de infestacion establecidos. Ademas, el equipo permitié el monitoreo de
variables ambientales como temperatura, humedad relativa, radiacién
fotosintéticamente activa incidente y concentracién de CO, ambiental (del aire, Co). En
campo las mediciones se hicieron en tres fechas (6, 16 y 21 de mayo de 2011) y en

invernadero en una fecha (23 de septiembre de 2013).

Las mediciones instantaneas se hicieron desde las 11:00 a las 14:00 h. En estas
mediciones se uso la lampara que provee la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) a
una intensidad constante de 1400 mol de fotones de luz-m?.s?, y se fijaron las
siguientes condiciones constantes de medicion (lo cual también permite hacer el LI-
6400®): temperatura de la hoja 36 °C, humedad relativa de la cAmara de asimilacién a
38 £ 5 %, y una concentracion de CO, de 400 ppm en el aire de entrada (LI-COR,
2008). Estos sistemas portatiles proporcionan mediciones en tiempo real de la
absorcion de CO; (A), la transpiracion (E), la conductancia estomatica (gs) y la fraccion

molar de CO; intercelular (Ci), entre otros parametros (Long y Bernacchi, 2003).

En invernadero, después de la medicidon de las variables fotosintéticas, se tomaron
fotografias de las hojas medidas, a las cuales se les colocé una regla graduada en cm
para usarla como escala con la finalidad de establecer umbrales de dafio. A las
fotografias se les cambid luego el color: la lamina foliar sana se colore6 de azul y las
colonias de escamas de rojo, con el uso del programa Gimp® v 2.8.4 (http://gimp.es/).

Con el programa Irfanview® v. 4.38 (http://www.irfanview.com/), se hizo la calibracién
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en cada una de las fotografias originales con base en la escala (regla) en cm, para asi
poder determinar el area foliar total e infestada en cm?, y se estimé el porcentaje de
area infestada en las imagenes editadas por el programa Gimp®.

Los datos obtenidos se organizaron mediante el programa Microsoft Excel 2010®, con
el que se calcularon promedios y desviaciones estandar. Con el programa Statistical
Analysis System (SAS) v. 9 se hizo el analisis de varianza y se aplicé la prueba de
comparaciéon de medias de Tukey para pardmetros como A, Ci, y gs de las hojas cony
sin infestacion de escama blanca.

Para relacionar cuantitativamente la tasa instantdnea de fotosintesis neta con la
magnitud de area infestada, se hizo una curva de regresion a partir de los datos
observados de la tasa instantanea de fotosintesis neta en invernadero, los cuales se
ajustaron con el programa Curve Expert Professional v.2.0.3 ®
(http://www.curveexpert.net/download/), el cual proporcion6 los modelos y valores de
las ecuaciones de mejor ajuste estadistico y fisioldgico, que permitieron calcular los
datos predichos.

Cinéticas fotosintéticas. La cinética fotosintética de una hoja madura en tres arboles
de mango var. Manila se hicieron los dias 7, 17 y 21 de mayo de 2011, en tres
repeticiones (hojas), con el monitoreo continuo durante 30 a 40 min de la tasa de
fotosintesis neta (A), en funcion de diversos niveles de CO, atmosférico (C,) e interno
(Ci). Durante las respectivas mediciones se mantuvieron constantes las variables
ambientales del interior de la cdmara: RFA incidente en la hoja en 1400 mol de fotones

de luz-m?-s™, temperatura de 34 °C, y humedad relativa de 48 + 10 %.
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Los niveles evaluados de CO, del aire de entrada (Co) variaron desde 50 hasta 2000
ppm, en el siguiente orden: 400, 200, 100, 50, 400, 400, 600, 1000, 1200, 1600, 2000
ppm, con intervalos de 3 min por nivel de CO,. Se usO un sistema de fotosintesis
portatil LI-6400® (LICOR, Inc., USA), que permite regular la temperatura de la camara
de intercambio de gases, la radiacion incidente en la hoja con una lampara
programable (6400-02B® RedBlue #SI-1171 light source; LICOR, Inc., USA) y la
concentracion de CO; con un dosificador (6400-01® CO, mixer, LI-COR, 2008). Estas

mediciones de cinéticas se hicieron entre las 10:00 y las 14:00 h.

Los datos obtenidos se organizaron mediante el programa Microsoft Excel 2010®, con
el que se calcularon promedios y desviaciones estandar. A partir de los datos
observados, se obtuvieron las curvas A/Ci, que luego fueron ajustadas con el
programa Curve Expert Professional v. 2.0.3 ®, el cual proporcioné los modelos y
valores de las ecuaciones de mejor ajuste estadistico y fisioldgico, que permitieron
calcular los datos predichos.

Las cinéticas fotosinteticas A/Ci se graficaron con respecto a los promedios de A en
cada Ci correspondiente a cada nivel de Co aplicado, con los valores predichos de
cada tipo de hoja; por tanto, los datos ajustados por modelos se consideran libres de
error experimental. Con estas gréaficas se pudo calcular el punto de compensacion por
CO, (Pcomp), el cual refleja el equilibrio entre la fotosintesis y la respiracion como una
funcién de la concentracion de Ci de modo que la fotosintesis neta es igual a cero; el
punto de saturacién por CO, (Psat), en la que A alcanza su maximo valor (Amax); Y la
eficiencia de carboxilacién por la enzima Rubisco (ER) o tasa de captura enziméatica del

CO, (Taiz y Zeiger, 2002). El Psat se sefialo en las gréaficas con datos predichos, pero
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también tomando en cuenta los datos observados para asegurar que ya no hubiera

aumentos de A al aumentar Ci, o que tales cambios fueran minimos.

RESULTADOS

Contenido de clorofila

El mayor contenido de clorofila se registré en hojas sanas y en las zonas sanas, donde
la concentracion del pigmento fue aproximadamente el doble que el encontrado en las
zonas infestadas y en las hojas con infestacion alta (Tukey a<0.05) (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Contenido de clorofila en hojas maduras de mango (vars. Manila y Ataulfo) con

diferentes grados de infestacion por escama blanca del mango. (6 y 16 de mayo 2011, Tierra

Blanca, Veracruz; 21 de mayo 2011, Tecpan de Galeana, Guerrero).

Clorofila (ug-g™)

Nivel de
Manila Manila Manila Ataulfo
infestacion
06—-05-2011 16-05-2011 21-05-2011 21-05-2011
HS 2.071a* 2.036 a 2573 a 1.135a
ZS 1.871 ab 2.020 a 2.333 a 1.318 a
ZI 1.461 bc 1.338 Db 1.473 b 0.644 b
A 1.297 c 1.193 b 1.386 b No se observo
DMSH 0.447 0.286 0.706 0.38

DMSH= Diferencia minima significativa honesta. HS = Hoja sana, ZS = Zona sana, ZI = Zona infestada, IA =
Infestacion alta. > Medias con la misma letra dentro de columnas no son significativamente diferentes, con a<0.05

47



Los resultados indican que la reduccién de clorofila ocurre Unicamente en las partes
colonizadas de las hojas, sin importar si la infestacion en alta o baja. Este mismo

comportamiento se observo en las dos variedades.

El contenido de clorofila en las hojas de la variedad Ataudlfo fue menor al registrado en
la variedad Manila, no obstante, en las dos variedades la reduccion del pigmento en la

zona infestada fue de la misma proporcion.

Tasas instantdneas de fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (gs) y

concentracion interna de CO; (Ci).

En la variedad Manila, las mediciones de campo del 6 y 16 de mayo de 2011, asi como
la medicién en invernadero, permitieron observar que la infestacion por escama blanca
del mango causoé la reduccién de la tasa instantanea de fotosintesis neta (A) no sélo en
las partes infestadas sino también en la zona sana de hojas infestadas. En la medicién
del 21 de mayo de 2011 en la variedad Manila no hubo diferencias estadisticas
(a=0.05) en A, a pesar de que en las hojas sanas tuvieron la mayor A, y ésta fue hasta
60 % menor que la registrada en las dos mediciones anteriores (Cuadro 3.2).

En la variedad Ataudlfo no se encontraron diferencias en la tasa instantanea de
fotosintesis neta. Cabe destacar que en esta variedad no se encontraron hojas con
infestacion alta.

Los datos indican que la infestacion por escama blanca induce el cierre de estomas
(reduccién de la conductancia estomatica), ya que en todas las mediciones de campo

se observaron diferencias estadisticas entre las hojas sanas que presentaron las

48



mayores conductancias respecto al resto de los tratamientos, aun en las zonas de la
hoja libres de la presencia de insectos. En las plantas en invernadero la conductancia
estomatica de hojas sanas e infestadas no tuvo efectos significativos.

La concentracion interna de CO, (Ci), fue similar en hojas sanas e infestadas en
campo, a excepcion del 16 de mayo de 2011, donde las hojas infestadas tuvieron la

mayor Ciy las hojas sanas la menor. En invernadero, la situacion fue inversa.
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Cuadro 3.2. Tasa instantanea de fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (gs), concentracion interna de CO, (Ci) en hojas

maduras de mango (vars. Manila y Ataulfo) con diferentes grados de infestacién por escama blanca en campo e invernadero.

Campo Campo Campo Campo Invernadero
Nivel de Manila Manila Manila Ataulfo Manila
Infestacion 06-05-2011 16-05-2011 21-05-2011 21-05-2011 23 sept. 2013
A (um CO,-m?.s™)

HS 10.610 a 9.978 a 4.170 a 10.040 a 18.10 a

zZS 3.188 Db 3.618 Db 3.676 a 7.877 a 10.60 b

ZI 1.945b 2.224 bc 3.056 a 7.507 a 7.60 bc

IA 3.394 b 0.794 c 2.284 a No se observo 3.13¢c
DMSH 1.769 2.731 3.1037 2.7626 7.35

gs (umol H,O-m?s™)

HS 0.121 a 0.101a 0.025 a 0.0613 a 0.089 a

zZS 0.063 b 0.048 ab 0.008 b 0.03125 b 0.099 a

ZI 0.060 b 0.048 ab 0.007 b 0.03710 ab 0.099 a

1A 0.045b 0.027 b 0.011 b No se observo 0.044 a
DMSH 0.042 0.070 0.009 0.030 0.063

Ci (umol mol™)

HS 227.50 a 229.83 ¢ 103.9 a 102.7 a 386.667 a

ZS 275.00 a 253.33 bc -202.3 a -83.0 a 377.333 ab

ZI 279.67 a 269.50 ab -382.7 a -18.6 a 382.0 a

1A 250.13 a 305.33 a -43a No se observo 363.750 b
DMSH 57.208 38.242 504.15 312.57 18.06

DMSH= Diferencia minima significativa honesta. > Medias con la misma letra dentro de columnas no son significativamente diferentes, con a<0.05
HS = Hoja sana, ZS = Zona sana, ZI = Zona infestada, IA = Infestacion alta
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Umbrales de daio

Como se puede observar en la Figura 3.2, en invernadero se logré la infestacién de
escama blanca del mango en diferentes gradientes, lo que permitié estimar la tasa
instantanea de fotosintesis neta y demas parametros fotosintéticos en hojas con niveles
de infestacion similares a los medidos en campo. En invernadero se pudieron

establecer umbrales aproximados de dafio.
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Figura 3.2. lzquierda: hojas de mangok var. Manila con diferentes grados de infestacién por
escama blanca del mango (Aulacaspis tubercularis Newstead) en invernadero, la primera es una
hoja con infestacion baja, las siguientes hojas con infestacion alta. Derecha: Mismas fotografias

editadas para obtener umbrales de dafio. Montecillo, México, septiembre 2013.
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Los resultados indican que la infestacion de escama blanca aun en porcentajes bajos
(1.30 %) de éarea foliar infestada pueden inducir reducciones importantes en la tasa de
fotosintesis neta no so6lo en la zona con infestacion sino también en la zona sana,
efecto que se acentla con porcentajes de infestacion mayores, ya que a partir de 11.51
% de hoja infestada la tasa de fotosintesis se reduce ampliamente, al grado que con 23

% de superficie colonizada la hoja no fotosintetiza sino solamente respira (Cuadro 3.3).

Cuadro 3.3. Tasa instantanea de fotosintesis neta (A) de hojas de mango var. Manila con diferente

grado de infestacidon por escama blanca, medida en invernadero después de inducir infestacion.

Nivel de Area total Area Infest. P. Infest. A(Z.S) A(Z.1)
infestacion cm? cm? % pm CO,-m?s?  pm CO,m?2.s™
Sana 0 0 134

Sana 0 0 19.9

Sana 0 0 21

Baja 59.65 0.77 1.30 10 7.6
Baja 35.66 0.53 1.44 5.9 3.6
Baja 60.13 1.14 1.89 14.1 9
Baja 38.97 1.50 3.85 12.4 10.2
Alta 85.73 9.87 11.51 2.3
Alta 67.89 9.03 13.30 4.2
Alta 50.79 8.93 17.59 6.4
Alta 90.11 20.96 23.26 -0.4

Area Infest. = Area infestada, P. Infest. = Porcentaje de infestacion, A (Z. S) = Tasa instantanea de fotosintesis neta

en la zona sana, A (Z. I) = Tasa instantdnea de fotosintesis neta en la zona infestada

Al relacionar cuantitativamente la tasa instantdnea de fotosintesis neta con la magnitud
de éarea infestada a través de una curva de regresion (Figura 3.2) se observa que el
umbral de tolerancia a la infestacién por escama blanca del mango es muy bajo, ya que
con 1 % de area infestada A es similar al valor mas bajo registrado en hojas sanas, sin

embargo con 4 % de infestacion el abatimiento de la fotosintesis es del 57 % al grado

52



que con 21.75 % de infestacion la tasa instantanea de fotosintesis neta es cercana a

cero (0.17 umol de COy'm?s™).
25
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Infestacion con escama blanca del mango (% del area foliar)

Figura 3.3. Curva de regresién para relacionar cuantitativamente la tasa instantanea de

fotosintesis en hojas de mango var. Manila con la magnitud de area infestada. Montecillo, México,
septiembre 2013.

Al igual que en los datos obtenidos en campo, en las zonas sanas de hojas con

infestacion baja la tasa instantanea de fotosintesis neta es menor que en las hojas

totalmente sanas.
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Cinéticas fotosintéticas (A/Ci)

Punto de saturacién por CO; (P Sat) y Anax. Las cinéticas se hicieron en funcion de
la concentracion interna de CO, (Ci), porque es la que esta disponible para la
fotosintesis en los cloroplastos (Damian et al., 2009). En todas las mediciones se

mantuvo constante la RFA en 1400 pmol fotén-m2.s™.

Las cinéticas fotosintéticas en ambos tipos de hoja mostraron un comportamiento
similar, en las que se observo que la infestacion por escama blanca redujo el punto de

saturacion por CO; (Psat), y Amax €n todas las fechas de muestreo (Cuadro 3.4).

Cuadro 3.4. Puntos de compensacion (Pcomp) y saturacion (Psat) por CO,, tasa maxima de
fotosintesis (Anax) Y eficiencia de Rubisco (ER) en hojas de mango var. Manila, sanas e infestadas
por escama blanca del mango en Tierra Blanca, Veracruz (7 y 17 de mayo de 2011) y Tecpan de
Galeana, Guerrero (21 de mayo de 2011).

7 mayo 2011 17 mayo 2011 21 mayo 2011

Sanas Infestadas Sanas Infestadas Sanas Infestadas

Pcomp*
L 113.9 124.1 78.1 134.1 77.2 172.8
(umol-mol™)
Psat*
L 840 480 1200 760 410 327
(umol-mol™)
Amax*
(umol CO;m?s™)

ER*

8.5 3.8 13 4.6 8.8 1.95

o 4 0.0255 0.0173 0.0286 0.0204 0.0479 0.0153
(umol-m™-s™)

Temp* (°C) 34 34 34.3 35.1 35.1 35.1
RFA*

.5 4. 14003 1399.8 1400 1400.2 1400.1 1399.4
(umol fotobn-m™-s™)

*Los valores de las variables no presentan estadisticos de dispersion porque se obtuvieron a partir datos predichos
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El 7 de mayo de 2011 en hojas sanas el Psat, es decir la concentracion de Ci a la cual
A alcanzé su maximo valor y se mantuvo constante, se encontré6 a una Ci de 840
pmol-mol™, con una Anax de 8.5 umol de CO»m™?:s™, mientras que en hojas infestadas
el Psat fue de 480 pmol-mol™, con Amax en 3.8 um de CO,:m™?s™ (Cuadro 3.4). A partir

del punto de saturacion A se volvid asintética (Figura 3.4a).

El 17 de mayo de 2011, el Psat en hojas sanas aumenté a 1200 pmol-mol™, y en hojas
infestadas a 760 pmol-mol™ (Figura 3.4b). En hojas sanas, se registré un aumento de
130 % de la concentracion de Ci a la cual alcanzaron el Psat respecto a la medicion

del 7 de mayo, mientras que en hojas infestadas el incremento fue de 158 %.

No obstante, Anax €n hojas sanas tuvo un incremento de 153 % respecto a la primera
medicién, y en hojas infestadas de 121 %. Es decir, que las hojas infestadas en la
segunda medicion tuvieron la capacidad de wusar una mayor concentracion de Ci
respecto a la primera, aungue no tuvo un incremento significativo en Anax, |0 cual
puede ser efecto del dafio al aparato fotosintético ocasionado por la infestacion de la
escama blanca, caso contrario de las hojas sanas donde el incremento del Psat fue

igual en proporcion pero el incremento de Anax fue mayor (Figura 3.4b).

Para el 21 de mayo de 2011, en las hojas sanas se observé un rapido incremento de A
y el Psat se observé a 410 pmol-mol™, con Amax en 8.8 umol CO,-m™s™, mientras que
en hojas infestadas el Psat se registré a 327 pumol-mol™, con Anax €n 1.95 umol CO,-
m?2s? (Figura 3.4c). En esta medicién se registraron los valores méas bajos en Psat en

ambos tipos de hoja, aunque sélo las hojas infestadas tuvieron la menor Amax.
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Figura 3.4. Cinéticas de asimilacion neta de CO, (A) en relacién con la concentracion interna de
CO, (Ci) de mango Manila en tres fechas de muestreo: 3.4a (07 mayo 2011, Tierra Blanca,
Veracruz); 3.4b (17 mayo 2011, Tierra Blanca, Veracruz); 3.4c (21 mayo 2011, Tecpan de Galeana,
Guerrero). Las flechas sefialan el punto de saturacion (Psat).

56



La infestacion por escama blanca del mango reduce tanto el Psat y como Amax, Ya que

estos parametros fueron menores que en las hojas sanas.

Punto de compensacion (Pcomp). El punto de compensaciéon por CO, (Pcomp)
refleja el equilibrio entre la fotosintesis y la respiracion como una funcion de la
concentracion de CO; (Taiz y Zeiger, 2002); es decir, que la tasa de asimilacion neta

en el Pcomp es igual a cero.

El 7 de mayo de 2011, el Pcomp de hojas sanas fue de 113.9 pmol-mol™* de CO,
mientras que en hojas infestadas se encontré en 124.1 pmol-mol™ de CO, (Figura 3.5a).
Para el 17 y 21 de mayo de 2011, en hojas sanas el Pcomp se encontré en 78.1 y 77.2
pumol-mol™ de CO,, mientras que en hojas infestadas fue de 134.1 y 172 pmol mol™ de

CO., respectivamente (Figura 3.5b y 3.5¢).

Los Pcomp bajos de las hojas sanas indican que fueron mas eficientes en el
aprovechamiento de CO, respecto a las hojas infestadas, las cuales requirieron mayor

concentracion interna de CO, para empezar a fotosintetizar.

57



3.5a

3.5b

3.5¢c

o B N W

A(umol CO,m2s1)

N W b~ O

A(umol CO,m=2 s7)
o [

A(umol CO, m2 s1)

y = 0.0255x - 2.9032
R2=0.9928

150 200 250

y =0.0173x - 2.1479
Rz =0.9901

y = 0.0286x - 2.2347
Rz = 0.9965

a A
50 ¢//um/\ 150 200 250
y = 0.0204x - 2.7372

R2=0.9766

y =0.0479x - 3.6962
R2=0.9915

"

50 % 200 250 300

y = 0.0153x - 2.6437
R2 = 0.9886

Ci (umol mol-1)

&®Sanas = Infestadas

Figura 3.5. Parte lineal de las cinéticas A/Ci de hojas de mango Manila, mediante la cual se estima
la eficiencia de carboxilacion de la enzima Rubisco (ER), como pendiente de la recta, y el punto de
compensacion por CO, (Pcomp), por la intersecciéon con el eje de Ci, en tres fechas de muestreo:
3.5a (07 mayo 2011, Tierra Blanca, Veracruz); 3.5b (17 mayo 2011, Tierra Blanca, Veracruz) ; 3.5c

(21 mayo 2011, Tecpan de Galeana, Guerrero).
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Eficiencia de Rubisco (ER). El célculo de la pendiente de la parte recta de las curvas
AICi, (trazada desde 0 hasta 262 pmol-mol™ de CO,) permitié obtener la eficiencia de

carboxilacion del mango, tanto en hojas sanas como infestadas (Figura 3.5).

La eficiencia de carboxilacion en hojas sanas fue de 0.0255, 0.0286 y 0.0479 umol
CO,;m?s™ y en hojas infestadas 0.0173, 0.0204 y 0.0153 umol CO,-m™%s™, en las tres
fechas de medicion respectivamente. La infestacion por escama blanca del mango
también disminuye la eficiencia de Rubisco, ya que en hojas infestadas hubo una
reduccion de 32, 29 y 68 % en la eficiencia de carboxilacién con respecto a las hojas

sanas.

Conductancia estomatica (gs). La conductancia estomatica (gs) de las hojas sanas e
infestadas de mango disminuyé de manera lineal al aumentar Ci. EI 7 de mayo de 2011
se observo que a bajas concentraciones de Ci la conductancia estomatica de las hojas
infestadas fue 27 % mayor que en las hojas sanas, pero a medida que Ci aumento, gs
de hojas infestadas disminuyd rapidamente a tal grado de tener casi cerrados sus
estomas a 900 pmol-mol™® de CO,, mientras que en hojas sanas esta disminucién fue
gradual y a 1100 pmol-mol™® de CO, sus estomas aln permanecian abiertos (Figura

3.6a).

En las siguientes mediciones tanto en hojas sanas como infestadas no se observé una
diferencia en gs (Figura 3.6b, 3.6c). La reduccion de gs a medida que aumenté la
concentracion de Ci fue gradual, sin presentar cierre de estomas a altas

concentraciones internas de CO,. Sin embargo, la diferencia en Anax fue evidente en
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las tres mediciones, lo que indica que la reduccion de A no se debié al cierre de

estomas.
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Figura 3.6. Conductancia estomatica (gs) de hojas de mango Manila en tres fechas de muestreo:
3.6a (7 mayo 2011, Tierra Blanca, Veracruz); 3.6b (17 mayo 2011, Tierra Blanca, Veracruz); 3.6¢c (21

mayo 2011, Tecpan de Galeana, Guerrero).
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Al aplicar el método de Sharkey et al. (2007) se observo que la infestacion por escama
blanca reduce todos los parametros calculados. En el caso de la velocidad méaxima de
carboxilacién (Vcmax), la infestacion puede inducir reducciones desde 56 % hasta 71 %,
como lo registrado en la primera y segunda fecha de muestreo, respectivamente. Las
hojas sanas presentaron una tasa de regeneracion de ribulosa bifosfato (J) superior

hasta en 56 % a las hojas infestadas.

En cuanto al uso de triosas fosfato (TPU), las hojas sanas también fueron superiores a

las hojas infestadas desde 40 hasta en 68 %.

En hojas infestadas la respiracion (Rd) se redujo hasta 60 % con respecto a las hojas
sanas. La conductancia del mesofilo (gm) en la primera fecha en hojas infestadas fue
13 % mayor que en las hojas sanas, aunque en la segunda fecha los datos que
proporciono6 la hoja de calculo fueron negativos para hojas infestadas, los cuales no
son posibles; por ello se opté en poner cero, lo mismo ocurrio en la tercera fecha en

ambos tipos de hoja (Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.5. Parametros fotosintéticos de Sharkey et al. (2007) de hojas de mango var. Manila, sanas e infestadas por escama blanca del

mango en Tierra Blanca, Veracruz (7y 17 de mayo de 2011) y Tecpan, Guerrero (21 de mayo de 2011).

7 mayo 2011 17 mayo 2011 21 mayo 2011
Sanas Infestadas Sanas Infestadas Sanas Infestadas
VCmax
pmol-m?s™ 28.75 +1.37 1260 +3.23 69.35 +9.11 20.07 +18.24 54.43 +21.66 18.11 +8.84
J
umolm®s® 3588 +11.56 17.72 +2.15 43.48 +2.80 19.13 +17.10 44.61 +1491 20.52 +1.20
TPU
pmol-m2s™ 314 +0.74 153 +0.08 413 +0.16 247 +202 367 +0.19 1.16 +0.09
Rd
pmol-m?s™ 139 +059 078 +0.05 242 +125 097 +057 241 +207 124 +£0.19
gm
umolm?s™Pa® 021 +0.11 024 +0.12 048 +040 O 0 0 +0.00 0 +0.00

+ Desviacién estandar (n=2). Vcmax = Velocidad maxima de carboxilacion, J= Regeneracion de ribulosa bifosfato, TPU = Uso de triosas fosfato, Rd = Respiracion,
gm = Conductancia del mesofilo
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DISCUSION

La clorofila es un pigmento fotosintético, que ayuda a las plantas a obtener energia de
la luz. Las plantas usan la energia para combinar el dioxido de carbono y agua en

carbohidratos para mantener su proceso de vida (Shibghatallah et al., 2013).

La clorofila determina el color verde de las hojas (Costa et al., 2003). El color de las
hojas de una planta puede ser usado para identificar niveles de estrés, debido a su

adaptacion a los cambios ambientales (Shibghatallah et al., 2013).

La baja concentracion de clorofila en hojas con infestacién alta y la zona infestada de
una hoja con infestacion baja se atribuye al dafio celular producido por el haz de
estiletes de la escama blanca del mango, ya que suelen ser muy largos y en el caso de
hembras que miden aproximadamente 1 mm, pueden hasta triplicar su tamafo (3 mm),
por lo que tienen la capacidad de explorar un area considerable a partir de su zona de
insercion (Juarez-Hernandez et al., 2014). De acuerdo con Sytykiewicz et al. (2013) los
cambios en el contenido de la clorofila total (a+b) en tejidos foliares son un indicador
importante de cloroplastos perturbados y el deterioro de la capacidad fotosintética en

plantas expuestas a un amplio espectro de factores de estrés bidtico y abibtico.

Sytykiewicz et al. (2013) mencionan que la infestacion de insectos por periodos largos y
en densidades altas reduce en mayor grado el contenido de clorofila en comparacion
con la presencia de insectos por periodos y densidades menores. No obstante, en el
presente trabajo se encontré que la reduccion de clorofila producida por la infestacion

de colonias pequefias, como es el caso de la zona infestada de una hoja con
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infestacion baja, es del mismo orden que la que ocurre en una hoja con infestacién alta,
donde el numero de individuos y por consiguiente de haces de estiletes que
simultineamente dafian y se alimentan de células superan ampliamente a los

encontrados en las colonias pequenas.

Farquhar y Sharkey (1982) mencionan que un descenso de la Ci indica que la causa
principal de la reducciéon de la tasa fotosintética es la reduccion de la conductancia
estomatica, mientras que un incremento de la Ci sugiere que se debe a la disminucion
de la actividad fotosintética de las células del mesdfilo (factor no estomatico) como la

causa principal de la reduccion de la tasa fotosintética.

En el presente estudio, la reduccidon de A en las zonas sanas, zonas infestadas y hojas
con infestacion alta respecto a las hojas sanas en la medicion del 6 de mayo de 2011,
no se debid a una disminucion de Ci ya que tanto en hojas sanas como infestadas la
concentracion interna de CO, fue la misma, pero posiblemente se debié a que los
estomas estaban casi cerrados (reduccion de gs), mientras que para el 16 de mayo de
2011 la reduccion de A en las hojas infestadas ademas de la disminucion de la
conductancia estomatica, también pudo acumularse el efecto de la disminucion de la
actividad fotosintética de las células del mesofilo y se vio reflejado en el incremento de

Ci.

Schaffer y Mason (1990) indican que los arboles de guayacan (Guaiacum sanctum L.)
infestados con la escama Toumeyella sp. tuvieron menor fotosintesis, menor
conductancia estomatica y transpiracion, comparado con arboles no infestados. Sin

embargo, en el presente trabajo se observo que incluso en las zonas sanas la tasa de
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fotosintesis fue similar al de las hojas con infestacién baja y alta; es decir, que la
presencia de las escamas en la hoja puede inducir reducciones de A en zonas libres de

ellas.

Patankar et al. (2011) reportaron descensos en la capacidad fotosintética (aprox. 60 %)
y conductancia estomatica (aprox. 50 %) en hojas de arboles de arce de azucar (Acer
saccharum Marsh.) agalladas por el acaro Vasates aceriscrumena (Riley & Vasey
1870), con niveles muy bajos de agallamiento (aprox. 1 % del area foliar), lo cual afecto
el intercambio de gases en la hoja entera. En el presente estudio, al relacionar la tasa
instantanea de fotosintesis con el area infestada se encontré que con 4 % de éarea
infestada la reduccion de la fotosintesis fue de 57 %, redujo incluso en las zonas sanas

de hojas con infestaciones bajas, respecto a hojas totalmente sanas.

Se encontré ademas que la reduccion de A de las zonas sanas respecto a las hojas
sanas fue de 70 y 64 % en la primera y segunda fecha respectivamente, mientras que
en gs la reduccion fue de 48 y 53 % respectivamente. Delaney et al. (2008) mencionan
gue algunos insectos que eliminan parte del tejido foliar reducen la actividad
fotosintética en la parte restante de las hojas dafiadas. Esto se debe a que actuan
simultdneamente sustancias contenidas en las secreciones salivales y la alimentacion
de los insectos, lo que causa considerable estrés en las células vegetales atacadas; en
respuesta a este estrés la planta trasloca metabolitos (principalmente fotoasimilados) y

promotores del crecimiento al sitio bajo tension (Raman, 2007).

La reduccién de A en la parte sana de una hoja con infestacion baja hace suponer que

la infestacidbn por escama blanca del mango induce la produccion de mensajeros
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secundarios; sin embargo, los alcances del trabajo no permiten comprobar tal
afirmacion. Walling (2000) menciona que los artropodos que se alimentan del contenido
celular como los acaros o trips causan un dafo tisular extensivo y activan vias de

sefializacién de dario.

De acuerdo con Jolliffe et al. (1968) y Ku et al. (1976), hay muchos factores que afectan
a la tasa de fotosintesis neta: los principales son la intensidad de luz, la concentracion
de dioxido de carbono, y la temperatura En el presente trabajo, las condiciones de
radiacion natural, luz artificial aplicada por el equipo portatil de fotosintesis, flujo de CO.
y temperatura fueron similares en todas las fechas de muestreo (Cuadro 6), por lo que
los valores de A el 21 de mayo de 2011 donde no se encontraron diferencias entre
hojas sanas e infestadas respecto a las dos fechas anteriores no puede ser explicada

por estos factores.

Cuadro 3.6. Variables ambientales proporcionados por el equipo LI-6400 durante la medicion de
los parametros fotosintéticos.

06-05-2011 16-05-2011 21-05-2011

Temp. aire (°C) 33.62 34.080 35.15
Temp. hoja (°C) 34.53 35.305 36.71
CO; ref. (ppm) 384.45 399.427 399.859
CO;, muestra (ppm) 377.00 384.610 394.573
Hum. Rel. ref. (%) 32.11 24.927 32.788
Hum. Rel. muestra (%) 38.09 37.882 34.311
RFA muestra (umol fotén-m?.s™)  1399.58 1400.33 1359.83
RFA amb. (umol fotén-m?2.s™) 630.14 679.42 568

Temp. = Temperatura, ref. = referencia, Hum. Rel. = Humedad relativa, RFA = Radiacién fotosintéticamente activa,

amb. = ambiental
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El Psat por CO; en hojas sanas varié de 410 a 1200 pmol-mol™* de CO; (Ci); en hojas
infestadas de 327 a 760 umol-mol™ de CO, (Ci). Lo anterior coincide con (Taiz y Zeiger,
2002) quienes mencionan que en las plantas C, las tasas de fotosintesis se saturan a
valores de Ci de aproximadamente 190.9 pmol-mol?, lo que refleja los mecanismos de
concentracion de CO, efectivos que operan en estas plantas, en tanto que en las
plantas C3, como el mango, continta el aumento de los niveles de Ci para estimular la
fotosintesis en un rango mucho mas amplio. Estos resultados indican que las plantas
C; pueden beneficiarse mas de los aumentos continuos en las concentraciones

atmosféricas de CO.,.

De acuerdo con Taiz y Zeiger (2002), el Pcomp maximo de la mayoria de especies Cz
es de 70 umol-mol™® de CO,. En el presente estudio se observé un amplio rango de Ci
en el cual se encontrd el Pcomp en las tres fechas de medicién tanto en hojas sanas
(36.7 pmol'mol™® de CO,), como en hojas infestadas (48.7 umol-mol™ de CO,); el
Pcomp en hojas sanas siempre fue menor que en hojas infestadas. Solo el 16 de mayo
de 2011, el Pcomp de hojas sanas super6 en 63 % al valor reportado por Taiz y Zeiger,
(2002), porgue en las siguientes mediciones el Pcomp de hojas sanas fue 12 y 10 %
mayor, respectivamente, por lo que podria considerarse igual. No obstante, en las
hojas infestadas fue 77, 92 y 245 % mayor a los 70 pmol-mol™* de CO,. El 21 de mayo
de 2011, las hojas infestadas ademas de registrar el mayor valor en Pcomp, tuvieron la

menor Anax de las tres mediciones.

La eficiencia de carboxilacion de hojas sanas de mango Manila (0.0479 umol CO,:
m?s?) fue menor que la reportada por Damian et al. (2009) para guayabo (0.078.6
umol CO.m?s™) e igual que en naranjo (0.047 pmol CO,m?s™). Es decir, el mango
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es igual de eficiente en la captura del CO, que el naranjo y menos eficiente que el

guayabo.

La eficiencia de la Rubisco fue menor en las hojas infestadas que en las sanas en
todas las mediciones, merma debida al estrés causado por la presencia de las colonias
escamas. Sampol et al. (2003) mencionan que en vid (Vitis vinifera L.) la infeccion por
el virus de la hoja de abanico (GFLV) y el virus asociado al enrollamiento de la hoja
(GLRaV), disminuyd en 50 % la fotosintesis, asi mismo, la conductancia del mesdfilo y
la actividad de la Rubisco disminuyeron sustancialmente en las plantas infectadas.
Estos mismos autores encontraron que la apertura y cierre estomaticos no se vieron
afectados en las plantas infectadas por los virus GFLV y GLRaV, lo que demostré que
el cierre de estomas no estaba causando la disminucion de la fotosintesis. En el
presente estudio, la conductancia estomatica fue similar tanto en hojas sanas como

infestadas, aunque si se vieron diferencias evidentes en la fotosintesis.

La escama blanca del mango tuvo un impacto negativo en Vcmax Y J, l0s cuales fueron
menores que en las hojas sanas. De acuerdo con un estudio comparativo hecho por
Wullschleger (1993), en plantas perennes el promedio de VCmax ¥ J €S de 44 y 97
pumol-m™?s™ respectivamente. Sin embargo, en el presente trabajo en hojas sanas se
registraron valores maximos para esos parametros en 69.35 y 44.61 pmol-m?s™?, lo
cual constituye un aumento en Vcmax de 158 % y una disminuciéon de 55 % en J a los
promedios reportados. Por su parte, Lloyd et al. (1987) reportaron en naranja Valencia
valores para Vcmax Y J de 11 y 29 pmol-m™?s™ respectivamente; es decir, el mango es

mas eficiente que el naranjo en estos parametros.
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En el uso de triosas fosfato las hojas sanas fueron superiores a las infestadas. El
maximo TPU registrado en hojas sanas (4.13 umol-m?s™) es inferior al promedio para

especies Cs reportado por Wullschleger (1993), el cual lo ubica en 10.1 pmol-m?-s™.

En la medicién del 6 de mayo de 2011, tanto para hojas sanas como infestadas todos
sus parametros representaron limitaciones fotosintéticas, ya que mostraron valores
bajos para Vcmax, J, y TPU. Caso contrario ocurrié en la segunda fecha de muestreo,
donde se registraron los valores mas altos. A pesar de los valores bajos registrados en
la primera medicion, los parametros fotosintéticos en hojas sanas fueron superiores a
las infestadas, lo cual no sélo se vio reflejado en la capacidad de usar mayores

concentraciones de CO, (Psat), sino también en el aumento de Amax.
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CONCLUSIONES

La presencia de colonias de escama blanca del mango redujo la concentracién de

clorofila en las zonas infestadas, en comparacion con las zonas libres.

La tasa instantanea de fotosintesis neta disminuyé en las zonas infestadas, incluso en

la zona sana de una hoja con infestacién baja, similar a un efecto sistémico.

Se propone una escala diagramatica para cuantificar el dafio fotosintético de la escama

blanca en arboles de mango.

Las curvas A/Ci mostraron que la infestacion por escama blanca redujo los pardmetros
fotosintéticos Amax, €l punto de saturacion por CO, (Psat), la eficiencia de carboxilacion
de la Rubisco (ER), la velocidad maxima de carboxilacién (Vcmax), la regeneracion de
ribulosa bifosfato (J), uso de triosas fosfato (TPU) y aumenté hasta el doble el punto de
compensacion por CO, (Pcomp). Estos resultados evidencian que la escama blanca

del mango afecta al cloroplasto, que es el organelo donde ocurre la fotosintesis
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CAPITULO 4. DISCUSION GENERAL

Después de atravesar la cuticula coriacea y la epidermis, el haz de estiletes (HE) de la
escama blanca del mango explora el mesdfilo de las hojas de mango, atravesando los
haces vasculares y cambiando su trayectoria, pero manteniendo la mayor parte de su
ruta en el mesofilo. Este insecto es una de las pocas especies de escamas armadas
gue son capaces de perforar las paredes lignificadas de células vegetales como las
fibras y los vasos del xilema en los haces vasculares. Caso contrario de especies de
escamas armadas como A. aurantii, las cuales evitan los haces vasculares al cambiar
abruptamente de direccion cuando alcanzan el borde de las células lignificadas del
xilema y se alejan del haz vascular (Washington y Walker, 1990), o las escamas H.
rapax y H. lataniae) las cuales penetran la epidermis y parénquima de la corteza del
tallo de kiwi, sin penetrar la capa de fibras debajo del parénquima ni al floema que se

encuentra debajo de estas fibras (Hill et al., 2011).

Debido a que la punta del HE de la escama blanca del mango no permanecio en el
floema para alimentarse de la savia, sino que continué su exploracion del mesdbfilo,
agui se propone gue este insecto no se alimenta exclusivamente de la savia del floema,
como lo hacen otras especies chupadoras como los pulgones, sino mas bien se

alimenta del jugo celular del mesofilo conforme el HE pasa a través de estas células.

La infestacion por escama blanca del mango causa la reduccién de la concentracion de
clorofila en las zonas colonizadas de las hojas, lo cual se atribuye al dafio celular
causado por el HE de la escama blanca del mango que es muy largo (3 mm) y puede

superar hasta tres veces la longitud de una hembra. Debido a su gran longitud los HE
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tienen la capacidad de explorar un area considerable a partir de su zona de insercion,

ademas de que penetran a la hoja en direccion transversal y tangencial a su superficie.

A lo largo de larga ruta del HE de una sola hembra no se observo lisis celular en los
tejidos dafiados de las hojas, ni en las células atravesadas o en las circundantes, ni
tampoco se detectd reduccion del volumen debido a la pérdida de la turgencia celular.
Ello seria posible si la succién es tan lenta que el agua que rodea las células puede
rellenar la célula perforada y asi evitar que la célula colapse. En infestaciones
naturales, las colonias de escama blanca en las hojas inicialmente causan manchas
cloréticas y después necroticas (Cunningham, 1991; Miller y Davidson, 2005), tal vez
porque cada colonia estd constituida por al menos 49 individuos (Urias-Lépez et al.,

2010), que simultAneamente estan penetrando una pequefa superficie de la hoja.

En las mediciones en campo efectuadas en este estudio, la presencia de estos insectos
indujo el cierre de estomas (reduccion de la conductancia estomatica), mientras que en

invernadero no se observaron diferencias entre hojas sanas e infestadas.

Porcentajes bajos (4 %) de area foliar infestada pueden inducir reducciones
importantes en la tasa instantanea de fotosintesis neta, no solo en la zonas colonizadas
sino también en la zona sana, similar a un efecto sistémico. Aunque los alcances del
presente estudio no permiten demostrar esta afirmacion, se sabe que los insectos
inyectan a las plantas sustancias quimicas en sus secreciones salivales, los cuales
causan estrés en las células atacadas y en respuesta la planta trasloca metabolitos y

reguladores del crecimiento al sitio de tension (Raman, 2007).
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Ademas, los artrépodos que se alimentan del contenido celular como los acaros o trips
causan un dafio tisular extensivo y activan vias de sefializacion de dafio (Walling,
2000). En estudios previos, Patankar et al. (2011) reportaron descensos hasta de 60 %
en la capacidad fotosintética y de 50 % en la conductancia estomética de A. saccharum
agalladas por el &caro V. aceriscrumena, con niveles de agallamiento
aproximadamente de 1 % de é&rea foliar, lo cual afect6 al intercambio de gases en la

hoja entera.

La reduccion de la tasa instantanea de fotosintesis neta se acentu6 con porcentajes de
infestacion mayores, ya que a partir de 11.5 % de hoja infestada la tasa de fotosintesis
se redujo ampliamente, al grado que con 23 % de hoja colonizada la hoja ya no

fotosintetizd sino solamente respiraba.

Las cinéticas fotosintéticas (A/Ci) mostraron que la infestacion por escama blanca del
mango hizo menos eficientes a las hojas de mango, ya que en algunos casos redujo en
mas del 50 % el valor de parametros fotosintéticos como Amax, PSat y ER, con respecto
a las hojas sanas. En el caso del Pcomp, en hojas infestadas se observo un incremento
hasta de 200 % en relacién al Pcomp de las hojas sanas, cuyo valor fue aproximado a
lo reportado por Taiz y Zeiger (2002). Los Pcomp bajos de las hojas sanas indican que
fueron mas eficientes en el aprovechamiento de CO, respecto a las hojas infestadas,
las cuales requirieron mayor concentracion interna de CO, para empezar a

fotosintetizar.

Los resultados de aplicar el método propuesto por Sharkey et al. (2007) mostraron que

la infestacion por escama blanca redujo todos los parametros calculados: la velocidad

80



maxima de carboxilacion (Vcmax) hasta en 71 %, la tasa de regeneracion de ribulosa
bifosfato (J) en 44 %, el uso de triosas fosfato (TPU) y la respiracion (Rd) se redujeron
hasta en 60 %, todo con respecto a las hojas sanas. La conductancia del mesaofilo (gm)

en hojas infestadas fue 13 % mayor que en las hojas sanas.

Estos resultados evidencian que la escama blanca del mango afecta al cloroplasto, que
es el organelo donde ocurre la fotosintesis. Al respecto, Sytykiewicz et al. (2013)
mencionaron que los cambios en el contenido de la clorofila total (a+b) en tejidos
foliares y el deterioro de la capacidad fotosintética en plantas expuestas a un amplio
espectro de factores de estrés bidtico y abibtico, constituyen un indicador importante

de cloroplastos perturbados.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES GENERALES

La escama blanca es una de las pocas especies de escamas armadas que tienen la

capacidad de atravesar células con paredes lignificadas de los haces vasculares.

El haz de estiletes de la hembra de escama blanca del mango es muy largo (3 mm), al

menos del triple de la longitud de la hembra, si bien no fue posible observar su punta.

Por su trayectoria se infiere que la hembra de escama blanca se alimenta
principalmente de células del parénquima conforme las va atravesando, pero sin causar
su colapso. Sin embargo, la presencia en las hojas de varios individuos agrupados en
colonias dafia a los cloroplastos y a la fotosintesis, de tal forma que a partir de 4 % del
area foliar colonizada la tasa instantanea de fotosintesis neta disminuye hasta en 57 %
en las zonas infestadas, incluso en la zona sana de una hoja con infestacién baja, lo

gue evidencia un efecto sistémico.

La clorosis reportada en la literatura se debe a que en las zonas infestadas por colonias
de escama blanca del mango se redujo la concentracién de clorofila en comparacion

con las zonas libres.

La escama blanca redujo los parametros fotosintéticos Amax, €l punto de saturacién por
CO,, la eficiencia de carboxilacion de la Rubisco, la velocidad méxima de
carboxilacién, la regeneracion de ribulosa bifosfato y el uso de triosas fosfato, a la vez

gue aumentd hasta el doble el punto de compensacion por CO..
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