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EL PAPEL DEL ACARO Aceria mangiferae (Sayed) EN LA DEFORMACION DEL
MANGO O “ESCOBA DE BRUJA”
Martha Elena Lépez Estrada, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2008

La deformacién del mango o “escoba de bruja” es una enfermedad de
importancia econdmica que se encuentra presente en México y en otros paises
productores. Como agentes causales se ha propuesto a hongos del genero Fusarium'y
se ha sugerido que el acaro Aceria mangiferae es portador de dicho hongo. Sin
embargo, la discusion persiste respecto a la etiologia de la enfermedad y no esta
claramente definido el papel del acaro; de igual forma, los sintomas en brotes
vegetativos e inflorescencias tienen importantes variaciones, por lo que el presente
trabajo se realizd con el objetivo de generar informacion sobre el papel del acaro en la
deformacion del mango en su etapa floral y vegetativa. Para ello, plantas de mango
sembradas in vitro en condiciones de asepsia y plantas sanas de mango cv. Haden
procedentes de un vivero ubicado en una zona libre de la enfermedad y previamente
tratadas con fungicida y acaricida fueron inoculadas con &caros A. mangiferae
previamente desinfectados, con el hongo Fusarium subglutinans, con ejemplares del
mismo acaro colectados en yemas deformes y asintomaticas de mango y con la
combinacién acaro-hongo. La técnica in vitro usada para sembrar las plantas de mango
garantizd la asepsia y permitio determinar el efecto individual y combinado de los
organismos inoculados. En la etapa vegetativa, el acaro A. mangiferae produjo
deformaciones en plantas de mango consistentes en la emision repetida de brotes
monopaodicos, hojas atroficas y apice acortezado, mientras que el hongo F. subglutinans
indujo la emision de brotes a partir de yemas axilares, con entrenudos cortos y hojas
deformes, caracteristicos de la escoba de bruja. Las plantas procedentes de vivero se
mantuvieron en un invernadero de Tequexquinahuac, Estado de Meéxico (area no
productora de mango situada a 300 km de la zona con presencia de escoba de bruja) a
temperaturas no menores de 15°C y con un periodo de agobio hidrico, condiciones que
indujeron floracién, a fin de observar el posible desarrollo de sintomas en esta etapa.
Como alteraciones en las inflorescencias, el acaro se asocié con reduccion en la
proporcion de flores hermafroditas, mientras que el hongo se relacioné con reduccion
en la longitud de los ejes, aumento en el diametro de los ejes, reduccién en la
proporcion de flores hermafroditas, aumento en numero de estaminodios, segmentos de
los nectarios y diametro de las flores. Aunque los sintomas descritos corresponden a la
deformacion floral, se presentaron en bajo nivel y no aparecieron deformaciones tipicas.
En ambas etapas de desarrollo se observé que la asociacién acaro-hongo intensificd
los sintomas, por lo que se considera que el acaro es parte integral del fendmeno
‘escoba de bruja”. Ademas, dicho acaro porté e introdujo al hongo F. subglutinans a
yemas de mango, por lo que se demostro que facilita el desarrollo de dicha
enfermedad.

Palabras clave. Cultivo de embriones, in vitro, Mangifera indica, Fusarium
subglutinans, Eriophyidae.
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THE ROLE OF THE MITE Aceria mangiferae (Sayed) IN MALFORMATION OR
“WITCH'S BROOM” OF MANGO
Martha Elena Lépez Estrada, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2008

Mango malformation or “witch’s broom” is a disease of economic importance
present in Mexico and in other countries where mango is cultured. As causal agents
fungi of the genus Fusarium are proposed; the mite Aceria mangiferae is suggested as
carrier of these fungi. However, the discussion remains about the aetiology of this
disease and the role of the mite is not clearly defined; in addition, symptoms of
malformation in vegetative buds and inflorescences have important variations, so this
work was carried out to get information on the role of the mite in floral and vegetative
malformations. With this goal, mango seedlings were sown in vitro under aseptic
conditions, and healthy plants cv. Haden proceeding from a nursery placed in a disease-
free zone, the last ones previously treated with a fungicide and an acaricide, were
inoculated with mites A. mangiferae previously disinfected, with the fungus Fusarium
subglutinans, with specimens of the same mites collected in malformed and
asymptomatic mango buds, or with the combination mite-fungus. The technique in vitro
used to seed warranted asepsis and led to determine the individual and combined affect
of the inoculated organisms. In the vegetative stage, the mite A. mangiferae induced
malformations consisting on the repeated emission of monopodial sprouts, atrophic
leaves and corky apex, whereas the fungus F. subglutinans induced the emission of
sprouts from axillary buds, with short internodes and malformed leaves, characteristic of
witch’s broom. The nursery plants were kept in a greenhouse in Tequexquinahuac,
State of de México (not a mango growing area, sited 300 km away from areas where
malformation is present) at temperatures not lower than 15°C and water shortness,
conditions that induced blooming, to observe the possible development of symptoms in
that stage. As alterations to inflorescences, the mite was associated with a reduction in
the ratio of hermaphrodite flowers, whereas the fungus was associated with a reduction
in the length of the axes, increased diameter of axes, reduction in the ratio of
hermaphrodite flowers, increased number of staminodes, segments in nectaria and
diameter of flowers. Although the above symptoms correspond to mango (floral)
malformation, they appeared in low level and typical malformations did not appear. In
both developmental stages the association mite-fungus intensified the symptoms, so the
mite is considered an integral part of the phenomenon witch’s broom. In addition, the
mite A. mangiferae carried and introduced the fungus F. subglutinans into mango buds,
showing that it facilitates the development of this disease.

Key words. Embryo culture, in vitro, Mangifera indica, Fusarium subglutinans,
Eriophyidae.
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INTRODUCCION GENERAL

En México, el cultivo del mango se inicié en 1779 cuando el mango cv. Manila

fue introducido por navegantes espafoles al puerto de Acapulco, procedente de
Filipinas. Posteriormente, en el siglo XIX, mangos de tipo criollo se importaron de las
Antillas a la Costa del Golfo de México. La ultima introduccion de mango y la primera
comercialmente importante se efectué a partir de 1950, sobresaliendo la plantacién de
12000 arboles en Cuajinicuilapa, Guerrero, procedentes de Florida, USA. El
germoplasma introducido estuvo constituido por los cultivares Haden, Palmer, Keitt,
Kent, Tommy Atkins, Irwin, Smith, Sensation y Carrie (Mosqueda-Vazquez, 2005).
La superficie mundial dedicada al cultivo va en aumento, pues en el afio 2005 alcanzé
un total de 3,870,070 hectareas, con una produccion de 27,965,749 toneladas. En ese
mismo afno, el principal productor a nivel mundial fue la India, con una participacién de
38.6%, y en la segunda posicion se encuentra China con un 13%. Estos dos paises
representan mas de 50% de la produccién mundial. México ocupa el quinto lugar como
productor de mango, después de India, China, Tailandia y Pakistan (FAO 2006). En
México, en el ano 2006 se cosecharon 172,153.14 ha con un rendimiento de 1,
734,765.87 toneladas y un valor en miles de pesos de 3’ 969,090.18. Los principales
estados productores fueron: Guerrero, Nayarit, Sinaloa y Veracruz, los cuales aportaron
60.8% de la produccién nacional (SIAP/SAGARPA, 2006).

Las variedades que se exportaron durante el afio 2006 fueron: Tommy Atkins,
Kent, Ataulfo, Haden, Keit y Manila, principalmente hacia los Estados Unidos de
América. Ademas, hubo un incremento aproximado de 16.75% respecto al afio 2005,
acumulando la cantidad de 43'198,210 cajas contra 36'624,549 cajas del afio anterior
(MANGO-EMEX, 2006).

Mantener esta posicion implica que los productores enfrenten serios problemas
de produccion y comercializacion; uno de ellos son los aspectos fitosanitarios,
principalmente la enfermedad comunmente conocida como “escoba de bruja” (EB). Esta
es considerada la enfermedad mas importante en México y otros paises productores;
por la gravedad de los dafios que suele causar se han realizado numerosos trabajos

sobre los agentes causales a fin de generar informacion que permita entender este

xiii



problema. Entre las causas de la enfermedad EB se han considerado virus, acaros,
desbalances fisioldgicos y hongos (Srivastava y Butani, 1973; Kumar et al., 1993). Sin
embargo, las investigaciones sefialan consistentemente a hongos del género Fusarium
como agentes etiologicos de la enfermedad, pues numerosos autores indujeron
deformaciones vegetativas y florales mediante la inoculacién de Fusarium spp.,
cumpliendo los postulados de Koch (Summanwar et al., 1966; Varma et al., 1974:
Bhatnagar y Beniwal, 1977; Diaz y Romero, 1980; Kumar y Beniwal,1987; Manicom,
1989; Noriega, 1996; Freeman et al., 1999).

También se ha postulado al acaro Aceria mangiferae como agente etioldgico de
la enfermedad (Narasimhan, 1954; Morales y Rodriguez, 1961; Puttarudriah y Channa
Basavanna, 1961; Nariani y Seth,1962), pero mas tarde se senal6 a dicho acaro como
portador de esporas de Fusarium spp., que facilita la entrada del in6culo a los tejidos
del mango (Sternlicht y Goldenberg, 1976; Mohanasundaram, 1985, Noriega 1996,
Gamliel-Atinsky et al., 2007). La informacion generada por diferentes investigadores ha
aportado datos importantes sobre la etiologia y los sintomas que provoca la infeccion;
sin embargo, en la mayoria de los estudios no se ha descartado la presencia de
contaminantes en las plantas inoculadas con las especies de Fusarium y con el acaro
A. mangiferae, lo que permite postular que la etiologia de la EB, asi como el papel que
el acaro A. mangiferae desempena en la induccién de esta enfermedad, no estan
adecuadamente esclarecidos, por lo que el presente trabajo se desarrollé con los
siguientes objetivos:

- Obtener plantas libres de contaminantes a través de la siembra in vitro de embriones
de mango y transplante a un sistema de frasco cerrado en un ambiente aséptico, a fin
de observar el efecto unico de los organismos inoculados.

- Determinar qué tipo de relacion existe entre el acaro A. mangiferae y la aparicion de
los diferentes sintomas que caracterizan la deformacion del mango en floracion y
vegetativa, por €l mismo y en su asociacion con el hongo F. subglutinans.

Para lograr los objetivos mencionados, el trabajo de investigacion se dividié en tres
fases: La primera (Capitulo 1) consistio en produccion de plantas en condiciones de
asepsia, las cuales podrian ser usadas como material experimental para la inoculacion

de todos los posibles agentes etioldgicos de la escoba de bruja para determinar su
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efecto en ausencia de otros agentes. Esto se logré mediante siembra in vitro de
embriones de mango en medio artificial y en un ambiente cerrado, aunque permeable a
la luz y al aire. La segunda etapa (Capitulo Il) consistié en la inoculacién del hongo
Fusarium subglutinans, el acaro Aceria mangiferae y la combinacion de ambos, en
plantas in vitro producidas mediante la aplicacion del método desarrollado en la primera
etapa. Este estudio estuvo dirigido a corroborar el papel del hongo F. subglutinans
como agente etiolégico de la deformacion o escoba de bruja del mango en su
manifestacion vegetativa, en un ambiente libre de contaminantes, asi como para
determinar las posibles alteraciones que el acaro A. mangiferae puede causar por si
solo en plantulas de mango, y a verificar si el mismo acaro es capaz de portar a F.
subglutinans e introducirlo a plantas de mango, facilitando asi la infeccion. La tercera y
ultima etapa (Capitulo Ill) consistié en la inoculacion del hongo y el acaro citado,
individualmente y en combinacion, para corroborar si la deformacién del mango en su
manifestacion floral es causada por dicho hongo, asi como para determinar el papel que
el acaro juega en la infeccion e induccion de posibles alteraciones en el desarrollo de

las inflorescencias.
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CAPITULO |
MANEJO DE PLANTULAS DE MANGO OBTENIDAS IN VITRO PARA ESTUDIOS
SOBRE PATOLOGIA

1.1. Resumen

A partir de embriones inmaduros de mango se obtuvieron plantulas in vitro libres
de contaminantes externos y transmitidos por semilla, las cuales fueron trasplantadas a
suelo en condiciones asépticas; para ello se diseid un recipiente de trasplante que
permitiera la independencia fotosintética. En una campana de flujo laminar se
sembraron in vitro embriones de frutos de 45 a 60 dias de edad en medio de cultivo B5
modificado; cuando germinaron y las plantulas alcanzaron una altura de 10 cm se
trasplantaron a suelo + perlita expandida, en recipientes de plastico esterilizados, con
orificios de ventilacion cubiertos por torundas de algodén y gasa estériles. Después de
trasplantadas, las plantulas se regaron cada 45 dias, aproximadamente, con solucién
nutritiva universal estéril. En la etapa in vitro se presentd 10% de contaminacion, se
identificd a Penicillium, Aspergillus, Xanthomonas y Cladosporium posteriormente las
plantas contaminadas se desecharon. La contaminacién en los recipientes de trasplante
asépticos alcanz6 gradualmente 15 %, después de cinco meses. En el sustrato se
determin6 a Cladosporium, Alternaria, Aspergillus, Rhizopus y Fusarium, mientras que
en los recipientes de trasplante se identifico a Helmithosporium, Curvularia, Penicillium
y Syncephalastrum. Los hongos contaminantes se consideran oportunistas y ninguno
esta citado como endobionte. Tanto el disefio de los materiales como su manejo se

consideran utiles para llevar a cabo estudios sobre etiologia.

Palabras clave. Cultivo de embriones, Mangifera indica, contaminantes, sustrato,

micropropagacion.



1.2. Abstract

In vitro plants were obtained through immature embryos of mangoes, and then
they were transplanted to soil inside containers up to a stage of pre-acclimatization and
photosynthetic independence, everything free from external and seed borne
contaminants. Inside a clean air hood, 45 to 60 days old mango ovules were sown in
vitro in modified B5 medium. When the embryos had germinated and the seedlings
attained 10 cm height, they were transplanted to soil + expanded perlite in plastic sterile
containers with ventilation holes stoppered with sterile cotton-gauze pads. The seedlings
were irrigated approximately every 45 days with sterile universal nutritive solution. In the
stage “in vitro” a 10% contamination was observed; the following contaminants were
determined in embryos in B5 medium: Penicillium, Aspergillus, Xanthomonas and
Cladosporium, then all the contaminated seedlings were discarded. Aseptic plants were
obtained but in five months contaminated plants gradually went up to 15%. In the
substratum, Cladosporium, Alternaria, Aspergillus, Rhizopus, and Fusarium were
determined; in the components of closed containers, Helmithosporium, Curvularia,
Penicillium and Syncephalastrum. All contaminants are considered opportunistic and
none is cited as endobiont. Both the designed materials and their handling are

considered useful for studies on aetiology.

Key words. Embryo culture, Mangifera indica, contaminants, substrate,

micropropagation.



1.3. INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas que se basan en la
siembra aséptica de tejidos y 6rganos sobre un medio de cultivo especifico para lograr
diferentes objetivos, entre los que destaca la obtencion de plantas libres de
contaminantes (Kozai, 2006). Sin embargo, la literatura sefiala una advertencia sobre
los materiales “libres de organismos patdégenos”; no es raro que los explantes puedan
albergar microorganismos internos (Smith, 2000) y no sea posible detectarlos al
momento de sembrarlos en el medio de cultivo (Hartmann y Kester, 1999), en especial
virus o agentes similares, debido a que no todos los virus producen sintomas definidos
en sus hospedantes (Nome, 1991; Bhojwani y Razdan, 1983; Murashige, 1979).

Mediante el aislamiento y crecimiento in vitro, en condiciones asépticas, de
embriones sexuales o asexuales, se pueden obtener plantas viables (Razdan, 2003;
Pierik, 1990). De acuerdo con Pierik (1990), se pueden cultivar embriones inmaduros o
maduros; el primer caso se utiliza sobre todo para impedir el aborto embrionario,
mientras que el cultivo de embriones maduros se usa para eliminar la inhibicion de
germinacion de las semillas (Razdan, 2003).

Los embriones normalmente se desarrollan dentro de évulos que a su vez estan
cubiertos por los ovarios. Puesto que existen ya en un ambiente estéril, la desinfeccion
de la superficie del embrion es innecesaria a menos que se danen las capas de la
semilla o esté presente una infeccion sistémica (Razdan, 2003). Sin embargo, siempre
existe la posibilidad de una contaminacion por lo que se recomienda desinfectar los
explantes, para lo cual existen numerosas sustancias y procedimientos. Un
inconveniente inevitable de muchos desinfectantes es su efecto fitotdxico (Beyl, 2000;
Franklin y Dixon, 1994; Smith, 2000; Ramming, 1983).

El explante, o parte de la planta cultivada in vitro, es a menudo la fuente principal
de contaminantes, los cuales pueden albergarse en grietas pequefias, entre las capas
externas del bulbo, en las hojas que se convierten de brotes, etc.; ademas, la
contaminacion puede darse por manejo o en el equipo usado (Smith, 2000).

La propagacion in vitro tiene también la aplicacion de obtener material bioldgico
para trabajar sobre los aspectos de sanidad. El presente trabajo se enmarca dentro de

esa linea; en él se propuso conseguir un ambiente aséptico durante el establecimiento



in vitro de embriones de mango, germinacion y transplante a un sistema de frasco
cerrado, a fin de obtener plantas libres de contaminantes para observar fenbmenos

patologicos.

1.4. MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Siembra in vitro de embriones de mango

Se colectaron 250 frutos inmaduros de 45 a 60 dias de edad a partir de la antesis
y un tamafo de 9.5 a 11 cm de largo por 5.5 a 6 cm de ancho procedentes de arboles
de mango criollo poliembridénico en una huerta del municipio de Iguala, Guerrero. Los
frutos se trasladaron en una hielera al laboratorio para realizar la siembra in vitro. El
tiempo maximo que transcurrié entre la recoleccion de los frutos y su siembra fue de un
dia, 50 frutos se destinaron para determinar si las semillas eran o no portadoras de
gérmenes, entre ellos Fusarium spp. y 200 para la siembre in vitro de embriones.
Dichos frutos se lavaron con detergente y se enjuagaron con agua de la llave para
eliminar residuos de latex y polvo. En la campana de flujo laminar se desinfectaron con
hipoclorito de sodio concentrado (Cloralex® con 6% de cloro libre) por 15 minutos y
posteriormente se lavaron dos veces con agua destilada estéril (sometida a tratamiento
en autoclave, 121°C, 1.05 kg/cmz, 60 minutos). Con instrumentos de diseccion
humedecidos con alcohol y flameados se quitd la pulpa de los mangos,
cuidadosamente se les abri6 el endocarpio (hueso), se extrajo el évulo, y enseguida se
desprendid la nucela de cada ovulo. Los embriones sin nucela se desinfectaron en
hipoclorito de sodio 0.6% por 10 minutos y se lavaron tres veces con agua destilada
estéril. Cada embrion se sembrdé en un frasco de cultivo estéril con medio basal B5
modificado (Gamborg et al., 1968) Cuadro 1.1y Figura 2.

Los embriones para su germinacion se incubaron en un cuarto de crecimiento
con temperatura de laboratorio (entre 20 y 32°C) y con iluminaciéon fluorescente.
Durante este proceso de germinacion, a todos los frascos de cultivo donde se
desarrollaron contaminantes visualmente distintos se les tomaron muestras y se
sembraron en PDA (Mathurs et al., 1975). De las colonias fungosas se tomaron

muestras, las que se tifieron con lactofenol entre porta y cubreobjetos para su



observacion bajo el microscopio de campo claro e identificacién a nivel de género
mediante las claves de Barnet y Hunter (1998).

Se realizaron pruebas para determinar si las semillas eran o no portadoras de
gérmenes, entre ellos Fusarium spp. Para ello se sembraron 50 embriones y sus
nucelas en cajas Petri con medios PDA y PCNB (Ali et al., 1991), previamente
manipulados como se describié para la siembra en medio B5 modificado. Las cajas
Petri se colocaron bajo luz artificial a una temperatura de 25° C y se revisaron a 24, 48
y 72 horas. Para corroborar si Fusarium subglutinans (Wollemweb y Reinking) podia
establecerse en medio B5 modificado y descartar que las semillas fueron portadoras de
dicho hongo, en 20 cajas Petri se sembro la cepa GUE 1 INI-95, aislada de mango en
1995, identificada por Noriega Cantu (1996), verificada por el Fusarium Research
Center, Pennsilvania State Unversity (Jean Juba), y verificada patogénicamente por
Noriega-Cantu (1996), Mora-Aguilera (2000) y Joseph (2002).

1.4.2 Trasplante a suelo in vitro

Cuando las plantulas germinadas en medio B5 modificado alcanzaron entre 10 y
15 cm fueron trasplantadas a recipientes mayores y a suelo, siempre dentro de la
campana de flujo laminar y tratando de mantener las condiciones de asepsia por tiempo
indefinido (Figura 4). Para ello hubo que desarrollar métodos de esterilizaciéon del suelo
y de los recipientes, asi como un método de riego que no contaminara las plantas, los

cuales se describen enseguida.

1.4.2.1. Sustrato para el transplante de plantas in vitro

Como sustrato para el trasplante se usé una mezcla de suelo organico y perlita
expandida (Agrolita®) y tezontle, en proporciones 2:1:1 medidas por volumen. La tierra
organica se pasOo por un tamiz de 5 mallas/pulgz. Se probaron métodos de
esterilizacion, los cuales consistieron en someter los componentes individuales del
sustrato a tratamiento de autoclave a 121°C y 1.05 kg/cm?, asi como a la combinacion
de suelo+ agrolia y la previamente descrita, durante dos o tres horas y de una a tres

veces en dias consecutivos (Figura 3A, 3B). Para verificar que los sustratos estaban



libres de contaminantes, se tomaron muestras de cada bolsa y se sembraron en PDA.
Se comprobd la asepsiaalas 48y 72 h.

Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones; tanto en ésta como en las siguientes
pruebas, se consideré6 que un tratamiento era efectivo cuando en ninguna de sus
repeticiones aparecieron contaminantes. Cuando se detectaron contaminantes se
identificaron siguiendo el mismo procedimiento que en contaminantes de la siembra in

vitro de embriones.

1.4.3 Diseno y esterilizacion de los recipientes de transplante
1.4.3.1 Manufactura y esterilizacién de botes y macetas

Para mantener la asepsia de las plantulas obtenidas de los embriones
germinados in vitro, se trasplantaron a suelo estérii dentro de recipientes
manufacturados bajo el siguiente disefio: dos frascos de plastico transparente (PC11 ©)
de 24 cm de altura, 14 cm de diametro en la base y 10.3 cm de diametro en el cuello; a
un frasco se le cortd la parte inferior; al otro, la parte superior, y luego se acoplaron uno
en el otro para dar un recipiente de 48 cm de altura.

Adicionalmente, al frasco de la parte superior se perforaron dos orificios laterales
de 4 cm de diametro para ventilacion. En el interior del frasco ensamblado como se
describi6 arriba, iba colocada una maceta de plastico transparente, de 12 cm de altura
por 13.5 cm de didmetro en la parte superior y 11 cm en la parte inferior, a la cual se le
hicieron tres orificios en la base para drenar el exceso de agua del riego (Figura 1).

Tanto los frascos como las macetas se desinfectaron con rayos ultravioleta
germicidas (U.V.) bajo el siguiente proceso: luego de haber eliminado las rebabas de
los cortes, se lavaron con agua y detergente; a continuacién, en la campana de flujo
laminar se lavaron con agua destilada, posteriormente otra lavada con alcohol 96%, se
dejaron escurrir y cuando quedaron completamente secos se introdujeron en grupos de
dos en dobles bolsas de polietileno (40 x 80 cm), las que se sellaron con calor y
enseguida se expusieron los recipientes a rayos U.V. con duracién de 90, 60, 45 y 30
minutos (Figura 3D, 3E). Para verificar la asepsia de los frascos se introdujo en cada

uno un disco de PDA estéril y a las 48 h se verificO que no hubiera crecimiento de



bacterias u hongos. Cada tratamiento con rayos U.V. tuvo 10 repeticiones, excepto el

testigo sin irradiar, que tuvo seis.

1.4.3.2 Manufactura y esterilizacion de las torundas

Los orificios de ventilacién de los frascos de plastico fueron tapados con torundas
de algoddon y gasa previamente esterilizadas, adheridas con cinta adhesiva
transparente (Figura 1).

Las torundas estaban hechas de rectangulos de algodon de 6 x 14 cm que al
doblarlos por la mitad quedaron de 6 x 7 cm envueltos en gasa. Las torundas se
colocaron en doble bolsa de polipapel y se sometieron a tratamientos en autoclave,
secas 0 humedas, en tiempos de 1 a 3 h y durante tres dias consecutivos (Figura 3C).
Para todos los ensayos se realizaron pruebas de esterilizacion sembrando pedazos de
algodon y gasa en cajas con PDA. Cada tratamiento tuvo 20 repeticiones excepto el

testigo, que tuvo siete.

1.4.3.3 Esterilizacién de las tapas

Otro de los componentes del diseno del frasco fueron tapaderas de plastico; en
este caso se busco un tiempo de esterilizacion en que las tapaderas no se deformaran
por el calor y conservaran sus caracteristicas de cerrado por rosca a la boca del frasco.
Las tapaderas se lavaron con agua y detergente; después, en la campana de flujo
laminar se lavaron con agua destilada, otra lavada mas con alcohol 96%, se dejaron
escurrir y cuando quedaron completamente secas se introdujo cada una en doble bolsa
de polipapel (24 x 18 cm), inmediatamente se sellaron con calor y enseguida se
sometieron a un tratamiento de autoclave a 121°C y 1.05 kg/cm? por 60 y 30 minutos
(Figura 3F).

Riegos con solucion nutritiva. Las plantas sembradas en el nuevo sustrato se
colocaron en un cuarto de crecimiento y se regaron cada 45 dias con solucion nutritiva
universal de Steiner (1968) esterilizada en autoclave a temperatura de 121°C y presion
de 1.05 kg/cm? por 60 minutos. Cada riego se realizd bajo la campana de flujo laminar

para mantener la asepsia de las plantas.



1.5. RESULTADOS
1.5.1. Siembra in vitro de embriones de mango

Los embriones sembrados in vitro en medio B5 germinaron en 95% en promedio
a los 18 dias y en este medio llegaron a una altura de 10 a 15 cm. Ya que se usaron
ovulos de mango poliembridnico, de cada évulo germinaron entre una y cuatro plantas.
Las plantas aparecian visualmente sanas y vigorosas; aunque el estudio no estuvo
dirigido a determinar diferencias en desarrollo asociadas al tamafio de los frutos u
ovulos, se observd que los 6vulos mas pequefios dieron origen a plantas muy
pequenas, al contrario de los 6vulos grandes pero éstos tuvieron mayores problemas
de contaminacion.

Se presentd contaminacion en 10% de los frascos, que posteriormente se
esterilizaron y luego se desecharon. Los contaminantes identificados en la siembra de
embriones en medio B5 modificado fueron de los géneros Penicillium, Aspergillus,
Xanthomonas y Cladosporium y en ningun caso se identifico a F. subglutinans, el cual
ademas si fue capaz de establecerse en ese medio cuando se le sembro la cepa GUE1
INI-95. Los embriones sembrados en medio PDA y PCNB no presentaron ningun

contaminante después de 24,48 y 72 h.

1.5.2 Trasplante a suelo in vitro

Cuando las plantulas germinadas en medio B5 modificado alcanzaron entre 10 y
15 cm se seleccionaron 70 frascos con plantas vigorosas, sin contaminantes que fueron
trasplantadas a sustrato de suelo+agrolita en recipientes mayores (Figura 1) dentro de

la campana de flujo laminar con las caracteristicas que se describen enseguida.

1.5.2.1 Sustrato para el transplante de plantas in vitro

Los mejores resultados en la esterilizacion de los sustratos solos o combinados
se obtuvieron con un tiempo de esterilizacién de 3 h por tres dias consecutivos (Cuadro
1.2). Los hongos contaminantes correspondieron a los géneros Cladosporium,

Alternaria, Aspergillus, Rhizopusy Fusarium.



Cuadro 1.2 Esterilizacion del sustrato con calor himedo via autoclave a 121°C, 1.05

kg/cm2
Sustrato Tiempo en horas de Rep. Pruebas con PDA
esterilizacion
1°dia 2°dia 3°dia Cont. No. Cont.
Suelo + agrolita + tezontle 3 - - 10 6 4
Suelo + agrolita 2 2 - 10 7 3
Suelo + agrolita 3 3 3 10 0 10
Suelo organico 3 3 3 10 1 9
Agrolita 2 2 2 10 8 2
Agrolita 3 3 3 10 0 10
Arena de Tezontle 3 - - 10 6 4
Testigos sin tratar para c/u - - - 7 7 0

1.5.3 Diseio y esterilizacion de los recipientes de transplante
1.5.3.1. Manufactura y esterilizacién de botes y macetas

En el Cuadro 1.3 se aprecia que los botes y macetas quedaron estériles con un
tiempo minimo de exposicion de 45 minutos a los UV. Este tiempo se considero
suficiente para la esterilizacion de los frascos y, aunque tiempos mayores pueden ser
utiles, se considera recomendable no usarlos para optimizar el uso de las lamparas de
luz U.V., que tienen una vida media, asi como para reducir el riesgo de exposicion para

quienes llevan a cabo el proceso.

Cuadro 1.3 Esterilizacién de botes y macetas con rayos ultravioletas (UV) germicida.

Material minutos repeticiones  Pruebas con PDA
Cont. No Cont.
Botes 90 10 0 10
Botes 60 10 0 10
Botes 45 10 0 10
Botes 30 10 4 6
Macetas 45 10 0 10
Macetas 30 10 5 5
Testigo sin tratar para c/u -—- 6 6 0

1.5.3.2 Manufactura y esterilizacion de las torundas
Respecto a las torundas de algoddn, los resultados se muestran en el Cuadro
1.4, en el cual se puede observar que las torundas quedaron estériles con tres horas

de autoclave por tres dias consecutivos independientemente de las opciones de



humedad. Sin embargo, para este trabajo de investigacion se optd por las torundas sin
humedecer ya que se les fijo a los frascos con cinta adhesiva y mostraron mejor

adhesion que las torundas humedas.

Cuadro 1.4 Esterilizacion de torundas con calor humedo via autoclave a 121°C, 1.05

kg/cm

Tiempo en horas de Rep. Pruebas en PDA

esterilizacion

1°dia 2°dia 3° dia Cont. No

Cont.

Torundas mojadas 1 1 1 20 20 0
Torundas mojadas 2 2 2 20 6 14
Torundas mojadas 3 3 3 20 0 20
Torundas sin 2 2 2 20 4 16
humedecer
Torundas sin 3 3 3 20 0 20
humedecer
Torundas humedas 2 2 2 20 4 16
Torundas humedas 3 3 3 20 0 20
Testigo sin tratar c/u 7 7 0

1.5.4 Esterilizacion de las tapas

La esterilizacion de las tapaderas de rosca de plastico duro se logré con 30
minutos de autoclave a 121°C, 1.05 kg/cmz. Ademas, con este tratamiento mantuvieron
su forma y fueron apropiadas para sellar los botes (Cuadro 1.5).

Cuadro 1.5 Esterilizacion de tapaderas con calor humedo via autoclave a 125°C, 1.05

kg/cm?
Tapadera Tiempo n Pruebas con PDA Observaciones
Contaminantes No conta-
minantes
Dos en c 1h. 20 0 20 Torcidas y sin
paquete cerrar
Una en ¢/ 30 min. 10 0 10 En buenas
paquete condiciones
Una en c/paquete 0 10 10 0 En buenas
sin tratar condiciones

Al igual que en el sustrato, se identificaron los hongos contaminantes en cada
unos de los componentes de los recipientes y los géneros determinados fueron:

Helmithosporium, Curvularia, Penicillium y Syncephalastrum.
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1.5.5 Sistema aséptico de transplante

Las plantulas transplantadas a recipientes cerrados en sustrato de suelo +
agrolita inicialmente estuvieron libres de contaminantes, pero gradualmente se fueron
contaminando, presumiblemente durante el manejo y sobre todo por el riego, de
manera que luego de transcurridos cinco meses se habia contaminado 15% de ellas.
Pero aun las plantas contaminadas continuaron su desarrollo, emitieron repetidos
brotes vegetativos monopaddicos y las hojas formadas se expandieron normalmente,
hecho que continudé durante mas de un ano y mostré que las plantas llegaron a ser
fotosintéticamente activas. En la etapa de desarrollo en suelo se identificaron los
hongos Aspergillus sp. y Penicillium sp., ninguno de los cuales es considerado un
endobionte (Pierik, 1990).

1.6. DISCUSION

Los embriones de mango sembrados en las condiciones descritas mostraron un
alto grado de viabilidad, practicamente de 100%, y germinaron en corto tiempo, (un
promedio de 18 dias) hechos que se asocian con su condicion de semillas
recalcitrantes (Corbinaeu et al., 1987) y con su relativamente alto grado de madurez,
pues tenian abundantes reservas. De tal forma, el medio de cultivo B5 modificado
(Gamborg et al., 1968) proporciond ante todo humedad, nutrimentos complementarios y
soporte para el crecimiento, lo que permitié el desarrollo de una raiz pivotante, pero
también sirvié como un primer filtro para la eliminacion de contaminantes pues, como se
dijo antes, todas las plantas contaminadas fueron desechadas.

El uso de mango criollo poliembriénico permitié obtener una a cuatro plantulas de
cada ovulo, las que variaron en vigor pero todas crecieron rapidamente, al grado que
alcanzaron aproximadamente 15 cm en 21 dias. Cualitativamente se observd que las
semillas pequefias daban lugar a plantas muy pequehas y débiles, pero en ellas el
porcentaje de contaminacion fue de 3%. Una tendencia opuesta se encontré en los
frutos con un mayor grado de madurez, por lo que para obtener plantas vigorosas y con
bajo indice de contaminantes, se recomienda sembrar évulos de 9 a 11 cm,

correspondientes a 60 dias después de la antesis.
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El hecho de haber usado mangos poliembriénicos permite trabajar con material
genéticamente diferente: una de las plantas obtenidas derivaba del 6vulo fecundado y
el resto son de origen somatico de la nucela. Lo anterior permite contar con una
variacién en el material bioldégico y tener en consecuencia mayor representatividad en
la respuesta de plantas en estudios de patogenicidad. Esta técnica es aplicable también
a mangos monoembrionicos, de los que germinan sélo plantas resultantes del zigoto.

La técnica de desinfeccion de los O6vulos propuesta fue  considerada
aceptablemente efectiva. Adicionalmente, los ovulos manipulados se hallaban
protegidos por la nucela y los tejidos del fruto, por lo que era de esperarse que
estuvieran practicamente asépticos (Razdan, 2003). Todos los contaminantes
identificados se consideran organismos oportunistas que se establecieron durante el
proceso a pesar de las condiciones de asepsia, y ninguno ha sido citado como
patdégeno o endofito en mango (Morales-Rondén y Rodriguez-Gonzalez, 2006).

En ninguno de los 6vulos sembrados aparecio F. subglutinans, lo cual confirma
que dicho hongo no es transmitido por semilla, hecho notado por Youssef et al. (2007),
quienes citan a la especie con el nombre de Fusarium mangiferae ( Britz, Wingdfield,
Marasas) ), y que las plantas de mango obtenidas por el método desarrollado no son
portadoras del mismo.

El hecho de que las plantas hayan sido trasplantadas a suelo ofrece como
ventaja que son independientes de reguladores de crecimiento y sustancias organicas
que podrian afectar el crecimiento de hongos o bacterias inoculadas durante estudios
de patogenicidad in vitro. Adicionalmente, las plantas toleraron de 40 a 45 dias sin ser
regadas por estar en un medio semi-cerrado, lo que facilitd su manejo y redujo los
riesgos de contaminacion. Esto es una ventaja con respecto a la siembra en sustrato
inerte, o hidroponia, la que requiere de manejo frecuente.

El ambiente semi-cerrado en el que se desarrollaron las plantas puede resultar
en varios efectos; por una parte, se postula que las condiciones controladas de
temperatura y la alta humedad prevaleciente pueden permitir una mayor expresion de
los sintomas de los patdgenos que se inoculen; por otra parte, la alta humedad
ambiental en el interior de los recipientes resulté en que las plantas aparentemente no

desarrollaron una cuticula cérea, por lo que su condicion puede considerarse de “pre-

12



aclimataciéon”. Las plantas obtenidas por el método in vitro desarrollado pueden ser
sacadas de sus frascos y aclimatadas al ambiente de Ilaboratorio o invernadero, en
cuyo caso inevitablemente perderan su condicién de asepsia. Sin embargo, podra
garantizarse que estan libres de patdgenos selectos y con un manejo adecuado podran
mantenerse libres de dichos patdégenos o inocularlas selectivamente, lo que las hace
utiles para aclarar relaciones de etiologia.

El disefio de los envases asépticos y el método de esterilizacion y riego de las
plantas son aportaciones del presente trabajo. Con los métodos descritos se garantizé
la obtencion de plantas asépticas, o al menos libres de todos los organismos que
pueden desarrollarse en medio B5, en suelo o en las plantas mismas, pero no hay
garantia de que dichas plantas estén libres de virus, viroides o fitoplasmas. Ya que las
principales enfermedades de mango son de naturaleza fungica (Ploetz, 2004; Akhtar y
Alam, 2002), las plantas obtenidas con el método desarrollado en este estudio pueden

ser usadas para estudios de patogenicidad de hongos.

1.7. CONCLUSIONES

Los embriones de mango sembrados in vitro mostraron un alto grado de
viabilidad, de ellos germinaron plantas sanas y vigorosas.

El medio B5 modificado proporciond los elementos necesarios de humedad,
nutrimentos complementarios y soporte para la germinacion del embrion y crecimiento
de las plantulas.

El disefio de los envases asépticos, el método de esterilizacion y el de riego
garantizaron la obtencion de plantas asépticas, o al menos libres de todos los
organismos que pueden desarrollarse en medio B5, en suelo o en las plantas mismas,
lo que las hace utiles para aclarar relaciones de etiologia.

Los contaminantes identificados en embriones en medio BS modificado fueron:
Penicillium sp., Asperqillus sp., Xanthomonas sp. y Cladosporium sp.

Los contaminantes identificados en el sustrato suelo + tezontle + agrolita fueron:
Cladosporium sp., Alternaria sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp.y Fusarium sp.

Los contaminantes identificados en los componentes del frasco cerrado fueron:

Helmithosporium sp., Curvularia sp., Penicillium sp. y Syncephalastrum sp.
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Los contaminantes identificados en la siembra de embriones de mango in vitro en
medio B5 modificado y en suelo se consideran organismos oportunistas que se

establecieron por el manejo de los embriones y durante el riego.

Cuadro 1.1 Medio modificado B5 (Gamborg et al., 1968) para la germinacion de
embriones de mango

SUSTANCIAS CANTIDAD PARA PREPARAR
UN LITRO DE MEDIO

MACRONUTRIMENTOS

KNO3 2500 mg
MgSO,4.7H,0 250 mg
NaH2P04 2H20 150 mg
CaC|2 6H20 150 mg
MICRONUTRIMENTOS

MnSO4_ HzO 0.017 g
H3BO3 0.0062 g
ZnSO4 7TH,0 0.0086 g
NaMoO4 2H,0 0.00125 g
CuSOQO4 5H,0 0.000025 g
CoCl; 6H,0 0.000025 g
QUELATOS

Na, EDTA. 2H,0 0.0373 g
FeSO4_ 7H20 0.0278 g
ORGANICOS

Sacarosa 42 g
Mio-inositol 100 mg
Tiamina 1 mg
Carbon activado 1 g
Agar (Merck) 5.5 g
IK 0

Sulfato de amonio 0

Medio de cultivo para embriones de mango de frutos maduros; es decir, que los embriones cubren toda
la cavidad de la cascara. Para frutos inmaduros se utilizd KH,PO,4 en lugar de NaH,PO,,
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Figura 2. Siembra in vitro de embriones de mango en medio B5 modificado. A lavado con detergente y
agua. B desinfeccién con hipoclorito de sodio concentrado. C-E quitar pulpa y endocarpio. F desprender
la nucela de cada 6vulo. G desinfeccion de embriones con Cloralex® al 10%. H-l siembra de embriones

en medio B5
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Figura 3. Esterilizacion del sustrato y componentes del recipiente cerrado para el transplante aséptico de
plantulas. A-B. Mezcla de suelo organico+agrolita y esterilizacion a121°C y 1.05 kg/cmz. C Torundas
esterilizadas. D-E empaque de botes y macetas en doble bolsa de polietileno para esterilizar con rayos
UV. F tapaderas en doble bolsa de polipapel para esterilizar en autoclave.

Figura 4. Proceso de transplante de plantulas a suelo en frasco cerrado en condiciones de asepsia. A
limpieza superficial con alcohol concentrado a los componentes del frasco. B seleccidon de frascos y
limpieza superficial con alcohol C verter el sustrato en la maceta D depositar la plantula en el suelo E
colocar la segunda parte del frasco. F sellar con cinta canela y pegado de torundas
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CAPIiTULOII
EL ACARO Aceria mangiferae (Sayed) Y SU RELACION CON LA DEFORMACION
VEGETATIVA DEL MANGO
2.1. RESUMEN

Plantas de mango sembradas in vitro en condiciones de asepsia fueron
inoculadas con ejemplares del acaro Aceria mangiferae previamente desinfectados, con
el hongo Fusarium subglutinans, con ejemplares del mismo acaro colectados en yemas
de mango, de manera que probablemente portaran contaminantes (entre ellos hongos
del género Fusarium) y con la combinacion acaro-hongo. El objetivo del estudio fue
determinar si el acaro es capaz de provocar deformaciones conocidas como “escoba de
bruja”, atribuidas a Fusarium spp., asi como determinar si el acaro es capaz de
transportar al hongo e influir sobre el desarrollo de la escoba de bruja. El acaro A.
mangiferae produjo deformaciones en plantas de mango consistentes en la emision
repetida de brotes monopddicos, hojas atroficas y apice acortezado; el hongo F.
subglutinans indujo la emisién de brotes a partir de yemas axilares, con entrenudos
cortos y hojas deformes, caracteristicos de la escoba de bruja, El acaro A. mangiferae
portd e introdujo al hongo F. subglutinans a yemas de mango, por lo que se demostrd

que facilita el desarrollo de dicha enfermedad.

PALABRAS CLAVES Mangifera indica, deformacion, in vitro, Fusarium subglutinans

2.2. ABSTRACT

Mango plants sown in vitro under aseptic conditions were inoculated with
specimens of the mite Aceria mangiferae previously disinfected, with the fungus
Fusarium subglutinans, with specimens of the above mite collected from mango buds in
such a way that they probably carried contaminants (including Fusarium), and with the
combination mite-fungus, The aim of the study was to determine whether the mite is
capable to induce malformations known as “bunchy top”, attributed to Fusarium spp.,
and to determine if the mite is capable to carry the fungus and so promote the
development of bunchy top. The mite A. mangiferae induced malformations in mango

plants characterized by the repeated emission of monopodial sprouts, atrophic leaves



and corky apex. The fungus F. subglutinans induced the emission of sprouts starting
from axillary buds, with short internodes and malformed leaves, characteristic of bunchy
top. The mite A. mangiferae carried and introduced the fungus F. subglutinans to mango

buds, showing that it facilitates the development of the disease.

KEY WORDS Mangifera indica, bunchy top, in vitro, Fusarium subglutinans

2.3. ANTECEDENTES

2.3.1. Historia de la deformaciéon del mango o escoba de bruja

En la mayoria de los paises productores de mango se presenta una enfermedad
que consiste en la alteracion de los patrones de crecimiento de los brotes vegetativos y
florales de este cultivo. Cuando se presenta en inflorescencias su nombre en inglés es
“‘inflorescence malformation”, mientras que cuando se presenta en brotes vegetativos se
le conoce como “bunchy top”. En México, a ambos problemas se les asigna el nombre
de “escoba de bruja”. Esta enfermedad, en su manifestacion floral, fue citada por Watt,
en 1891(citado por Kumar y Beniwal, 1992), y en su manifestacion vegetativa fue citada
por Nirvan en 1953. Un afio mas tarde, Tripathi (1954) observé una correlacion positiva
entre el porcentaje de inflorescencias y brotes vegetativos deformes en arboles
individuales de diferentes cultivares, por lo que propuso que la deformacion floral y la
vegetativa son dos manifestaciones de la misma enfermedad. La propuesta de Tripathi
a sido ampliamente aceptada, y Kumar y Beniwal (1987) presentaron evidencias
experimentales que la apoyan; sin embargo, queda por responder por qué la
deformacion vegetativa aparecido o Illamé la atencién de los investigadores
aproximadamente 60 afios mas tarde que la floral, asi como por qué en algunos paises

o partes de México solo se presenta la deformacion floral.

2.3.2. Manifestacién de la escoba de bruja en brotes vegetativos

La deformacién vegetativa se caracteriza porque las yemas axilares de plantas
de mango desarrollan multitud de brotes hasta formar una masa compacta con aspecto
de cogollo racimoso. Los brotes formados son mas gruesos y las hojas son pequefas,

en forma de escamas y las hojas también pueden desarrollar filodia (Marasas et al.,
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2006). El Cuadro 2.1 muestra las diferentes descripciones de los sintomas vegetativos

dadas por varios autores.

Cuadro 2.1. Sintomas de escoba de bruja en brotes vegetativos.

Autor sintomas Schiésser | Ibrahim | Campbell | Doreste | Burhan | Kumary | Kumar Otero-

1971 y Foad |y Marlatt | (1984) 1990 Beniwal | et al | Colina
1981 1982 1992 1993 et al.
2005

Entrenudos cortos \ \ \

Muerte de hojitas en N

formacion

Desarrollo anormal N N

de las yemas

Pérdida de |V N N N N

dominancia apical

Hoja primordial N

distorsionada

Proliferacion de [V \ N

yemas axilares

Gran numero de | V N N

pequefas hojas

escamosas,

rudimentarias y

tallos aglomerados

Brotaciones N N N N

aglomeradas en una

cabeza compacta

con aspecto de

cogollo racimoso

Brotes y yemas del N N

racimo mas gruesos
que el tallo principal

2.3.3. El acaro en la etiologia de la escoba de bruja

Entre las primeras explicaciones sobre el agente causal de la deformacion o

escoba de bruja se sefialé al acaro Aceria mangiferae por el hecho de que habita bajo

las escamas de yemas terminales de arboles con sintomas de la enfermedad (Hassan,

1944; Narasimhan, 1954; Morales y Rodriguez, 1961). Conclusién con pocos elementos

cientificos, pero que se consider6 como una respuesta al problema, que mas tarde se

abordd con trabajos como el de Puttarudriah y Channa Basavanna (1961), quienes

llevaron acaros A. mangiferae de brotes deformes a yemas vegetativas terminales de

plantas de mango sanas; después de tres meses de observacion, las plantas de

mango presentaron numerosos brotes aglomerados en racimo como se encuentran en

campo. Un estudio similar fue realizado por Nariani y Seth (1962) con la variante de

infestar con acaros procedentes de plantas aparentemente sanas, ya que habian
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observado que el eriéfido también se encontraba en ese tipo de yemas. Depositaron
ambos acaros en yemas apicales de plantas sin sintomas aparentes de la enfermedad
y cubrieron el punto de inoculacion con una tela de algodén para proporcionar alta
humedad. Después de un mes observaron proliferacion de yemas axilares en las
plantas inoculadas, independientemente de la procedencia de los acaros, y a los cinco
meses aparecio la tipica deformacion de escoba de bruja. Estos resultados los llevaron
a la conclusion de que el acaro fue responsable de la deformacion del mango.

Sin embargo, en ninguno de los trabajos citados se descartd la posibilidad de
que el acaro no fuera el unico factor en las deformaciones del mango y que existiera la
interaccion con otro factor bidtico. Por otra parte, Bindra y Bakhetia (1971) inocularon
acaros procedentes de yemas deformes en plantas de mango por tres afos
consecutivos; dichas plantas no mostraron deformaciones, lo que debilité la hipétesis de
que el acaro es el agente directo causante de las deformaciones. Mas bien se ha
sugerido que el hongo Fusarium moniliforme produce las deformaciones (Summanwar
et al., 1966 y Varma et al., 1972) y que el eriofido soélo trasmite al patégeno (Noriega,
1996. y Gamliel-Atinsky et al 2007)

2.3.4. El hongo Fusarium spp. en la etiologia de la escoba de bruja

Los resultados experimentales de varios autores comenzaron a sefalar
consistentemente que hongos del género Fusarium son causantes de la escoba de
bruja. En un primer trabajo, Summanwar et al. (1966) aislaron Fusarium moniliforme de
yemas florales deformes y lo inocularon a través de heridas en plantas sanas de 8 a 10
meses de edad mas plantas testigos sin infectar, y las mantuvieron en un invernadero.
Un mes y medio después de la inoculacién aparecieron brotes deformes, lo que
permitié postular a F. moniliforme como el agente causal de las deformaciones. Por su
parte, Bhatnagar y Beniwal (1977) identificaron a Fusarium oxysporum de diferentes
partes de las plantas en tejido enfermo y lo determinaron como causante de la
malformacion del mango, ya que infectaron por herida plantas sanas de 7 a 8 meses de
edad, mientras que otra forma fue inocular el suelo y colocar en él semillas germinadas

de mango. Con ambas formas de inoculacion aparecieron sintomas de la enfermedad y
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reprodujeron los postulados de Koch reaislando F. oxysporum de diferentes partes de la
planta.

Otros trabajos presentan resultados similares, en los cuales se aisl6 a F. oxysporum de
ramas y flores enfermas, y ademas se reprodujeron sintomas de escoba de bruja
cuando se inoculé a dicho hongo (Diaz y Romero, 1980; Noriega, 1996) asi como F.
subglutinans en brotes vegetativos (Freeman et al., 1999 y 2000; Otero-Colina et al.,
2007). Como evidencia adicional puede citarse a Crookes y Rijkenberg (1985), Ploetz y
Gregory (1993), y Noriega et al. (1999), quienes colectaron muestras de diferentes
partes y flujos de crecimiento de la planta, e identificaron F. subglutinans en asociacion
con brotes deformes, y Freeman et al. (2004) quienes identificaron a F. mangiferae
como agente causal de la deformacion del mango.

A pesar del cumulo de evidencia que sostiene la etiologia fungica de la escoba
de bruja, al menos en su manifestacion vegetativa, es sorprendente que algunos
autores, como Kumar et al. (1993), consideran que dicha enfermedad es causada por
un agente desconocido. Una fuente de error es el hecho de que cuando se inocularon
hongos para cumplimiento de los postulados de Koch no se garantizé la ausencia de
contaminantes, con lo que se cometid el mismo error que en los trabajos donde se
postulé a A. mangiferae como agente causal. Como fuente adicional de duda esta el
hecho de que en investigaciones recientes, en las que se identifica a hongos del género
Fusarium con técnicas moleculares, aparecen especies adicionales de dicho género
asociadas a deformaciones. Entre ella se cita a F. mangiferae, F. sterilihyphosum 'y F.
proliferatum (Steenkamp et al., 2000; Britz et al., 2002; Marasas et al., 2006), lo que
obliga a postular que varias especies del hongo causan las mismas deformaciones.

Otero-Colina et al. (2007) y Lopez-Estrada (Capitulo | de este documento)
desarrollaron un método para la obtencion de plantas asépticas o libres de
contaminantes, las cuales pueden ser usadas para la inoculacion de gérmenes
individuales y para la determinacion de asociaciones causa-efecto entre éstos y la
aparicion de deformaciones u otro tipo de enfermedades. Con plantas de mango
obtenidas con el método citado, Otero-Colina et al. (2007) corroboraron la etiologia
fungica de la escoba de bruja (vegetativa), pero ademas describieron sintomas

consistentes en la emision repetida de brotes monopédicos (a partir de la yema apical)
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multiples, cortos, con hojas atréficas y con epidermis acortezada, los que postularon
que el acaro A. mangiferae es capaz de causar por si solo. Sin embargo, no
identificaron los hongos contaminantes ni los que los acaros podrian portar, entre los
cuales podria aparecer Fusarium spp., por lo que dicho trabajo dejé ese punto
inconcluso.

Dado lo anterior, el presente trabajo repite la aplicacion de los postulados de
Koch en plantas asépticas, pero se agrega la identificacién de los hongos del genero
Fusarium presentes, que portaron los acaros y los contaminantes que se presentaron
durante el experimento, a fin de corroborar la etiologia fungica de la escoba de bruja del
mango en su manifestacion vegetativa, en plantas asépticas. El objetivo de este trabajo
fue determinar el tipo de dafios que el acaro A. mangiferae puede causar a plantulas de
mango en ausencia de otros organismos, y determinar asimismo si dicho acaro es

vector de hongos del género Fusarium.

2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Obtencion de plantulas asépticas por siembra de embriones in vitro

Se obtuvieron plantulas in vitro de mango en condiciones de asepsia, con el
proposito de inocularlas tanto con F. subglutinans como con A. mangiferae, los dos por
ser organismos consistentemente asociados con la deformacion vegetativa. Para
conseguir lo anterior, se colectaron 250 frutos inmaduros de 45 a 60 dias de edad a
partir de la antesis y un tamafo de 9.5 a 11 cm de largo por 5.5 a 6 cm de ancho
procedentes de arboles de mango criollo poliembridnico (plantas de semilla derivadas
de la recombinacién libre de mangos de origen filipino, o Manila) en una huerta en el
municipio de Iguala, Guerrero. Los frutos se trasladaron en una hielera al laboratorio
para realizar la siembra in vitro. El tiempo maximo que transcurrié entre la recoleccion
de los frutos y su siembra fue de un dia. Dichos frutos se procesaron como se describe
en el Capitulo I. Una vez germinados se incubaron en un cuarto de crecimiento con
temperatura de laboratorio (entre 20 y 32°C) y con iluminacién fluorescente, hasta que
alcanzaron una altura aproximada de 10 - 15 cm; entonces se trasplantaron a suelo
estéril y se incubaron y regaron, siguiendo también el proceso descrito en el Capitulo I,

hasta el fin de las observaciones.
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2.4.2. Preparacion del acaro Aceria mangiferae

Se colectaron yemas vegetativas deformes y asintomaticas en huertas de mango
Haden de Tuxpan, Guerrero; éstas se colocaron en una hielera y se trasladaron al
laboratorio. Una parte de las yemas vegetativas colectadas se utilizé para capturar
acaros y someterlos al siguiente tratamiento de desinfeccién. En la campana de flujo
laminar y con ayuda del microscopio estereoscopico y una pestafa esterilizada con
alcohol se colectaron eriéfidos y se colocaron en una canastilla construida con tubos
Eppendorf y malla de nylon para serigrafia (300 mallas por pulgada cuadrada)
previamente esterilizada por sumersion en hipoclorito de sodio (Cloralex ®) al 5% por
15 minutos; la canastilla se coloco en una caja Petri llena con solucién de Tween 80 al
0.01%; al término de la recoleccion de los acaros, la canastilla se cubrié con un pedazo
de malla también esterilizada y éste se sujetd con un anillo de popote plastico;
posteriormente la canastilla, ya con los acaros, se sumergid en una solucion de
hipoclorito de sodio (Cloralex ®) 5% por 15 minutos. Transcurrido este tiempo, se lavo
la canastilla y por sumersion en agua destilada estéril tres veces, después se escurrio
sobre un papel filtro esterilizado, se quité la cubierta de malla, se dejaron secar los
acaros y entonces se les colect6 nuevamente con una pestafa estéril bajo el
microscopio estereoscopico para transferirlos a las yemas apicales de las plantas
asépticas de mango. Para verificar que los acaros establecidos en la colonia estaban

libres de contaminantes, se tomaron algunas muestras al azar y se sembraron en PDA.

2.4.3. Preparacion del hongo Fusarium subglutinans

Para las inoculaciones del hongo en plantas asépticas de mango, se conté con la
cepa monosporica GUE INI 95 de F. subglutinans, donada por el Dr. Antonio Mora
Aguilera e identificada por Jean Juba, del Fusarium Research Center (Noriega et al.,
1999). Esta cepa se reactivd en medio PDA, luego de ocho dias de crecimiento en ese
medio se prepard una suspension en 50 mL de agua destilada estéril a una
concentracién de 2 x 10° conidios/mL; la concentracién de conidios se estimé con

ayuda de la camara de Neubauer (Nucles y Kuc, 1988).
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2.4.4. Respuesta de las plantulas de mango asépticas a la inoculaciéon de A.
mangiferae y F. subglutinans

Los dos organismos citados, involucrados en la escoba de bruja, se inocularon
en las plantulas de mango obtenidas en asepsia, en el momento en que éstas se
trasplantaron a suelo en frascos cerrados, en la campana de flujo laminar. Se establecio
un disefio experimental completamente al azar con siete tratamientos y diez
repeticiones cada uno, bajo las siguientes caracteristicas.
Tratamiento 1. Consistiéo en la infestacion de plantulas de mango cada una con 20
ejemplares de A. mangiferae procedentes de yemas deformes sin ningun proceso de
desinfeccion. Estos se transfirieron a la yema apical con un pincel fino.
Tratamiento 2. Radico en la infestacion de plantulas de mango cada una con 20
ejemplares de A. mangiferae procedentes de yemas asintomaticas y sin proceso de
desinfeccion. La transferencia de acaros fue como en el tratamiento 1.
Tratamiento 3. Veinte ejemplares de A. mangiferae previamente desinfectados con
hipoclorito de sodio, usando el método descrito en el punto 2.4.2, fueron transferidos a
la yema apical de plantulas de mango.
Tratamiento 4. Consistio en la inoculacion de cada plantula de mango con 20
ejemplares de A. mangiferae, previamente desinfectados con hipoclorito de sodio y
enseguida banados en 1 mL de suspension de F. subglutinans a una concentracién de
2 x 10° conidios / mL
Tratamiento 5. Inoculacién de las plantulas de mango con F. subglutinans. Se fijé un
pedazo de algoddn estéril en la base de la yema terminal y con una pipeta de vidrio
estéril se deposité 1 mL de suspension de conidios a una concentracion de 2 x 10°
conidios / mL, sin causar heridas.
Tratamiento 6. Infeccion de plantulas de mango con el hongo F. subglutinans, siguiendo
el mismo procedimiento que el tratamiento 5, con la diferencia de que la yema apical
fue herida con una jeringa hipodérmica antes de depositar la suspension de esporas.
Tratamiento 7. Testigo. Las plantulas fueron inoculadas con agua destilada estéril,
previamente se fij6 un algoddén estéril en la base de la yema terminal y sobre él se

deposito el agua.
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Los frascos con las plantulas inoculadas fueron etiquetados y permanecieron en
un cuarto de crecimiento con temperatura de laboratorio (20-32°C), iluminacién artificial
y riegos cada 45 dias con solucion nutritiva universal (Steiner, 1968) esterilizada en
autoclave a temperatura de 121°C y presién de 1.05 kg/cm? por 60 minutos. Cada riego
se realizé bajo la campana de flujo laminar para mantener la asepsia de las plantas.
Cinco meses después de la inoculacion se midio la altura de las plantas en centimetros
y se contd el numero de brotes monopdlicos; éstos son las emisiones de crecimiento
procedentes directamente de la yema apical, las cuales son consideradas normales a
condicion de que el tallo se alargue y se formen hojas normales, expandidas. Se conto
también el numero de brotes simpodicos, que resultan de la activacion de yemas
axilares, y son considerados anormales porque las yemas axilares de las plantas sanas
permanecen latentes como resultado del proceso conocido como dominancia apical
(Phillips, 1975). Los valores obtenidos se compararon por ANOVA y prueba de

diferencia minima significativa (LSD).

2.4.5. Recuperacion de los organismos inoculados

La presencia de A. mangiferae y de F. subglutinans se verifico al término del
experimento en todas las plantas, indistintamente si fueron inoculadas con uno, los dos
0 ningun organismo. Para el acaro se realiz6 un muestreo destructivo de la yema
terminal de cada planta, se observaron bajo el microscopio estereoscépico y los acaros
colectados se colocaron en acido lactico para aclararlos, posteriormente se montaron
entre porta y cubreobjetos con liquido de Hoyer y se corroboré su identificacion con las
claves de Jeppson et al. (1975) y la descripcién dada por Abou-awad (1981) para A.
mangiferae.

Para el hongo F. subglutinans se hicieron siembras de pequefias muestras de
tejido en medio PCNB (pentacloronitrobenzeno-agar). De los crecimientos en el medio
se tomaron muestras y se pasaron a PDA, posteriormente de los crecimientos en este
medio se tomaron pequefias porciones y se tifieron con lactofenol entre porta vy
cubreobjetos para su observacion bajo el microscopio de campo claro e identificacion
con las claves de Barnet y Hunter (1998) y el Manual de Fusarium de Leslie y
Summerell (2006).
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2.4.6. Identificacion de contaminantes
En las plantas donde se observaron contaminantes se tomaron muestras de
tejidos vegetales, suelo o ambos, se sembraron en medio PDA y posteriormente fueron

identificados a nivel de género con las claves de Barnet y Hunter (1998).

2.5. RESULTADOS

2.5.1. Obtencion de plantulas asépticas por siembra de embriones in vitro

Los embriones sembrados en medio B5 modificado en condiciones de asepsia
germinaron en 95 %, en promedio a los 18 dias y en este medio permanecieron hasta
alcanzar una altura de 10 a 15 cm. De dichas plantulas se seleccionaron para el
trasplante las que tuvieran apariencia vigorosa, sin alteraciones visibles, con altura de
10 a 15 cm y sin crecimiento de contaminantes. En todos los casos que presentaron
contaminacion, las plantulas fueron sometidas a 30 minutos de autoclave y
posteriormente desechadas. Las plantulas que fueron transplantadas continuaron su
desarrollo, emitieron brotes vegetativos y las hojas formadas se expandieron

normalmente.

2.5.2. Resultados del manejo y desinfeccion de A. mangiferae

Los acaros procedentes de yemas deformes y asintomaticas que no fueron
sometidos a ningun proceso de desinfeccion mantuvieron su actividad a pesar de la
manipulacién en el proceso de infestacion. También se observo que los acaros después
del tratamiento de desinfeccién conservaron su dinamismo y cuando se les coloco en
plantulas de mango fueron capaces de reproducirse. Ademas, cuando se sembraron en
PDA no hubo crecimiento de hongos ni de bacterias, con lo que se confirmé la

eficiencia del tratamiento de desinfeccion.

2.5.3. Verificacion del hongo Fusarium subglutinans
La cepa monospodrica GUE INI 95 de F. subglutinans se rehabilitd y verificd su
identificacién por la ausencia de clamidosporas y por la formacién de microconidios en

polifialides (Nelson et al., 1983; Leslie y Summerell, 2006).
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2.5.4. Respuesta de las plantulas de mango asépticas a la inoculacién de A.
mangiferae y F. subglutinans
2.5.4.1 Altura de las plantas

El Cuadro 2.2 muestra los valores morfométricos de las plantas de mango. Las
plantas testigo fueron mas cortas que todas las que recibieron tratamientos con acaros
y/o hongos, y aunque el tratamiento inoculado con F. subglutinans por herida no mostro
diferencias significativas con el testigo, se aprecian dos bloques: en los tratamientos
que recibieron acaros (posiblemente contaminados con Fusarium spp.) la altura de las
plantas es mayor, y en los tratamientos que recibieron solo F. subglutinans la altura de

las plantas tiene valores intermedios.

2.5.4.2. Numero de brotes axilares

Tanto en las plantas testigo como en las que fueron infestadas con acaros
previamente descontaminados, no hubo desarrollo de brotes a partir de las yemas
axilares. En los tratamientos donde se aplicd F. subglutinans, asi como en los que
fueron infestados con &acaros sin tratamiento de descontaminaciéon, se desarrollaron
brotes a partir de las yemas axilares, y en los casos en que dichos brotes tuvieron su
mayor desarrollo aparecieron las manifestaciones caracteristicas de la escoba de bruja
vegetativa. Las mas claras manifestaciones de la escoba de bruja se vieron en las
plantas infestadas con acaros no descontaminados, y el mas alto porcentaje de plantas
con brotes axilares se dio en plantas inoculadas con F. subglutinans aplicado con
heridas. Los hechos anteriores muestran que el acaro A. mangiferae, cuando actua por
si solo, no induce la brotacion de las yemas axilares, sino que esta alteracion la
producen hongos del género Fusarium; sin embargo, al parecer la infeccion por parte
del hongo se facilita cuando las plantas sufren heridas, entre otras las causadas por el
acaro A. mangiferae (Cuadro 2.2). Por su parte, las plantas testigo no mostraron

desarrollo de brotes a partir de las yemas axilares.
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Cuadro 2.2 Morfometria de plantas de mango in vitro inoculadas con F. subglutinans y
A. mangiferae, lecturas tomadas al final del experimento. Los valores corresponden solo
a las plantas donde aparecieron los sintomas descritos.

Tratamientos Altura en cm Numero de brotes Flujos de crecimiento
axilares monopaodicos multiples *

Acaros procedentes de 21.5 ab 13.3 (n=3) b 9.00 (n=6) a

yemas deformes

Acaros procedentes de 229 ab 153 (n=3) a 9.00 (n=3) a

yemas asintomaticas

Acaros desinfectados 25.45 a 0 (n=10) d 9.750 (n=4) a

Acaros desinfectados + c a

Fusarium subglutinans 19.85 bc 4.0 (n=5) 7.667 (n=6)

F. subglutinans inoculado b

sin heridas 19.35 bec 2.0 (n=1) - ** 0 (n=10)

F. subglutinans inoculado b

con heridas 17.3 cd 3.29 (n=7) c 0 (n=10)

Testigo 15.2 d 0 (n=10) d 0 (n=10) b
*Como los descritos por Otero-Colina et al. (2007). n = nimero de plantas ** no se consider6 en el

ANOVA por ser valor unico.

2.5.4.3 Flujos de crecimiento monopédicos multiples

En todos los tratamientos que incluyeron la infestacion con acaros, algunas
plantas desarrollaron brotes monopaddicos repetidos; esto es, la yema apical de cada
planta emitié un brote, el cual sélo alcanzo la longitud de aproximadamente 0.5 cm, y el
proceso se repitid sucesivamente hasta mas de nueve veces (Cuadro 2.2). Las hojas
emitidas fueron reducidas y secas, como escamas, y la epidermis adquirié tono café
claro y aspecto de corteza (Figura 5A-E). En contraste, en ninguno de los tratamientos
donde no se infestd a las plantas con acaros aparecio este tipo de sintomas, lo que
permite determinar de manera categérica que los sintomas definidos como crecimiento
de brotes monopddicos multiples son causados por el acaro A. mangiferae. En ninguna

de las plantas testigo aparecieron brotes monopddicos multiples.

2.5.5 Recuperacion de los organismos inoculados

En el Cuadro 2.3 se observa que al final del experimento, en las plantas
infestadas con A. mangiferae se recuperaron estos acaros, pero también se identifico F.
subglutinans; donde se inoculd a F. subglutinans se le recuperd también, mientras que
en las plantas testigo no se recuper6 ninguno de los dos organismos, cumpliendo asi

con los postulados de Koch.
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El tratamiento donde se infestaron plantas con acaros no sometidos a
descontaminacién, procedentes de yemas deformes y asintomaticas de campo, se
recuperd a F. subglutinans en 60 y 40%, respectivamente, lo que permite sugerir que el
eridfido lleva el hongo en su cuerpo y lo introduce en las yemas. En contraste, cuando
las plantas fueron inoculadas con acaros previamente desinfectados, en ninguna de
ellas se identificd F. subglutinans, con lo que se confirma la efectividad del método de
descontaminacion de los acaros (Cuadro 2.3).

El Cuadro 2.3 muestra el desarrollo de brotes a partir de las yemas axilares se
asocia claramente con la recuperacién de F. subglutinans, mientras que el desarrollo de
brotes monopddicos multiples se asocia con la recuperacion de A. mangiferae, lo que
refuerza los planteamientos presentados en 2.54.2. y 2.5.4.3. Sin embargo, debe
resaltarse que se dio el caso de plantas asintomaticas, algunas con el acaro y otras con
el hongo. Esto permite postular que el acaro y el hongo pueden dafar a la planta por

separado o en asociacion, pero también estar presentes en ellas y no mostrar sintomas.

Cuadro 2.3. Recuperacion de organismos inoculados en plantas de mango in vitro y
sintomas asociados con ellos.

Porcentaje de presencia de Plantas con Plantas con Porcentaje de
Tratamientos A. mangiferae F. brotes brotes plantas
subglutinans. axilares % monopodicos  asintomaticas
atréficos %
Acaros procedentes 80 60 30 60 30
de yemas deformes
Acaros procedentes 80 40 30 30 50
de yemas
asintomaticas
Acaros desinfectados 70 0 0 40 60

Acaros desinfectados 70 100 50 60 40
+ Fusarium

subglutinans

F. subglutinans 0 70 10 0 90
inoculacion sin

heridas

F. subglutinans 0 90 70 0 30
inoculacion con

heridas

Testigo 0 0 0 0 100
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2.5.6. Identificacion de contaminantes en plantas de mango in vitro al final del
experimento

En plantulas asépticas obtenidas por siembra de embriones in vitro se presentd
contaminaciéon en 10% de embriones en medio B5 modificado. Los contaminantes
identificados fueron de los géneros Penicillium,  Aspergillus, Xanthomonas vy
Cladosporium, y en ningun caso se identificd a F. subglutinans. Luego del transplante a
sustrato de suelo+agrolita en frasco cerrado, las plantas se fueron contaminando
gradualmente, de modo que transcurridos cinco meses se habia contaminado 75% de
ellas.

Los tratamientos que se contaminaron primero fueron aquéllos donde se
depositaron acaros sin ningun tratamiento de desinfeccion, posteriormente los que
involucraron F. subglutinans y por ultimo el testigo. Los contaminantes identificados en
cada tratamiento se muestran en el Cuadro 2.4 y se consideran organismos
oportunistas que no interfirieron en el establecimiento del acaro y el hongo ya que
ninguno ha sido citado como patégeno o endofito en mango (Noriega et al., 2005;

Morales-Rondon y Rodriguez-Gonzalez, 2006).

Cuadro 2.4 Deteccion de contaminantes en plantas de mango in vitro al final del

experimento
Tratamientos Contaminantes
Testigo Penicillium sp. Alternaria sp.
Aspergillus sp. Pseudomonas sp.
Acaros procedentes de yemas deformes Xanthomonas sp. Penicillium sp.

Cladosporium sp. Cephalosporium sp.
Acaros procedentes de yemas asintomaticas  Xanthomonas sp. Penicillium sp.

Acaros desinfectados Trichoderma sp. Cladosporium sp.
Xanthomonas sp. Alternaria sp.

Acaros desinfectados + Fusarium Pseudomonas sp. Cladosporium sp.
subglutinans Xanthomonas sp.
F. subglutinans inoculacion sin heridas Xanthomonas sp.
F. subglutinans inoculacién con heridas Pseudomonas sp. Cladosporium sp.

Xanthomonas sp.
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2.6. DISCUSION

La produccidon de plantas de mango por siembra de embriones in vitro para
realizar los trabajos de etiologia y descripcion de sintomas de la escoba de bruja, es
una técnica que garantizé la asepsia de las plantas primero porque permitié identificar
visualmente contaminantes en el proceso de germinacion y segundo porque las
pruebas para determinar si las semillas eran o no portadoras de gérmenes, entre ellos
Fusarium spp. realizadas en el Capitulo I, dieron como resultado que los embriones
fueron asépticos, hecho previsible ya que los embriones normalmente se desarrollan en
un ambiente estéril (Razdan, 2003)

Las plantulas desarrolladas en suelo estéril en frascos cerrados permitieron
determinar el efecto individual y combinado de los organismos inoculados sin la
interferencia de otros organismos. Sin embargo, es claro que las condiciones en que se
desarrollaron las plantas son totalmente artificiales y el ambiente semicerrado donde se
desarrollaron propiciéo un ambiente con elevada humedad ambiental, o que representa
condiciones muy favorables para el desarrollo de los hongos pero los resultados no
necesariamente se pueden extrapolar a condiciones de campo.

Fue sorprendente el hecho de que las plantas testigo resultaron mas cortas que
las inoculadas con A. mangiferae y con F. subglutinans. No se encontraron datos sobre
la altura de las plantas en las investigaciones donde se inocularon hongos del género
Fusarium para verificar la induccion de deformaciones vegetativas en mango; sin
embargo, en varios trabajos se ha presentado la escoba de bruja vegetativa como
acortamiento de entrenudos, lo que contrasta con el presente trabajo (Schlosser 1971;
Campbell y Marlatt 1982; Otero-Colina et al., 2005).

Cuando se involucraron solo acaros A. mangiferae, ya sea tal como venian del
campo o bajo un proceso de desinfeccién, provocaron otro tipo de deformaciones en las
plantas, las cuales son diferentes de deformaciones atribuidas a otros acaros de la
familia Eriophyidae (Westphal y Manson, 1996). Los sintomas que se atribuyen al acaro
fueron que las plantas presentaron dafios en las hojas superiores y en el tallo a la
misma altura de las hojas, la yema apical desarrolld brotes monopddicos cortos
multiples, en los que no se formaron hojas normales; mas bien las hojas tomaron forma

de pequefas escamas y pronto se secaron, por lo que el tallo tenia una serie de
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entrenudos cortos, sin hojas o con vestigios secos de ellas (Figura 5A-F). El tallo
principal tenia un aspecto de acortezamiento con tendencia a la muerte del mismo
(Figura 5D-E). Ademas las plantas mostraron engrosamiento del tallo cerca de la yema
apical (Figura 5 E), escamas gruesas (Figura 5E-F) y en ninguna de las plantas
infestadas solo por acaros se observaron deformaciones vegetativas tipicas de escoba
de bruja. La descripcion anterior coincide con la de Otero-Colina et. al. (2007). Por lo
anterior se postula que los acaros por si solos también son capaces de provocar
deformaciones, pero éstas no se presentan en condiciones naturales sino soélo en las
condiciones descritas que, como se ha dicho, son muy artificiales y ademas los
ejemplares de A. mangiferae estaban totalmente libres de enemigos naturales. En
varias plantas infestadas por acaros éstos alcanzaron poblaciones muy elevadas,
probablemente de varios miles de ejemplares, y los acaros se encontraban en hojas,
tallos y peciolos (Figura 6A-D), contrariamente a lo que ocurre en el campo, donde
habitan confinados al interior de las yemas (Abou-awad, 1981).

Los sintomas ocasionados por el hongo F. subglutinans se manifestaron en el
desarrollo de yemas axilares (Figura 7A-B), que en algunas plantas dieron origen a
varias ramas con hojas cortas o deformes, el tallo con entrenudos cortos (Figura 7D-F)
y pérdida de dominancia apical (Figuras 7C) sintomas que en lo general coinciden con
los descritos por Schldsser 1971), Ibrahim y Foad (1981), Campbell y Marlatt (1982),
Burhan (1990), Kumar y Beniwal (1992), Kumar et. al. (1993) y Otero-Colina et al.
(2005). Los brotes deformes se mantuvieron verdes en comparacién con los causados
por el acaro, que tendieron a secarse. No se observd una deformacion severa como las
masas compactas con aspecto de cogollo racimoso (Burhan 1990; Kumar y Beniwal
1992 y Kumar et al., 1993) pero los brotes axilares formados fueron mas gruesos, con
hojas mas pequefias y a pesar de que no mostraron una deformacion tipica de escoba
de bruja, si se apartaron del crecimiento normal de la planta (Phillips, 1975).

Es importante sefialar que en los tratamientos inoculados con la cepa GUE INI
95 de F. sublgutinans, s6lo 10% de las plantas mostraron alguno de los sintomas de la
escoba de bruja cuando fueron infectadas sin causar herida, en contraste con 70%,
cuando las plantas fueron heridas. Este fendmeno permite proponer que la infeccion de

F. subglutinans se facilita cuando la epidermis esta dafiada. Dado que A. mangiferae
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portaba propagulo de F. subglutinans y se sabe que causa heridas a las plantas cuando
se alimenta, se puede postular que dicho acaro es vector del hongo citado, o al menos
lo porta superficialmente, y facilita la infeccién al abrir vias de entrada al hongo. Sin
embargo, también existe la posibilidad de que el hongo se establezca en la planta sin la
presencia del acaro, como sucedio en los tratamientos donde se infectd la planta con
una suspension de F. subglutinans a través de una herida o simplemente depositandola
sobre la yema apical, lo que sugiere que los acaros aparentemente no son vectores
obligados para el hongo y cualquier herida en la planta huésped puede ser via de
entrada para la infeccion (Malo y Mc Millan Jr., 1972; Noriega, 1996; Freeman et al.,
1999y 2000 ).

Todas las plantas testigo se mantuvieron sanas durante todo el experimento, sin
ningun tipo de deformacion y no se detectaron en ellas al acaro ni al hongo (Figura 7B).
Lo anterior muestra que la emision anormal de brotes, sea a partir de las yemas
axilares o de la apical, son problemas infecciosos derivados del ataque del hongo F.

subglutinans y del acaro A. mangiferae, respectivamente.

2.7. CONCLUSIONES

El acaro A. mangiferae se desempefia como medio de transporte y ademas
facilita la infeccion de la planta.

La asociacion acaro-hongo promueve e intensifica los sintomas de escoba de
bruja en estado vegetativo, lo que sefiala al acaro como parte de este sindrome.

El acaro A. mangiferae por si solo es capaz de crear deformaciones en las
plantas, pero no del tipo caracteristico de la escoba de bruja sino por desarrollo de
brotes multiples y anormales a partir de la yema apical. Dicho acaro no suprime la
dominancia apical.

Los datos del presente trabajo corroboran al hongo Fusarium subglutinans como

agente causal de la escoba de bruja o deformacion vegetativa del mango.
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Figura 5. Sintomas asociados al acaro Aceria mangiferae. A-B crecimientos monopddicos multiples. C-E
tallo principal tenia un aspecto de acortezamiento con tendencia a la muerte. F-G engrosamiento del tallo,
hojas anormales y escamas gruesas.

Figura 6. Colonia de acaros establecida en diferentes partes de la planta. A yema apical. B hojas
pequefias. C peciolo. D y tallo.
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Figura 7. Sintomas causados por el hongo Fusarium subglutinans en plantas de mango in vitro A-B
desarrollo de brotes axilares. C perdida de dominancia apical. D —F ramas con hojas cortas o deformes y
tallo con entrenudos cortos

Figura 8. Plantas testigo inoculadas con agua destilada estéril. A crecimiento normal de brotes
monopoddicos. B-C desarrollo normal de tallos. D y hojas.
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CAPITULO Il
EL PAPEL DEL ACARO Aceria mangiferae (Sayed) EN LA DEFORMACION DE
INFLORESCENCIAS O “ESCOBA DE BRUJA” EN MANGO

3.1 RESUMEN

En la mayoria de las zonas productoras de mango en México y otros paises se
presenta un problema fitosanitario denominado deformacion o malformacion floral,
proliferacion vegetativa o “escoba de bruja”. Entre las causas de esta enfermedad se
sefala a hongos del género Fusarium y al acaro Aceria mangiferae, aunque existe mas
evidencia de que el acaro es unicamente portador de las esporas del hongo. Los
sintomas de deformacion de las inflorescencias tienen importantes variaciones, la
etiologia de la deformacion floral no esta tan claramente definida como la deformacion
vegetativa y de igual forma no esta claramente definido el papel del acaro A.
mangiferae en la etiologia de ambas deformaciones, por lo que el presente trabajo se
desarroll6 para determinar qué tipo de relacidn existe entre el acaro A. mangiferae y el
hongo F. subglutinans en la aparicion de los diferentes sintomas que caracterizan a la
deformacion de inflorescencias del mango. Para ello se seleccionaron plantas sanas de
mango cv. Haden de un vivero ubicado en zona libre de la enfermedad y ademas se
trataron con fungicida y acaricida previo al establecimiento del experimento. Dichas
plantas fueron infestadas de las siguientes formas: (1) con acaros procedentes de
yemas deformes; (2) con acaros procedentes de yemas asintomaticas; (3) con acaros
sometidos a un proceso de desinfeccidn; (4) con acaros desinfectados bafiados en una
suspension de F. subglutinans de 2 X 10° conidios/mL; (5) con F. subglutinans a la
misma concentracion que en (4), el inéculo se depositd hiriendo previamente la yema
apical; (6) mismo hongo y concentracion de conidios, aplicado en plantas sin causarles
heridas; y por ultimo, (7) plantas testigo inoculadas con agua destilada estéril. Las
plantas se mantuvieron en un invernadero a temperaturas no menores de 15°C y con
un periodo de agobio hidrico, condiciones que indujeron floracion. Los resultados
muestran que el acaro no solo porta al hongo sino que lo introduce y ademas se asocia
con reduccion en la proporcion de flores hermafroditas. EI hongo se asocia con

reduccion en la longitud de los ejes, diametro de ejes, reduccion en la proporcién de



flores hermafroditas, aumento en nimero de estaminodios, segmentos del nectario y
diametro de las flores. La asociacion acaro-hongo intensifica los sintomas, por lo que se
considera parte integral del fendmeno “escoba de bruja”. Aunque se desarrollaron
sintomas de deformacion floral, fueron de bajo nivel y no aparecieron deformaciones

tipicas.

Palabras claves. Deformacion del mango, Mangifera indica, Eriophyidae, Fusarium

subglutinans

3.2 ABSTRACT

In most mango growing areas in Mexico and other countries a phytosanitary
problem is present; it is named mango malformation, bunchy top or witch’s broom.
Among the causes of this disease fungi belonging to the genus Fusarium and the mite
Aceria mangiferae are proposed, although the evidence postulates that the mite is only
a carrier of fungal conidia. The symptoms of mango (floral) malformation have important
variations, the etiology of floral malformation is not as well defined as that of bunchy top,
and also the role played by the mite A. mangiferae in both malformations is not well
known, so present work was developed to determine what kind of relation exists among
the mite A. mangiferae, the fungus F. subglutinans and the appearance of different
symptoms characterizing floral malformations. Mango trees cv. Haden were selected in
a nursery placed in a disease-free area, they were treated with a fungicide and an
acaricide before the experiment. These trees were infested the following ways: (1) with
mites proceeding from malformed buds; (2) with mites proceeding from asymptomatic
buds; (3) with mites submitted to a disinfection process; (4) with mites disinfected and
then immersed in a suspension of F. subglutinans 2 X 10° conidia/mL; (5) with F.
subglutinans at the same concentration than (4), the inoculum was deposited on the
previously injured apical buds; (6) the same fungus and concentration of conidia, applied
on uninjured apical buds; (7) control plants treated with distilled water. The trees were
kept in a glasshouse at temperatures 15°C and higher ad with a period of water
shortness to induce blooming. Results show that the mite not only carries the fungus but

that introduces it; by itself it is associated to a reduction in the ratio of hermaphrodite
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flowers. The fungus is associated with a reduction in length of axes, reduction in the
ratio of hermaphrodite flowers, increase in the number of staminodes, segments of
nectaria and diameter of flowers. The association mite-fungus intensifies the symptoms
and then it is considered a component of the malformation phenomenon. Although
symptoms of floral malformation developed, they were moderate and typical malformed

inflorescences did not appear

Key words. Inflorescence malformation, Mangifera indica, Eriophyidae, Fusarium

subglutinans

3.3 ANTECEDENTES
3.3.1 La escoba de bruja

En la mayoria de las zonas productoras de mango en México y el mundo se
presenta un problema fitosanitario denominado deformacion o malformacion floral
(inflorescence malformation), proliferacion vegetativa o “escoba de bruja”. El término
“‘malformation” se ha referido para describir los sintomas en floracion, mientras que
proliferacion vegetativa (bunchy top) se usa para sintomas en brotes vegetativos
(Kumar et al., 1993) y en México ambas manifestaciones se conocen como escoba de
bruja (Diaz y Romero, 1980). Por la gravedad de los dafios que la escoba de bruja
suele causar se han realizado numerosos trabajos sobre este problema, los cuales han
aportado informacion para entenderlo, pero persisten todavia muchos aspectos que
tratar sobre este sindrome.

La deformacion floral fue registrada por primera vez en la India por Watt en 1891
(citado por Kumar y Beniwal, 1992), mientras que la deformacion vegetativa fue citada
por vez primera mas de 60 afios después (Nirvan, 1953). Tripathi (1954) observé que
existia una correlacion entre la severidad de las deformaciones vegetativa y floral en
arboles de mango de diferentes cultivares, por lo que postuld que la deformacion
vegetativa y la floral son dos expresiones de la misma enfermedad. A partir de ese
momento se tomo practicamente como un consenso la propuesta de Tripathi, aunque
tuvieron que pasar mas de 30 afios para que hubiera una evidencia experimental de

que efectivamente los sintomas vegetativos y florales tienen el mismo origen, cuando
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Kumar y Beniwal (1987), en pruebas mediante injertos, determinaron que las ramas que
habian dado lugar a inflorescencias deformes en el afio “on”, originaron brotes
vegetativos deformes en el afio “off”.

La evidencia experimental presentada por Kumar y Beniwal fue un importante
soporte a la hipotesis de que los sintomas vegetativos y florales tienen el mismo origen,
pero en realidad pasé casi desapercibida porque la hipotesis mencionada ya era
ampliamente aceptada entre especialistas. Sin embargo, queda sin explicacion el hecho
de que la deformacion vegetativa empezé a llamar la atencién y fue citada mas de 60
afios después que la deformacion floral; que en varias partes del mundo, incluyendo a
México, la aparicion de la deformacion vegetativa tiene un rezago de varios afios con
respecto a la deformacioén floral, y que en varias partes de México unicamente se
conoce la deformacion floral (Otero-Colina)’

Entre las causas de la enfermedad “escoba de bruja” se han considerado virus,
acaros, desbalances fisiologicos y hongos (Srivastava y Butani, 1973; Kumar et al.,
1993). Sin embargo, las investigaciones sefalan consistentemente a hongos del género
Fusarium como agentes etiologicos de la enfermedad, particularmente en su
manifestacion vegetativa, pues numerosos autores indujeron deformaciones vegetativas
mediante la inoculacion de Fusarium spp., cumpliendo los postulados de Koch
(Summanwar et al., 1966; Bhatnagar y Beniwal, 1977; Diaz y Romero, 1980; Manicom,
1989; Noriega, 1996; Freeman et al., 1999). Sin embargo, debe llamar la atencién que,
a pesar de la evidencia obtenida en estudios tempranos, y que los postulados de Koch
se han repetido en numerosos paises; todavia se discute si hongos del género
Fusarium son los causantes de la enfermedad, y Kumar et al. (1993), entre otros,
todavia consideran que ésta tiene un agente etioldgico desconocido.

Partiendo del supuesto de que, como se ha dicho, la deformacion vegetativa y la
deformacion floral son dos manifestaciones de la misma enfermedad, los datos
obtenidos por el cumplimiento de los postulados de Koch en brotes vegetativos han sido
extrapolados a brotes florales (Diaz y Romero, 1980; Noriega, 1996; Kumar et al.,
1993), lo cual no necesariamente es una extrapolacion valida. En contraste, Varma et

al. (1974) y Freeman et al. (1999) indujeron deformaciones florales mediante la

! Comunicacion personal Gabriel Otero-Colina Profr investigador, del Colegio de Postgraduados Montecillo, México
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inoculacion de F. subglutinans. El primero de esos estudios tiene importantes
deficiencias, como es el hecho de que no incluye un testigo, por lo que sdélo queda la
evidencia de Freeman et al. sobre la asociacidén entre Fusarium spp. y la deformacion
floral. En esto se contrasta con la abundante evidencia experimental de la asociacion
entre dicho hongo y la deformacién vegetativa.

La correcta identificacion de especies de Fusarium asociadas con la escoba de
bruja ha representado importantes problemas. Aunque inicialmente F. subglutinans
(citado como F. moniliforme por Summanwar et al., 1966) fue considerado el agente
etiolégico de la escoba de bruja, Fusarium oxysporum fue citado un agente etiolégico
adicional de ella (Varma et al., 1974, Diaz y Romero, 1980; Noriega, 1996).
Sorprendentemente, las especies F. mangiferae, F. sterilihyphosum, F. proliferatum,
mas otras posiblemente, también se asocian con la enfermedad y han sido postuladas
como posibles agentes etiolégicos (Steenkamp et al., 2000; Britz et al., 2002; Marasas
et al., 2006), lo cual introduce el hecho intrigante de que varias especies de hongos
causan la misma enfermedad.

Como posible fuente de error en los estudios para determinar la etiologia de la
escoba de bruja esta el hecho de que en muchos estudios no se ha excluido la
presencia de contaminantes en las plantas experimentales inoculadas con especies de
Fusarium. Entre estos contaminantes destaca el acaro Aceria mangiferae (familia
Eriophyidae), el cual también de manera consistente esta asociado con yemas de
mango afectadas por la enfermedad. Ya que los acaros de la familia Eriophyidae son
parasitos obligados de plantas y numerosas especies de esa familia han sido citados
como causantes de alteraciones en el crecimiento de las plantas (Westphal y Manson,
1996), el acaro A. mangiferae ha sido también postulado como agente etioldgico de la
escoba de bruja (Narasimhan, 1954; Srivastava y Butani, 1973). Hace mas de 54 afos,
esta era la creencia, incluso Nariani y Seth (1962) afirmaron haber inducido
deformaciones tipicas de escoba de bruja en plantas de mango luego de haberlas
inoculado con ejemplares de A. mangiferae, pero este trabajo ha sido ignorado por los
investigadores en la materia, probablemente porque ambos autores no determinaron si

el acaro estaba o no contaminado con Fusarium u otro tipo de contaminantes.
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Al parecer el acaro A. mangiferae tiene distribucion mundial en mango y siempre
esta presente en areas donde existe escoba de bruja. Sin embargo, existe también en
partes del mundo no afectadas por escoba de bruja, por ejemplo Australia, pais libre de
la malformacién (Ridgeway, 1989, citado por Ploetz y Prakash, 1997) y Florida donde
no se ha visto la enfermedad en mas de 20 anos (Pena et al., 2005), lo que va en
contra de postularlo como agente etioldgico de la enfermedad. Se ha sugerido que A.
mangiferae mas bien es portador de esporas de Fusarium spp. o facilita la entrada de
esporas de dichos hongos a los tejidos del mango, sea introduciéndolas en las yemas o
causando lesiones que faciliten la infeccion. Debe remarcarse que en la mayoria de los
estudios sobre la asociacion de Fusarium spp. con la escoba de bruja del mango, sélo
se han reproducido los sintomas cuando la inoculacion de dicho hongo se ha hecho de
forma sistémica inyectando suspensiones de esporas o causando heridas en las
plantas al momento de aplicar las esporas (Summanwar et al., 1966; Varma et al.,
1973; Diaz y Romero, 1980; Noriega, 1996; Freeman et al., 1999), lo que sugiere que el
hongo requiere de un portador o facilitador de la infeccion.

Otero-Colina et al. (2007) y los resultados obtenidos en el Capitulo Il describen
un método para producir plantas de mango libres de patdégenos; en ellas inocularon
esporas de F. subglutinans, ejemplares de A. mangiferae y combinaciones de ambos.
En ambos estudios se corroboré que el hongo citado causa deformaciones vegetativas
en mango y que el acaro puede causar alteraciones en el crecimiento de plantulas de
mango, pero no deformaciones del tipo caracteristico conocido como escoba de bruja, y
confirmaron también que el mismo acaro es portador de esporas de F. subglutinans, las
cuales causaron deformaciones vegetativas cuando fueron introducidas por el acaro en

yemas de mango.

3.3.2. Diferentes manifestaciones de la escoba de bruja

La deformacion vegetativa, de manera general, se caracteriza porque las yemas
axilares ramas y apices de plantas de mango, que normalmente deberian permanecer
latentes por el fendmeno de la dominancia apical (Phillips, 1975), entran en actividad y

desarrollan multitud de brotes.
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Cuadro 3.1. Sintomas en inflorescencias con escoba de bruja

Sintomas

Campbell
y Marlatt
(1982)

Schlosse
r(1971)

Srivastav
ay
Butani
(1973)

Shawky
etal.
(1980)

Dorest

e
(1984)

Burha
n
(1990)

Kumary
Beniwal
(1992)

Kumar
etal.
(1993)

Otero-
Colina et
al. (2005)

Produccion de
inflorescencias muy
limitada

Inflorescencias
hipertréficas

Eje principal grueso

Reduccioén en la longitud
de eje primario

Engrosamiento de los
ejes secundarios

Reduccioén en la longitud
de eje secundario

Entrenudos cortos

Mas ramas por panicula
con aspecto aglomerado

Mayor nimero de ejes
laterales sobre todo en la
segunda ramificacion

Agrandamiento de
paniculas

Agrandamiento de
pedunculos florales

Flores aglomeradas

Las flores permanecen
mas tiempo sin abrir

Mayor numero de flores

Flores individuales mas
grandes

Flores con grandes
discos

Aumento en el nimero
de estambres

Cambio en la proporcion
de sexos

Flores con ovario no
funcional

Cambio de flores
hermafroditas a
estaminiferas

Pocas flores
hermafroditas

Mayor numero de flores
masculinas

Periodo de floracion mas
extenso

Paniculas mas verdes y
pesadas

Masa compacta de flores
estériles.

Paniculas deformes no
presentan frutos

Frutos en paniculas
enfermas caen en un
estado temprano de
desarrollo

Permanecen como
masas obscuras en los
arboles

El arbol muere en un
periodo de dos a tres
afos

El polen muestra una
pobre viabilidad
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Las yemas axilares de éstos, a su vez, entran también en actividad y dan lugar a
brotes adicionales, y asi sucesivamente proliferan hasta formar una masa compacta de
brotes que se aparta considerablemente de la arquitectura normal de la planta. Los
brotes formados son bastante mas gruesos que aquéllos de los que nacen y las hojas
son pequenas, en forma de escamas (Kumar et al., 1992; Otero-Colina et al., 2005,
entre otros).

Las descripciones de la deformacion floral muestran mas variaciones;
comunmente se dice que el eje primario y los ejes secundarios se engruesan, las flores
son mas grandes y los entrenudos son mas cortos, todo lo cual resulta en
inflorescencias compactas. El desarrollo es mas lento, no se producen frutos y las
inflorescencias permanecen como masas negras hasta el siguiente ano (Schlosser,
1971; Srivastava y Butani., 1973; Kumar y Beniwal, 1992; Kumar et al., 1993).

Debe recalcarse que, en las inflorescencias, el desarrollo de ejes laterales a partir de
las yemas axilares del eje primario es un fendmeno normal (Singh, 1960; Litz, 1997),
por lo que la deformacion floral no es una proliferacion.

Sin embargo, llama la atencion que hay importantes variaciones en la descripcion
de la deformacién floral, de uno a otro estudio. El Cuadro 3.1 muestra las principales
caracteristicas de la deformacion floral, donde se anotan las fuentes que citan cada
caracteristica. Algunas diferencias pueden ser simples omisiones o diferentes formas
de expresion, pero otras son francamente antagonicas. Por ejemplo, en observaciones
llevadas a cabo en mango en el estado de Guerrero, México, Otero-Colina et al. (2005)
no encontraron diferencia significativa en la longitud del eje primario y los secundarios,
en el nimero de ejes secundarios ni en la proporcion de flores femeninas y
hermafroditas entre inflorescencias deformes y asintomaticas, hechos que contrastan
con la mayor parte de las descripciones. En el mismo articulo se observé que las flores
tienen un aumento significativo en el numero de estaminodios, caracteristica que no
habia sido citada antes.

De las diferencias citadas se puede sugerir que la escoba de bruja, al menos en
su manifestacion floral, podria haber sido descrita por diferentes parametros y sin un
método uniforme, no ser la misma de una parte a otra del mundo, o tratarse de un

conjunto de enfermedades que al presentarse juntas se confunden en un solo

51



sindrome. Esta suposicion es congruente con el hecho, citado antes, de que varias
especies de hongos y una especie de acaro (y posiblemente otros organismos no
determinados) estan asociados con la escoba de bruja. Resulta dificil postular que
varias especies de patdgenos causen la misma enfermedad.

Partiendo de lo antes expuesto se postula que la etiologia de la escoba de bruja
en su manifestacion floral, asi como el papel que el acaro A. mangiferae desempefa en
la induccion de esta enfermedad, no estan adecuadamente esclarecidos, por lo que el
presente trabajo se desarrollé6 con los objetivos de determinar qué tipo de relacion
existe entre el acaro A. mangiferae y la aparicion de los diferentes sintomas que
caracterizan a la deformacion de inflorescencias del mango, por él mismo y en su

asociacion con el hongo F. subglutinans, en condiciones de invernadero.

3.4 MATERIALES Y METODOS
3.4.1 Obtencién y manejo de plantas de mango

En un vivero comercial ubicado en la ciudad de Atoyac, en la region conocida
como la Costa Grande de Guerrero, se adquirieron 150 plantas de mango Haden,
injertadas sobre un patron de mango criollo. El sitio anotado fue seleccionado porque
presenta un porcentaje minimo de la enfermedad “escoba de bruja” (EB)?. Un requisito
indispensable en la seleccion de las plantas fue que no presentaran deformacién o
escoba de buja, dafios a simple vista por plagas o enfermedades, ni dafios fisicos; es
decir, visualmente sanas. Las plantas tenian un tamafio aproximado de 1 a 1.5 m de
alto y mismo desarrollo fisiologico.

Antes de establecer el experimento, las plantas de mango se mantuvieron 12
meses en un vivero de Coyuca de Benitez, Guerrero, fuera del area con incidencia de
EB. Se trasplantaron a bolsas de polietileno negro de 12 kg de capacidad con suelo
organico previamente tratado con Counter 15G® (terbufos 5%) 2g/L y Benlate 50 WP®
(benomilo 50%) 1.5 g/L. En el transcurso de los 12 meses se fumigaron con el
insecticida Malathion 1000° (malatién) 1.5 cc/L de agua, el fungicida Manzate®
(mancozeb) 1.5 g/L, a fin de controlar plagas y patégenos, y se fertilizaron con 17-17-

17 de NPK, con lo que se mantuvieron sanas para establecer en ellas los tratamientos.

“Comunicacion personal MC Rubén Cruzaley Sarabia, Investigador en el area de frutales del INIFAP-Guerrero
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En agosto de 2005, las plantas de mango fueron trasladadas a un invernadero en
Tequexquinahuac, Estado de México, area no productora de mango situada a una
altitud de 2250 msnm. El invernadero fue acondicionado con malla antifidos, doble
cortina de plastico, arena de escoria basaltica (tezontle) en el piso y se le instalé un
calefactor de gas con el propdsito de que las plantas se mantuvieran en un periodo de
bajas temperaturas (15 £ 2 °C); es decir, condiciones de un invierno benigno que hiciera
detener sensiblemente el crecimiento vegetativo, se acumularan almidones en los
brotes y se propiciara la diferenciacion a yemas de floracion (Nufez-Elisea y Davenport,
1994). Ademas de las bajas temperaturas, se sometieron a un periodo de sequia con el
mismo proposito (Lu y Chacko, 2000).

Antes de establecer los tratamientos las plantas de mango se fumigaron con
Fumino 56° (i.a fosfuro de aluminio 56% de peso) a una dosis de 1.8 mg / L para
eliminar al 100% los eri6fidos que pudieran estar presentes, siguiendo el procedimiento
desarrollado por Bharadwaj y Banerjee (1973) con ligeras modificaciones. Para ello,
cada planta se coloco en un recipiente cerrado de plastico de 80 L de capacidad, se
aplico la dosis en la base de la maceta y se sell6 el recipiente por 72 horas. Pasado el
tiempo de fumigacion, las plantas se extrajeron del recipiente y se colocaron en el
invernadero. Para verificar la efectividad de la fumigacion, 48 horas después de
aplicado el tratamiento se seleccionaron 10 plantas al azar, a cada una se le corto la
yema apical y ésta se revis6 al microscopio estereoscopico para confirmar que no

hubiera acaros vivos presentes.

3.4.2 Preparacion de ejemplares del acaro A. mangiferae e identificacion de
microorganismos asociados con ellos

Se colectaron yemas vegetativas enfermas y asintomaticas en huertas de mango
Haden de Tuxpan, Guerrero; éstas se colocaron en una hielera y se trasladaron al
laboratorio. Las yemas colectadas se dividieron en tres lotes aproximadamente iguales
de yemas enfermas o asintomaticas (tercios), los cuales se procesaron de la siguiente

forma:
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Un tercio de las yemas asintomaticas y otro de enfermas se conservo en
refrigeracion para recolectar acaros (A. mangiferae) presentes en ellas, los cuales
estaban destinados a ser inoculados en las plantas de mango sin ningun tratamiento
posterior.

Otro tercio de las muestras obtenidas (enfermas y asintomaticas) en campo se
utilizé para recolectar acaros con ayuda del microscopio estereoscopico y con una
pestafa esterilizada con alcohol a 96% se sembraron en PDA (papa-dextrosa-agar) con
la finalidad de identificar los hongos y bacterias que se presentaron asociados al acaro.
Luego de 48 y 72 horas de incubacién, se tomaron muestras de los organismos que
visualmente aparecian distintos en el medio de cultivo y éstos se tifieron con lactofenol
entre porta y cubreobjetos para su observacion bajo el microscopio de campo claro e
identificacién con las claves de Barnet y Hunter (1998).

El ultimo tercio de las yemas vegetativas se utilizd para colectar acaros y
someterlos al siguiente tratamiento de desinfeccion. En la campana de flujo laminar y
con ayuda del microscopio estereoscépico y una pestafia esterilizada con alcohol se
colectaron los acaros y se colocaron en una canastilla construida con tubos Eppendorf
y malla de nylon para serigrafia (300 mallas por pulgada cuadrada) previamente
esterilizada por sumersién en hipoclorito de sodio (Cloralex ®) al 5% por 15 minutos; la
canastilla se puso en una caja Petri con solucién de Tween 80 al 0.01%; al término de
la recoleccion de los acaros, la canastilla se cubrié con un pedazo de malla también
esterilizada y éste se sujetd con un anillo de popote plastico; posteriormente la
canastilla, ya con los acaros, se sumergio en una solucion de hipoclorito de sodio
(Cloralex ®) al 5% por 15 minutos. Transcurridos los 15 minutos, se sacé la canastilla y
se sumergio tres veces en agua destilada estéril, después se escurrié sobre un papel
filtro esterilizado, se quitd la cubierta de malla, se dejaron secar los acaros y entonces
se les colectd nuevamente con una pestaia estéril bajo el microscopio estereoscopico
para transferirlos a las yemas apicales de las plantas de mango. De los acaros que
pasaron el proceso de desinfeccidén, se tomé una muestra al azar de cinco por cada

planta inoculada y se sembraron en medio PDA para verificar la asepsia de los mismos.
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3.4.3 Preparacion del hongo Fusarium subglutinans

Para las inoculaciones del hongo en plantas de mango, se contd con la cepa
monosporica de F. subglutinans GUE INI 95, donada por el Dr. Antonio Mora Aguilera e
identificada por Jean Juba, del Fusarium Research Center (Noriega et al., 1999). Esta
cepa se reactivd en medio PDA; luego de ocho dias de crecimiento en ese medio se
colectaron conidios con un asa bacterioldgica y con ellos se prepard una suspension en
50 mL de agua estéril a una concentracién de 2 x 10° conidios/mL; la concentracién de
conidios se estimé con ayuda de la camara de Neubauer (Nucles y Kuc, 1988).
Ademas se montaron porciones de micelio y conidios para corroborar su identificacién

bajo el microscopio estereoscopico con el objetivo 40X.

3.4.4 Inoculacion de A. mangiferae y F. subglutinans en plantas de mango

Se inocularon acaros procedentes de yemas enfermas y asintomaticas, acaros
desinfectados, el hongo F. subglutinans y la combinacién de ambos para determinar la
respuesta de plantas de mango instaladas en invernadero en las condiciones
previamente descritas.

Se utilizé un disefio completamente al azar con siete tratamientos y quince
repeticiones, bajo las siguientes caracteristicas.
Tratamiento 1. Consistié en la inoculacién de plantas de mango cada una con 20
ejemplares de A. mangiferae procedentes de yemas deformes y sin tratamiento de
desinfeccion. Estos se transfirieron a las inmediaciones de la yema apical sin causar
heridas a las plantas.
Tratamiento 2. Consistid en la inoculacion de plantas de mango cada una con 20
ejemplares de A. mangiferae procedentes de yemas asintomaticas y sin tratamiento de
desinfeccién. La transferencia de acaros fue como en el tratamiento 1.
Tratamiento 3. Veinte ejemplares de A. mangiferae previamente desinfectados con
hipoclorito de sodio, usando el método descrito arriba, fueron transferidos a las
inmediaciones de la yema apical de plantas de mango.
Tratamiento 4. Consistié en la inoculacién de cada planta de mango con 20 ejemplares

de A. mangiferae, previamente desinfectados con hipoclorito de sodio y enseguida
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bafiados en 1 mL de suspension de F. subglutinans a una concentracion de 2 x 10°
conidios / mL.

Tratamiento 5. Inoculacion de las plantas de mango con F. subglutinans. Se fijo un
pedazo de algododn estéril en la base de la yema apical y se depositd con una pipeta de
vidrio estéril 1 mL de suspensién de conidios a una concentracion de 2 x 10° conidios /
mL, sin causar heridas. Inmediatamente después se cubrid la rama con una bolsa de
plastico transparente durante 48 h para mantener una alta humedad en los puntos de
inoculacion.

Tratamiento 6. Inoculacion de las plantas de mango con el hongo F. subglutinans,
siguiendo el mismo procedimiento que el tratamiento 5, con la Unica diferencia de que la
yema apical fue herida con jeringa hipodérmica antes de depositar la suspension de
esporas.

Tratamiento 7. Testigo. Las plantas fueron inoculadas con agua destilada estéril en la
yema apical. Al igual que los dos ultimos tratamientos, se fijo un algodén estéril en la
base de la yema apical, sobre él se depositd 1 mL de agua destilada estéril y el extremo
de la rama se cubrié con una bolsa de plastico durante 48 horas.

Los tratamientos 3 y 4 se realizaron en el laboratorio de Acarologia del Colegio de
Postgraduados debido al proceso de desinfeccion que tuvieron los acaros. El resto de
los tratamientos se establecieron en el invernadero. Todas las plantas se mantuvieron
a una temperatura no menor a15° C y con riegos semanales.

Las variables se tomaron desde las yemas de floracion hinchada hasta la antesis al
100%. Como referencia para comparacién de valores se dividié longitudinalmente al eje
primario en cuatro partes iguales, de la base al apice; se selecciono el eje secundario
mas cercano al primer cuarto y se le designé como eje secundario basal; el eje mas
cercano al segundo cuarto se designé como eje secundario medio; el eje mas cercano
al tercer cuarto se designé como eje secundario distal como se muestra en la Figura 9 y
de acuerdo con Otero-Colina et al. (2005). Con esa base las variables a medir fueron:
longitud en centimetros del eje primario y de ejes secundario basal, medio y apical;
numero de ejes secundarios del eje principal y numero de ejes terciarios de un eje
secundario basal, medio y apical; didmetro del eje primario en etapa de antesis (100%);

diametro en centimetros de las flores abiertas ubicadas en la base y parte distal del eje
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secundario basal medio y apical; proporcion de sexos; numero de segmentos del
nectario y numero de estambres, incluyendo estaminodios; y numero de dias que
transcurrieron desde la activacién de las yemas apicales hasta 50% y 100 % de

antesis.
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Figura 9. Arquitectura de una inflorescencia sana de mango. A eje secundario basal, B secundario medio
y C apical.

Para estimar el diametro de las flores se midieron cuatro flores de la base y
cuatro flores de la parte apical en un eje secundario medio, en un basal y en un apical.
Para la estimacion de la proporcion de sexos se tomaron 50 flores de cada
inflorescencia y se observaron al microscopio estereoscoépico para definir el sexo. Para
namero de segmentos del nectario y estambres se tomaron cinco flores por

inflorescencia e igualmente se observaron bajo el microscopio.

3.4.5 Deteccion de los organismos inoculados

La presencia de A. mangiferae y de F. subglutinans se verifico al término del
experimento, tanto en plantas que habian sido inoculadas con ellos como las que no
habian recibido a dichos organismos. Para ello se tomaron muestras de inflorescencias
y se procesaron por medio de la técnica de lavado y tamizado usando tamices de 325,
400 y 500 mallas (Southwood, 1978). Posteriormente, los sedimentos se observaron

con el microscopio estereoscopico. Los acaros colectados se colocaron en acido
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lactico para aclararlos, posteriormente fijarlos en liquido de Hoyer y se corroboré su
identificacién con las claves de Jeppson et al. (1975) y la descripcion dada por Hassan
(1944) para A. mangiferae.

Para el hongo F. subglutinans se hicieron siembras de pequefas porciones de la
floracion o brote apical, previamente desinfectados con Cloralex® al 1.5% por un minuto
y lavados con agua destilada estéril, en medio PCNB agar (pentacloronitrobenzeno-
agar). De los crecimientos en el medio se tomaron muestras, se tifieron con lactofenol
entre porta y cubreobjetos para su observacion bajo el microscopio de campo claro e
identificacién con las claves de Barnet y Hunter (1998) y el Manual de Fusarium de

Leslie y Summerell (2006).

3.5 RESULTADOS
3.5.1 Obtenciéon y manejo de plantas de mango

Las plantas de mango Haden que se mantuvieron en la Costa de Guerrero y que
fueron tratadas como se describié en materiales y métodos se mantuvieron visualmente
sanas y en condiciones de recibir los organismos asociados a la “escoba de bruja”. El
tratamiento con Fumino 56° (i.a. fosfuro de aluminio 56% de peso) a una dosis de 1.8
mg / L causo la muerte de los acaros alojados en las yemas apicales de las plantas; es
decir, en todas las yemas examinadas bajo el microscopio estereoscépico se
observaron eriofidos muertos en un 100%.

Durante el experimento, las plantas se mantuvieron a una temperatura promedio
de 20°C en el dia y temperaturas no menores a 15°C en la noche. Estas temperaturas
promovieron una floracion en la mayoria de las plantas, la cual dur6 entre 60 y 77 dias.
El Cuadro 3.2 muestra la proporcion de plantas que florecieron en cada uno de los

tratamientos.
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Cuadro 3.2 Proporcion de plantas de mango que florecieron en el invernadero

Tratamiento Plantas que florecieron Plantas que no florecieron
Acaros procedentes de yemas 0.466 0.534
deformes

Acaros procedentes de yemas 0.800 0.200
asintoméaticas

Acaros desinfectados 0.733 0.267
Acaros desinfectados + Fusarium 0.400 0.600
subglutinans

F. subglutinans inoculacién sin 0.533 0.467
heridas

F. subglutinans inoculaciéon con 0.733 0.267
heridas

Testigo 0.900 0.100

3.5.2. Preparacion de ejemplares del acaro A. mangiferae e identificacion de
microorganismos asociados con ellos

La manipulacién de los acaros no produjo en ellos dafios aparentes, incluso
cuando se les sometioé a tratamiento para su desinfeccién. Se observé que los acaros
después del tratamiento mantuvieron su actividad y cuando se les colocé en plantas de
mango fueron capaces de reproducirse. Ademas, cuando se hizo la prueba de asepsia
resulté que no hubo crecimientos de hongos ni bacterias (Cuadro 3.3)
Los acaros provenientes de yemas deformes y de yemas asintomaticas sembrados en
PDA llevaban en su cuerpo F. subglutinans, Fusarium oxysporum y Botryodiplodia sp.

(Cuadro 3.3). Estos hongos se presentaron indistintamente de la procedencia del acaro.

Cuadro 3.3 Organismos asociados al acaro A. mangiferae y verificacion de asepsia de
acaros desinfectados

Muestras en PDA Contaminantes a las 48 h Contaminantes a las 72 h
Acaros procedentes de yemas Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum
deformes Botryodiplodia sp Botryodiplodia sp

Fusarium subglutinans Fusarium subglutinans
Acaros procedentes de yemas Fusarium subglutinans Fusarium oxysporum
asintomaticas Botryodiplodia sp

Fusarium subglutinans

Acaros previamente ninguno ninguno

desinfectados

59



3.5.3 Preparacion del hongo F. subglutinans

La cepa monospodrica de F. subglutinans, GUE INI 95 se rehabilité y verificd su
identificacién por la ausencia de clamidosporas y por la formacién de microconidios en
polifidlides (Leslie y Summerell, 2006; Nelson et al., 1983).
3.5.4 Respuesta de las plantas de mango a la inoculacion de A. mangiferae y F.
subglutinans
3.5.4.1 Longitud de ejes primario y secundarios

De manera consistente las inflorescencias de las plantas testigo tuvieron los
valores mas altos de longitud del eje primario, asi como de los ejes secundarios basal,
medio y apical, pero ninguna de las inflorescencias observadas tenia el aspecto
caracteristico de las afectadas en campo (Figura 10A). Cuando se inocularon
separadamente A. mangiferae o F. subglutinans se observaron ligeras reducciones en
la longitud de los ejes, pero s6lo se observo una reduccion significativa en la longitud de
los ejes secundarios apicales con tratamiento de F. subglutinans sin heridas. Cuando se
inocularon acaros procedentes de yemas deformes y acaros previamente bafiados en
una suspension de esporas de F. subglutinans, se observé una reduccién significativa
en la longitud del eje primario y al menos uno de los secundarios (Figura 10B y Figura
11B). Lo anterior sugiere que la reduccion en la longitud de los ejes primarios y
secundarios de las inflorescencias se asocia con el ataque simultaneo del acaro y el
hongo (Cuadro 3.4).

Cuadro 3.4 Longitud en centimetros del eje primario y de ejes secundario basal, medio
y apical en inflorescencias de mango en la etapa de antesis (100%)

Tratamientos Longitud (cm) Longitud (cm) Longitud (cm) Longitud (cm)

del eje primario  eje secundario eje secundario eje secundario
basal medio apical

Acaros procedentes de 16.255 b 3.238 b 4.078 a 1.083 ab

yemas deformes

Acaros procedentes de 22.905 ab 6425 ab 4.581 a 1.877 a

yemas asintomaticas

Acaros desinfectados 25.969 ab 5188 ab 3.502 a 1.571 ab

Acaros desinfectados + 16.960 b 3.446 b 2.748 a 0.9073 b

Fusarium subglutinans

F. subglutinans inoculacion 30.828 a 4981 ab 4.179 a 0.9071 b

sin heridas

F. subglutinans inoculacién 25.749 ab 7304 a 3.642 a 1.360 ab

con heridas

Testigo 25.105 ab 5748 ab 4267 a 1.703 ab

Valores en la misma columna y con al menos una misma letra en comun no son estadisticamente diferentes (LSD al 0.05%)
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3.5.4.2. Numero de ejes secundarios y terciarios

El cuadro 3.5 presenta datos sobre el numero de ejes secundarios y terciarios.
Se aprecia una reduccion significativa en el nUmero de ejes totales y terciarios basales,
medios y apicales, luego de la inoculacién de acaros previamente banados con conidios
de F. subglutinans, asi como una reduccidon en el numero de ejes terciarios medios
luego de la inoculacion de acaros procedentes de yemas asintomaticas (Figura 10C).
La inoculacion con acaros desinfectados, asi como los tratamientos en los que se
inoculd solo F. subglutinans, no resultaron en diferencia con respecto al testigo en el
numero de ejes secundarios o terciarios (Cuadro 3.5; Figura 10D y Figura 11C, 11D).
Lo anterior sugiere que la asociacién acaro-hongo es la que resulta en una modificacion
en el numero de ejes de las inflorescencias.

Debe resaltarse que en ninguno de los tratamientos se observd un numero
significativamente mayor de ejes secundarios ni terciarios, en lo que se difiere de los

estudios previos donde se califica a la deformacion floral como una proliferacion.

Cuadro 3.5. Numero de ejes secundarios del eje principal y numero de ejes terciarios
de un eje secundario basal, medio y apical.

Tratamientos No. de ejes No. de ejes No. de ejes No. ejes
secundarios terciarios en terciarios terciarios en eje
totales eje secundario en eje secundario  secundario

basal medio apical

Acaros procedentes de 23.714 bc 7,857 ab 8.714 ab 4.714 abc

yemas deformes

Acaros procedentes de 19.5 bc 7917 ab 7.25 b 4.00 abc

yemas asintomaticas

Acaros desinfectados 31.167 a 11.083 a 8.917 ab 5.167 ab

Acaros desinfectados + 17.00 c 7.00 b 5.667 b 3.00 C

Fusarium subglutinans

F. subglutinans inoculacion 30.250 a 9625 ab 8.250 ab 4.125 abc

sin heridas

F. subglutinans inoculacién 30.727 a 10.909 a 7.00 b 3.364 bc

con heridas

Testigo 29375 ab 11375 a 11.5 a 5.625 A

Valores en la misma columna y con al menos una misma letra en comun no son estadisticamente diferentes (LSD al 0.05%)

3.5.4.3 Diametro del eje primario
El Cuadro 3.6 muestra el diametro del eje primario, medido en la etapa de 100%
de antesis. Se observo un incremento significativo en el diametro del eje primario de

inflorescencias en los tratamientos con inoculaciéon de acaros procedentes de campo y
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sin ningun tratamiento previo, donde los acaros presumiblemente estaban
contaminados por microorganismos, entre ellos especies de Fusarium, en comparacion
con el testigo (Figura 10B y 11C). Tanto el tratamiento con acaros desinfectados como
en los tratamientos donde soélo se inoculd F. subglutinans no mostraron incremento
significativo en el diametro de los ejes primarios, lo que sugiere una vez mas que las
deformaciones observadas en inflorescencias de mango son el resultado del ataque
conjunto de A. mangiferae y F. subglutinans (Figura 10D y Figura 11C y D). Sin
embargo y sorprendentemente, el tratamiento de inoculacion de A. mangiferae
previamente bafados en conidios de F. subglutinans no resulté en el incremento
significativo del diametro del eje primario en las inflorescencias. Para este hecho se
sugiere que este tratamiento bajo las condiciones experimentales de este estudio no

influyeron en cambios en el diametro de la inflorescencia.

Cuadro 3.6. Diametro del eje primario de inflorescencias de mango en etapa de antesis
(100%)

Tratamientos Diametro (cm) del
eje primario

Acaros procedentes de yemas deformes 0.9166 a

Acaros procedentes de yemas asintomaticas 0.8692 a

Acaros desinfectados 0.6687 b
Acaros desinfectados + Fusarium subglutinans ~ 0.6573 b
F. subglutinans inoculacién sin heridas 0.6106 b
F. subglutinans inoculacién con heridas 0.6073 b
Testigo 0.6585 b

Valores con la misma letra no son estadisticamente diferentes (LSD al 0.05%)

3.5.4.4. Diametro de las flores

Un panorama general del Cuadro 3.7 muestra que las flores mas grandes se
observaron en la parte distal de los ejes secundarios. Sin embargo, las flores ubicadas
en la parte basal de estos ejes también mostraron mayor diametro que el testigo. Esta
diferencia fue mas marcada cuando los acaros procedian de yemas deformes; es decir,
acaros que presumiblemente tenian alguna especie de Fusarium en su cuerpo.
Respecto a las flores ubicadas en la parte distal, los resultados muestran que las flores

con mayor diametro se ubicaron en el eje basal y corresponden a las plantas inoculadas
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con el hongo y el acaro y aquéllas infestadas con acaros procedentes de yemas
deformes ubicadas en ese mismo eje y en el eje secundario apical. En este mismo
cuadro también se puede observar que en el eje medio, las flores mas grandes se
ubicaron en las plantas infectadas con F. subglutinans previamente heridas. Lo anterior
sugiere que las flores con mayor diametro se desarrollaron cuando estaba involucrado

el hongo en asociacion con el acaro.

Cuadro 3.7. Diametro en centimetros de flores abiertas ubicadas en la base y en la
parte distal de los ejes secundarios basales medios y apicales.

Tratamientos Flores abiertas ubicadas en la base del Flores abiertas ubicadas en la parte distal del
Eje basal Eje medio Eje apical Eje basal Eje medio Eje apical
Acaros 1117 a 0917 ab 0954 a 1.225 b 0.971 b 1.166 a

procedentes de

yemas deformes

Acaros 0.953 bc 0926 ab 0918 a 0.959 c 0.965 b 0.997 bc
procedentes de

yemas

asintomaticas

Acaros 0.880 0.893 b 0943 a 0.911 c 0.985 b 1.017 b
desinfectados cd

Acaros 0.970 b 0.855 b 0.799 b 1446 a 0.887 b 0.903 c
desinfectados +

Fusarium

subglutinans

F. subglutinans  0.985 b 0.996 a 0.981 a 1.053 bc 1524 a 1.105 ab
inoculacion sin

heridas

F. subglutinans 0.869 0910 ab 0910 a 0.952 c 1.011 b 1.026 b
inoculacion con cd

heridas

Testigo 0.864 d 0.866 b 0975 a 0.942 c 0932 b 1.008 bc

Valores en la misma columna y con al menos una misma letra en comun no son estadisticamente diferentes (LSD al 0.05%)

3.5.4.5. Proporcion de flores masculinas y hermafroditas

Todos los tratamientos inoculados solo con A. mangiferae, con F. subglutinans y
con sus combinaciones, fueron diferentes estadisticamente del testigo respecto a la
proporcion de flores masculinas y hermafroditas. En todos ellos existi6 un mayor
porcentaje de flores masculinas y el tratamiento donde se infestaron las plantas con
acaros procedentes de yemas deformes se observé una mayor proporcion que con
acaros bajo un proceso de desinfecciéon (Cuadro 3.8). La reduccion de la proporcion de
flores hermafroditas aparece entonces como efecto tanto del acaro como del hongo

cuando actuan individualmente, y se acentua cuando actuan juntos.
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Cuadro 3.8. Proporcion de sexos en inflorescencias de mango

Tratamientos Flor & % Flor hermafrodita %
Acaros procedentes de yemas deformes 82.00 a 18.00 c
Acaros procedentes de yemas asintomaticas 75.09 ab 24.90 bc
Acaros desinfectados 64.66 b 35.33 b

Acaros desinfectados + Fusarium subglutinans ~ 81.33 a 19.00 c

F. subglutinans inoculacion sin heridas 82.25 a 17.75 c

F. subglutinans inoculacion con heridas 75.45 ab 22.72 c
Testigo 44,75 C 55.25 a

Valores en la misma columna y con al menos una misma letra en comun no son estadisticamente diferentes (LSD al 0.05%)

3.5.4.6. Numero de segmentos en el nectario y estambres

Se observaron flores con estambres adicionales asi como segmentos en el
nectario, caracteristica mas marcada en las plantas inoculadas con acaros procedentes
de campo, comparadas con las inoculadas con acaros desinfectados y el testigo
(Cuadro 3.9 y Figura 12 A). En este cuadro también se puede observar que las plantas
inoculadas con ambos organismos o sélo F. subglutinans tenian mayor numero de
segmentos y estambres. Esto nos permite postular que los sintomas observados se
pueden atribuir a la accion de ambos organismos o bien al hongo (Figura 12 B, C, D).
En esta variable se observa que el numero de segmentos del nectario y el numero de
estaminodios son mayores en el tratamiento de inoculacion de F. subglutinans sin
heridas; esto sugiere que el mayor efecto lo produce el hongo sin necesidad de heridas

o de un agente facilitador.

Cuadro 3.9. Numero de segmentos del nectario y estambres en inflorescencias de

mango
Tratamientos No. de No. Estambres
segmentos

Acaros procedentes de yemas deformes 6.942 c 7.028 c
Acaros procedentes de yemas asintomaticas 6.690 c 7.072 c
Acaros desinfectados 5.516 d 6.116 d
Acaros desinfectados + Fusarium subglutinans 7.75 b 8.000 b

F. subglutinans inoculacion sin heridas 8.625 a 9.325 a

F. subglutinans inoculacion con heridas 7127 c 7.836 b
Testigo 5.400 d 6.075 d

Valores en la misma columna y con al menos una misma letra en comun no son estadisticamente diferentes
(LSD al 0.05%)
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3.5.4.7. Dias transcurridos para llegar a la antesis

En el Cuadro 3.10 se observa que no existieron diferencias significativas al 50%
de antesis; sin embargo, al final del periodo de floracién el testigo culminé la antesis en
un tiempo significativamente mas corto que las plantas inoculadas con acaros
procedentes de yemas deformes. Los valores observados muestran un ligero atraso en

el desarrollo de las inflorescencias, asociado a la combinacion de acaros y hongos.

Cuadro 3.10. Dias al 50% y 100 % de antesis en inflorescencias de mango

Tratamientos Dias al 50% de antesis  Dias al 100% de antesis
Acaros procedentes de yemas deformes 27.143 a 40.167 a

Acaros procedentes de yemas asintomaticas  24.9 a 37.3 ab

Acaros desinfectados 24.583 a 37583 ab

Acaros desinfectados + Fusarium 28.5 a 37.250 ab
subglutinans

F. subglutinans inoculacion sin heridas 26.5 a 36.125 ab

F. subglutinans inoculacién con heridas 27.00 a 38455 ab

Testigo 26.750 a 34.00 b

Valores en la misma columna y con al menos una misma letra en comun no son estadisticamente diferentes (LSD al 0.05%)

3.5.5 Deteccion de los organismos inoculados

En el Cuadro 3.11 se puede observar que donde se infestd con acaros se
recuperaron acaros, pero no en todos los casos, ya que el habitat natural en campo es
principalmente la yema vegetativa y cuando la planta florece el eriéfido tiende a emigrar
(Abou-awad, 1981). En los tratamientos donde se inoculé F. subglutinans se recupero el
hongo, también se recupero en los tratamientos donde se colocaron &caros directos de
campo. En las plantas testigo no se encontraron acaros ni F. subglutinans. Los
crecimientos que se desarrollaron en las muestras de las plantas testigo no mostraron
asociacion con ningun tipo de enfermedad, por lo que se les ignoro.

Cuadro 3.11Recuperacién de organismos inoculados en plantas de mango en

invernadero.
% de plantas % de plantas con
Tratamientos con presencia presencia de F.
de acaros subglutinans
Acaros procedentes de yemas deformes 33.3 40.00
Acaros procedentes de yemas asintométicas  46.6 53.3
Acaros desinfectados 26.6 0
Acaros desinfectados + Fusarium 33.3 80.0
subglutinans
Fusarium subglutinans inoculado sin heridas 0 86.6
Fusarium subglutinans inoculado con heridas 0 86.6
Testigo 0 0
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3.6 DISCUSION

Las condiciones a las que las plantas de mango fueron sometidas indujeron la
floracién en proporciones variables de plantas, segun los tratamientos aplicados. El mas
alto porcentaje de floracion ocurri6 en las plantas testigo, lo que sugiere que la
inoculacion de A. mangiferae y/o F. subglutinans interfiere de alguna manera con la
floracion. Los valores obtenidos son unicos (no hay repeticiones), por lo que no son
susceptibles de compararse estadisticamente, y en este aspecto no hay antecedentes
bibliograficos. Por lo tanto, el hecho de que el acaro y/o el hongo en estudio pudieran
interferir con la floracion del mango podria ser un interesante tema de investigacion.
Repetidamente se ha postulado que el acaro A. mangiferae actua en mango como
portador de esporas de Fusarium spp., y que son estos hongos los agentes etioldgicos
de la escoba de bruja. Sin embargo, la mayor parte de los estudios no dan evidencias
sino soélo postulan este hecho como una posibilidad (Summanwar et al., 1966:
Bhatnagar y Beniwal 1977; Kumar y Beniwal, 1992; Ploetz y Gregory, 1993;
Labuschagne et al., 1993; Noriega, 1996; Freeman et al., 1999 y 2000). El presente
estudio proporciona evidencias que apoyan la posibilidad mencionada, pues se
obtuvieron hongos de varias especies, incluso F. subglutinans y F. oxysporum, cuando
se sembraron ejemplares de A. mangiferae en medio PDA (Cuadro 3.3) procedentes
directamente de las plantas en campo. De la misma forma, se extrajo a F. subglutinans
de plantas de mango que habian sido infestadas con acaros procedentes de campo,
presumiblemente infestados por estos hongos, mientras que no se extrajo a F.
subglutinans de plantas testigo o de las que habian sido infestadas con acaros
previamente tratados con hipoclorito de sodio para la eliminacién de hongos (Cuadro
3.11). Lo anterior muestra que el acaro no solo portaba a hongos del género Fusarium
sino que también fue el vehiculo mediante el cual dichos hongos se pudieron establecer
en plantas de mango.

El acaro A. mangiferae no tiene vias respiratorias, su ano no es funcional y el
diametro de su intestino anterior es de 15 um (Nuzzaci y Alberti, 1996), por lo que se
considera imposible que las esporas de Fusarium spp., que miden entre 25 y 35 um

(Leslie y Summerell, 2006), pudieran penetrar en su interior. Por lo anterior no se le
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considera un vector sino portador de esporas, que estarian sobre su cuerpo, como fue
demostrado en las etapas inicial y final de este experimento.

La escoba de bruja del mango esta caracterizada morfolégicamente por la
alteracion en las variables que se discuten enseguida. En todas ellas hubo algun efecto
de A. mangiferae y/o F. subglutinans. Sin embargo, en ninguno de los tratamientos ni
repeticiones se observaron inflorescencias deformes con el aspecto tipico como se ven
en campo; por lo tanto, hablando estrictamente, el presente estudio no corrobora al
acaro y al hongo citados como agentes etiolégicos de dicha enfermedad.

La longitud de los ejes primario y secundarios de las inflorescencias fue
significativamente menor en plantas tratadas con A. mangiferae, con F. subglutinans 'y
sobre todo con tratamientos en los que se combinaban los dos organismos. Este hecho
apoya la hipotesis de que el efecto combinado de &caro-hongo es causal de
deformaciones, como se ha postulado, posiblemente porque el acaro transporta las
esporas del hongo o las introduce donde pueden germinar e invadir a la planta
hospedante (Noriega et al., 1999; Freeman et al., 1999 y 2000; Gamliel-Atinsky et al.,
2007). De hecho, en plantas infestadas con acaros previamente tratados para eliminar a
los hongos asociados, no se observé diferencia significativa en la longitud de los ejes
primarios y secundarios con respecto al testigo.

Sin embargo, la reduccién en la longitud de los ejes no representa un resultado
concluyente, pues en un estudio sobre la morfometria de inflorescencias de mango
Haden, realizado en el estado de Guerrero (Otero-Colina et al., 2005), las
inflorescencias deformes tipicas no tenian reduccion significativa en la longitud de los
ejes, excepto en las inflorescencias designadas en ese estudio como de tipo 4, las que
no representaban mas de 10% del total.

En relacion con el numero de ejes secundarios y terciarios, fue sorprendente que
las plantas inoculadas con F. subglutinans, asi como con acaros presumiblemente
infestados con ese hongo, tuvieron un numero significativamente menor de dichos ejes.
Este hecho contrasta con descripciones previas de la deformacion floral, que la
consideran una proliferacion (Campbell y Marlatt, 1982; Shawky et al., 1980; Kumar y

Beniwal, 1992; Kumar et al., 1993). De igual manera contrasta con los valores

67



obtenidos por Otero-Colina et al. (2005), quienes observaron una mayor cantidad de
ejes terciarios en los ejes secundarios mediales y distales de inflorescencias deformes.
El diametro de las inflorescencias y el tamafio de las flores son posiblemente los
caracteres que de manera mas consistente representan a la deformacion floral del
mango. Probablemente, mas que un acortamiento de las inflorescencias, el aumento en
el calibre de los ejes, asi como en el tamafio de las flores, es lo que da a las
inflorescencias su aspecto compacto caracteristico. De hecho, es claro que las
inflorescencias deformes son claramente mas pesadas que las sanas, o asintomaticas,
pero no se cuenta con valores numéricos sobre el peso de unas y otras. En el presente
estudio se observd un incremento significativo en el diametro del eje primario de las
inflorescencias infestadas con acaros procedentes de campo, presumiblemente
infestados con Fusarium spp., lo que sugiere que es la asociacion acaro-hongo la que
resulta en dicho incremento. Sin embargo, aunque las inflorescencias citadas tuvieron
un incremento en el ancho y en el diametro de las flores, no alcanzaron el aspecto
compacto caracteristico de las inflorescencias tipicas.

El cambio en el sexo de las flores, o dicho de otra forma, la alteraciéon en la
proporcion de flores masculinas con respecto a hermafroditas, ha sido tema de
discusion pues algunos autores lo consideran parte de las caracteristicas de la
deformacion floral, mientras que otros opinan lo contrario (ver Kumar et al., 2003). En el
presente estudio todos los tratamientos resultaron con una proporcién
significativamente mayor de flores hermafroditas con respecto al testigo, aunque la
proporcion mas elevada se asocia con tratamientos que incluyen la inoculacion de
Fusarium spp. En contraste, en el mismo cultivar (Haden) y en sitio relativamente
cercano (Tuxpan, Guerrero), Otero-Colina et al. (2005) no observaron diferencias
significativas en la proporcién de flores masculinas y hermafroditas entre inflorescencias
deformes y asintomaticas en condiciones de campo.

Dentro de las multiples descripciones de la deformaciéon floral, hechas por
numerosos autores en otros tantos paises, solo Otero-Colina et al. (2005) observaron
que las flores de mango de inflorescencias deformes tienen un incremento significativo
en el numero de segmentos en que se divide el disco de nectarios, asi como en el

numero de estaminodios. Esta caracteristica podria estar presente sélo en México o
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bien ser un parametro no considerado por otros investigadores. Es una caracteristica
muy evidente, aun a simple vista, y el numero de segmentos y estaminodios iba de 12 a
14, contra cinco en flores “normales”. En el presente estudio el nimero de estaminodios
fue significativamente mayor en plantas inoculadas con los tratamientos que incluian a
Fusarium spp., lo que concuerda con Otero-Colina et al. (2005) y asocia a dicho hongo
con la aparicion de una de las caracteristicas de la deformacion, al menos a nivel local.
Sin embargo, el numero de estaminodios fue en promedio mas alla de nueve.

Entre las caracteristicas de la deformacion floral esta la prolongacion en el
desarrollo de las inflorescencias (Srivastava y Butani 1973; Sternlicht y Goldenberg,
1976); es decir, el periodo de floracién es mas extenso. En el presente estudio no se
observo diferencia significativa en el tiempo requerido para alcanzar el 50% de antesis,
pero en el tratamiento infestado por acaros procedentes de yemas deformes si se
observé diferencia en el tiempo transcurrido para alcanzar 100% de antesis. Estos
acaros presumiblemente estaban contaminados con Fusarium spp., en cuyo caso el
atraso en la antesis podria asociarse con la infeccion con dicho hongo. Sin embargo, el
atraso en la antesis en dicho tratamiento fue de seis dias con respecto al testigo, en lo
que se contrasta con Otero-Colina et al. (2005), quienes observaron atrasos hasta de
tres meses. Ademas, en los demas tratamientos que incluyeron alguna forma de
aplicacién de Fusarium no se observo atraso en la antesis, lo que va en contra de

postular la asociacién Fusarium-atraso.

3.7 CONCLUSIONES

El acaro A. mangiferae no solo porta a F. subglutinans sino que facilita su
entrada al interior de las yemas y con ello favorece el desarrollo de deformaciones.

El acaro A. mangiferae por si solo se asocia con reduccién en la proporcién de
flores hermafroditas.

El hongo F. subglutinans se asocia con reduccion en la longitud de los ejes,
diametro de ejes, reduccion en la proporcion de flores hermafroditas, aumento en
numero de estaminodios y segmentos del nectario y aumento en diametro de las flores.

La asociacion acaro-hongo intensifica los sintomas de deformacion floral.

El acaro A. mangiferae es parte integral del fendmeno escoba de bruja.
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Aunque se desarrollaron sintomas de deformacion floral, fueron de bajo nivel y

no se desarrollaron deformaciones tipicas.
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Figura 10. Inflorescencias de mango previamente infestadas con acaros. A Testigo, B con acaros
procedentes de yemas deformes, C con acaros provenientes de yemas asintomaticas y D con acaros

bajo un proceso de desinfeccion.
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Figura 11. Inflorescencias de mango previamente inoculadas con Fusarium subglutinans y en asociacion
con el acaro A. mangiferae. A Testigo B hongo + acaro C F. subglutinans inoculado sin causar herida D
F. subglutinans inoculado previas heridas.
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Figura 12. Flores que muestran un aumento en el numero de estambres y segmentos en el nectario. A
Planta inoculada con acaros de yemas deformes. B Con Fusarium subglutinans sin causar herida. C Con
hongo + acaro. D Con F subglutinans con herida.
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CONCLUSIONES GENERALES

La informacién generada en la presente investigacion arroja datos importantes
sobre la enfermedad denominada escoba de bruja; algunos de estos datos corroboran
los estudios etiolégicos realizados por otros investigadores, pero ademas aporta
elementos que permiten esclarecer qué tipo de relacion existe entre el acaro Aceria
mangiferae y la aparicion de los diferentes sintomas que caracterizan la enfermedad en
floracion y vegetativa, por él mismo y en su asociacion con el hongo Fusarium
subglutinans. Por lo tanto, los resultados nos permiten llegar a las siguientes
conclusiones:

- La siembra in vitro de embriones de mango permitio la germinacién de plantulas
sanas, vigorosas y garantizd que dichas plantas estuvieran libres de todos los
contaminantes que pudieran desarrollarse en medio B5.

- El disefio de los envases asépticos, el método de esterilizacion y el de riego
mantuvieron a las plantas libres de todo organismo contaminante que pudiera
desarrollarse en suelo o en las plantas mismas, lo que las hace utiles para aclarar
relaciones de etiologia.

- Los contaminantes identificados en embriones en medio B5 modificado
(Penicillium sp., Aspergillus sp., Xanthomonas sp. y Cladosporium sp.) en el sustrato
suelo+agrolita, (Cladosporium sp., Alternaria sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp. y
Fusarium sp.) y en los componentes del frasco cerrado (Helmithosporium sp.,
Curvularia sp., Penicillium sp. y Syncephalastrum sp.) se consideran organismos
oportunistas que se establecieron por el manejo de los embriones y durante el riego.

- El acaro A. mangiferae se desempefia como medio de transporte y facilita la
infeccion de la planta por parte del hongo F. subglutinans. Ademas, la asociacion acaro-
hongo promueve e intensifica los sintomas de escoba de bruja en estado vegetativo y
de floracion, lo que sefala al eriéfido como parte de este sindrome.

- El 4caro A. mangiferae por si solo es capaz de crear deformaciones en las
plantas en etapa vegetativa, pero no del tipo caracteristico de la escoba de bruja sino
por desarrollo de brotes multiples y anormales a partir de la yema apical. Dicho acaro

no suprime la dominancia apical.



- Los datos del presente trabajo corroboran al hongo F. subglutinans como
agente causal de la escoba de bruja o deformacion vegetativa del mango.

- El acaro A. mangiferae en etapa floral, por si solo se asocia con reduccion en
la proporcién de flores hermafroditas.

- El hongo F. subglutinans en época de floracién se asocia con reduccioén en la
longitud de los ejes, diametro de ejes, reduccidbn en la proporcion de flores
hermafroditas, aumento en numero de estaminodios y segmentos del nectario y
aumento en diametro de las flores.

- Aunque se desarrollaron sintomas de deformacion floral, fueron de bajo nivel y
no se desarrollaron deformaciones tipicas de la enfermedad. Por lo tanto, el presente
trabajo no corrobora al hongo F. subglutinans como agente etioldgico de la deformacion

floral del mango.
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