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1. RESUMEN
Este estudio aporta conocimientos acerca de los principales cambios morfohistologicos que tienen
lugar durante siete etapas de desarrollo del fruto y la semilla de mango (Mangifera indica L.) de las
variedades ‘Haden’ y ‘Manila’ y, por otro lado, evalta al ozono como un método de prevencion de
antracnosis, una de la enfermedades que provocan las mayores pérdidas en postcosecha. Flores,
frutos y semillas en diferentes estados de desarrollo se colectaron en Sinaloa, México. Muestras de
tejido (exocarpo, mesocarpo, endocarpo y semilla) se fijaron en FAA y glutaraldehido y prepararon
mediante técnicas histoldgicas convencionales para microscopia optica y electronica. Algunos
frutos maduros de ambas variedades se inocularon con esporas de Colletotrichum gloeosporioides,
frutos inoculados y no inoculados se incubaron durante 11 dias para cuantificar los sintomas de la
antracnosis. Después de la fecundacion, los fitoreguladores inducen la transformacion del ovario en
fruto, estos cambios ocurren en aproximadamente 115 a 120 dias, en este periodo se diferencian los
tejidos: exocarpo, mesocarpo, endocarpo y la semilla. El patron de desarrollo, después de la
fecundacion comienza con un crecimiento lento en las primeras cinco semanas. La tasa de
crecimiento se incrementa exponencialmente de la sexta a la décimo tercera semana y mas tarde se
presenta una tasa lenta hasta la madurez. En la variedad ‘Manila’ la diferenciacion de los tejidos del
fruto ocurre de manera mas acelerada que en la ‘Haden’, asi como la acumulacion de sustancias
amilaceas y, por lo tanto, la maduracion y senescencia también se presentan de forma relativamente
anticipada, lo que explica la corta vida de anaquel de los frutos de la variedad ‘Manila’ y el hecho
de que se dificulte su exportacion a destinos lejanos. El exocarpo y el endocarpo en la var. ‘Haden’
son mas gruesos, lo que le confiere mayor firmeza y resistencia contra dafios mecanico, por frio o
ataque de patdgenos, tanto en el fruto como en la semilla. La var. ‘Haden’ presenta una semilla con
un solo embridn de tipo sexual, mientras que en ‘Manila’ se presentan varios embriones, uno de
ellos es sexual y el resto son de origen nucelar. Después de la fecundacion, el cigoto permanece sin
dividirse en el extremo micropilar del saco embrionario, mientras que el endospermo comienza su
desarrollo, inicialmente el endospermo es de tipo sincicial y posteriormente se celulariza y el
embrion ocupa la mayor parte del saco embrionario, ya que consume al endospermo. La
diferenciacion del endospermo y el desarrollo a embrién acorazonado ocurre cuando el fruto
alcanza aproximadamente cuatro centimetros de longitud en ambas variedades. El ozono resulto un
buen método de prevencion de antracnosis en mango a una concentracion de 2.0 mg.L" de ozono,
con la ventaja sobre otros métodos tradicionales como el tiabendazol y el benomil de no dejar

residuos toxicos y sin reducir sensiblemente la calidad de los frutos.



ABSTRACT
This study contributes to the knowledge of the main mophohystological changes that take place
during seven stages of fruit and seed development of mango (Mangifera indica L.) in the
'Haden' and 'Manila’ varieties. It also evaluates ozone aplication as a method for anthracnosis
prevention. This is one of the diseases that cause greater losses after harvest. Flowers, fruits and
seeds in different development stages were collected in Sinaloa, Mexico. Tissue samples were
fixed in FAA and glutaraldehide and prepared by conventional technics of histology for optical
and electronic microscopy. Some mature fruits of two varieties were inoculated with spores of
Colletotrichum gloeosporioides, both inoculated and no inoculated fruits were incubated during
11 days to quantify the anthracnosis symptoms. After the fecundation, the phytoregulators
induce the transformation of the ovary in fruit. Fruit development occur in a period of 115 to
120 days. In this process exocarp, mesocarp, endocarp tissues and the seed differentiate. After
the fecundation, the development pattern starts with a slow growth which extends for the first
five weeks; then the growth rate increased exponentially from the sixth to the thirteenth week
and after that it proceeds at a slower rate until maturity. In ‘Manila’ fruits differentiation of
tissues occur more rapidly than in 'Haden'. The accumulation of amilaceous substances and
maturation and senescence processes take place earlier than in 'Haden', which explains the
shorter shelf life of 'Manila' fruits and their limitation to be exported to distant destinations. The
exocarp and the endocarp in 'Haden' fruits are thicker, which confers greater firmness and
resistance to mechanical damages, cold damage or pathogen attack, to both, the fruit an the
seed, respectively. 'Haden' variety presents a seed with a single sexual embryo, while in
'Manila' several embryos are present. One of these is sexual and the rest are nucellar in origin.
During the first stages of embryogenesis, the zygote remains without being divided at the
micropilar end of the embryonic sack, while the endosperm starts to develop. Initially
endosperm is syntitial, and later becomes cellular. When this happens, the embryo occupies
most of the embryonic sack, and the endosperm is consumed. The endosperm and heart
embryo differentiation occur when the fruit reaches four centimeters in length approximately in
both varieties. The ozone is a good method for anthracnosis prevention in mango at a
concentration of 2.0 mg.L™" ozone, with the advantage over other traditional methods such as
the tiabendazol, that it does not leave toxic residues and without reducing the quality of the

fruits sensibly.



3. INTRODUCCION

Morfolégicamente, la familia de las Anacardiaceas a la cual pertenece el mango ha recibido
poca atencion. El mango Mangifera indica L. es la especie cultivada de mayor distribucion
mundial de la familia (entre 33° de latitud Sur y 36° de latitud Norte), es el tercer cultivo
tropical de importancia econdmica a nivel mundial, superado solo por el platano y la pifia

(Galan, 1993; 1999).

El mango es una especie que se origind probablemente en la regiéon Indo-Malaya, se
cultiva desde hace mas de 6000 afios (Hill, 1952; Mata y Mosqueda, 1995). Se reconocen
dos centros de domesticacion, uno en la India para las variedades monoembrionicas y otro
en Myanmar, Tailandia, Filipinas e Indonesia para las poliembridnicas lo que explicaria las
diferencias existentes entre los cultivares poliembrionicos de Myanmar, Tailandia,
Indochina y Vietnam, y los cultivares monoembrionicos de la India (Bompard y Schnell,
1997). Actualmente se producen mas de 26 millones de toneladas de mango en mas de 100

paises de los tropicos y subtrépicos Grafica 1 (FAO, 2002).

En México, los espanoles lo introdujeron a fines del siglo XVIII y principios del siglo XIX
(Mosqueda, ef al. 1996). A Florida llega en 1861 (Campbell, 1992). La obtencion en 1912
en Florida de los cultivares Haden, Tommy Atkins, Kent, Keitt ¢ Irwin por el Bureau of
Plant Industry del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, marca el desarrollo
moderno de este cultivo en el Occidente, no solo adaptado para cultivo comercial en varios
paises, sino que dichas variedades han servido de base a los programas de mejora de Israel,

Sudéfrica y Australia (Galan, 1999).

Actualmente 25 de los 32 estados de la Republica Mexicana producen mango,
localizandose 91% de la superficie plantada en los estados de Veracruz, Michoacan,

Nayarit, Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Sinaloa, Colima, Jalisco y Campeche, los que aportan



el 94% de la produccion total del pais, que en el afno 2001 super6 el milléon y medio de

toneladas (Grafica 2) (Mata y Mosqueda, 1995).

El estado de Sinaloa, uno de los exportadores mds importantes del pais, participa con
alrededor de un 23% en la exportacién de mango. La region es considerada como una de las
mejores en calidad de fruta, por lo que es la que tiene mayor participacion en el mercado
europeo y de Japon (Loubet, 2000), localizandose principalmente en los municipios de

Escuinapa, El Rosario, Mazatlan y Concordia (Guzman, et a/, 1993).

El mango es un frutal de importancia socioecondémica en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo. En México, la produccion se ha incrementado afio tras afio debido
a la demanda nacional e internacional (Ruiz, 2001). En el afio 2002 nuestro pais ocupo el
tercer lugar como productor antecedido por la India y China (Grafica 3) (FAO, 2002).
Como exportador México ocupa el primer lugar, comercializando en los mercados
internacionales un volumen cercano a las 206 mil toneladas de mango fresco por afio

(Grafica 3.3) (FAO, 2000).

Hasta ahora el mercado de exportacion para el mango mexicano esta orientado
principalmente a América del Norte, debido a su cercania, aunque también exporta a
Europa, Japon, Nueva Zelanda, Australia y Chile. Entre las variedades de exportacion mas
comerciales estan: "Tommy Atkins' (43%), 'Haden' (22%), 'Kent' (15%), 'Ataulfo’ (13%),
'Keitt' (7%) y recientemente se introducen pequefios volimenes de 'Manila' (De los Santos
y Mosqueda, 1989; Crane et al., 1997, Wong, 1998; Baez, 1998; Galan, 1998; EMEX
A.C.,1999; Loubet, 2000).
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Grafica 3. Exportacion mundial de mango

El cultivo del mango en México enfrenta problemas sociecondmicos, tecnologicos y
fitosanitarios que provocan dafios directos en la producciéon y calidad de los frutos, lo que
afecta notablemente la comercializacion (Vega, 1994; Ruiz, 2001; Ponce de Leon, ef al.,

2003)

El mango es una especie que puede contraer numerosas enfermedades, se conocen
alrededor de 90 patdgenos (hongos y bacterias) que afectan el cultivo (Galan, et al., 1982).

En el cuadro 1 se citan las enfermedades que causan las mayores pérdidas a nivel mundial.

El sintoma provocado por el hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz. se denomina
antracnosis y es una de las enfermedades que afecta al mayor volumen de frutas en diversos
cultivos, entre los que se encuentran el mango, el aguacate, la papaya, el platano y los

citricos principalmente (Jeffries et al, 1990; Alahakoon et al., 1994; Nieto et al 1997).

Actualmente la aplicacion tradicional de fungicidas como tiabendazol, maneb, mancozeb,
propineb zineb, clortalonil, captafol, benomilo, captan, oxicloruro de cobre y metil
tiofanato han sido eficaces para el control de la antracnosis (Galan, 1999), pero éstos,
ademds de presentar efectos adversos en el ambiente, favorecen la presencia de residuos
toxicos en los productos alimentarios, por lo que se estdn investigando tratamientos de
prevencién y control alternativos como: hidrotermia, irradiacion, refrigeracion, atmosferas

modificadas o controladas (Bosquez, 1997) y ozonizacion (Ponce de Leon et. al. 2001).

El ozono es un dimero del oxigeno que se sintetiza a partir de éste en la naturaleza
utilizando la energia liberada por las descargas eléctricas, es un gas con un gran efecto
germicida por sus propiedades oxidantes, liberado en el aire o en solucién la molécula es
inestable, se mantiene solo de 15 a 20 min a temperaturas entre 10 y 20°C y después se
descompone en oxigeno sin dejar residuos toxicos (Gordon, 1979; Ponce de Leén et al.,

2001).



En los ultimos afios, se han realizado grandes esfuerzos en manejo integrado con el objetivo
de reducir el nimero de tratamientos quimicos (Téliz, 1998), incluso se trabaja en la
produccion de fruta organica sin tratamientos quimicos y sin abonos de sintesis, cuya

demanda va en aumento en los mercados europeos (Galan, 1999).

Se han reconocido como plagas de menor o mayor importancia en mango a 87 de 206
especies de insectos y acaros. Entre las plagas mas serias se pueden mencionar a las moscas
de la fruta, el taladrador de la semilla, diversas cochinillas, los trips, los gorgojos y los
acaros, que alimentandose directamente de cualquier parte de la planta, raspando u
ovopositando pueden causar pérdidas de diferentes magnitudes. El taladrador de la semilla
y algunas larvas penetran la pulpa de la fruta y en ocasiones la semilla. Otras plagas, como
Otheris materna L., Gonodonta pyrago Cram, G. Clotilde Stoll y Leptoglossus stigmai
Herbest se presentan s6lo en la pulpa de los mangos maduros. Los trips, también pueden
considerarse entre los que causan pérdidas importantes en flores y durante las fases
tempranas del desarrollo de las frutas. Las moscas de la fruta pertenecen a los géneros
Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis, Dirioxa y Toxotrypana, se encuentran en todas las areas
de cultivo del mundo tanto en frutos verdes como maduros dependiendo de la especie

(Galan, 1997; Peia y Mohyuddin, 1997; White y Elson-Harris, 1992).

Hasta ahora las plagas se han controlado con la aplicaciéon de una amplia variedad de
quimicos, entre los que se encuentran: el diclorvos, endusulphan, dimethoate, fenithrotion,
carbaryl y malathion (Nachiappan y Baskaran, 1986; Yee, 1987; Wysoki, et al., 1993). La
utilizacion continta de insecticidas ha traido como consecuencia que algunas especies de
insectos hayan adquirido resistencia, y ademads algunas pestes menores se han transformado
en pestes de mayor impacto. Por otro lado, al aplicar insecticidas se perturba el medio
ambiente y se afecta la salud del consumidor, por lo que la tendencia es a reducir la
aplicacion de quimicos y promover los programas de manejo integrado de plagas (T¢liz,
1998). El control biologico, utilizando parasitoides, depredadores naturales e insectos
estériles dentro de las poblaciones ha sido exitoso (Cunningham, 1984; Barclay, 1987;

Mohyudiin y Mahmood, 1993; Wysoki, et al., 1993; Pefia, et al., 1997).



Cuadro 1. Enfermedades mas relevantes del mango

Enfermedad

Patogeno

Antracnosis

Malformacion o escoba de bruja

Oidio o cenicilla
Muerte descendente
Fumagina

Pudriciones de la base del fruto
(Pudricion de pedunculo)

Mancha foliar gris
Pudricién negra
Rofia

Mancha negra bacteriana

Pudricion por moho negro

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. in
Penz y su variante C. gloesporioides var.minor Simmonds.

Fusarium subglutinans Wollemweb & Reinking.
Fusarium oxysporum Schlecht.

Oidium mangiferae Berthet.

Botryodiplodia theobromae Pat.

Capnodium mangiferae P. Henn.

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.
Dothiorella dominicana Petrak. et Cif.
Dothiorella mangiferae H. et P. Syd. et But.
Phomosis mangiferae Ahmad.

Pestalotiopsis mangiferae (Henn.) Steyaert.
Pestalotiopsis mangiferae (Henn.) Steyaert.
Alternaria alternata (Fr.) Kreisler.

Elsinée mangiferae Betancourt & Jenkin.

Xanthomonas campestris pv. Mangiferae indicae (Patel,
Moniz & Kulkarni) Robbs, Ribeiro & Kimurat.

Aspergillus niger Tieghem.

Fuente: Fitzell y Peak, 1984; Jeffries et al, 1990; 1994; Lim, 1994; Tandon, et al., 1955 ; Nieto et
al 1997; Dodd et al., 1997; Ploetz y Prakash, 1997; Manicom, 1998; Galan, 1999; Ruiz, 2001.




OBJETIVO GENERAL

Describir el patron de desarrollo del fruto y la semilla de mango de la variedad ‘Haden’ y

evaluar al ozono como un método de prevencion de antracnosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Caracterizacion morfohistologica de flores, semillas y frutos en diferentes estados de

desarrollo de mango variedad ‘Haden’.

e Comparacion de algunos eventos fundamentales del desarrollo de la semilla y del

fruto en la variedad ‘Manila’.

e Evaluacion de la efectividad del ozono para la prevencion postcosecha de antracnosis

en frutos de mango.

HIPOTESIS

Las caracteristicas pre y postfecundacion del 6vulo y del ovario que distinguen a las
variedades de mango contribuyen a explicar las diferencias tanto estructurales como
fisiologicas presentadas por las semillas y los frutos. Estas diferencias condicionan la
respuesta de los frutos frente a tecnologias de conservacion y les confieren distinta

susceptibilidad a enfermedades.



4. METODOLOGIA

Flores y frutos

Caracterizacion morfohistolégica

Preparacion de muestras Evaluacion de gerninacion

Preparacién de muestras

Preparacion de muestras

Preparaciéon de muestras
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5. DESCRIPCION DEL SITIO DE COLECTA

5.1. Localizacion de la huerta La Pedregosa

Flores y frutos de mango de las variedades ‘Haden’ y ‘Manila’ se colectaron en la huerta la
Pedregosa en el municipio de El Rosario, Sinaloa, México. El Rosario est4 localizado a 76
km al sudeste de Mazatlan y a 299 km de Culiacan en el estado de Sinaloa. Latitud: 22°59’
N; longitud: 105° 51° W; altitud: 35 msnm. La huerta la Pedregosa se encuentra ubicada en
el entronque de las carreteras El Rosario (kilémetro 13) - Agua Verde, a 2.5 km del poblado

El Matadero.

5.2. Descripcion de la huerta La Pedregosa

La Pedregosa tiene una dimensién de 70 hectareas, con 360 arboles por hectarea, los
arboles tienen entre 25 y 30 afos de edad y una altura de 8 a 10 m. En la huerta se cultiva
mango de las variedades ‘Manila’, ‘Haden’, ‘Kent’, ‘Keitt’, ‘Kit’ y ‘Tommy Atkins’. La
produccion de fruta por hectarea al afio es de 30 a 40 toneladas. La huerta recibe un manejo
convencional, es decir, se aplican fertilizantes y fungicidas periddicamente, el sistema de

riego es por goteo.

Las condiciones ambientales de la huerta La Pedregosa son las siguientes:

Suelo: pH: 5.6 -8.0; salinidad:0.2 -1.7 miliomhs; profundidad: 30- 100 m; textura: franco
arenosa, franco arcillosa y arcillosa; composicion: arcilla: 53.76%, limo: 14.16%, arena:
32.08%.

Temperatura: Minima extrema: 5.5° C; Méxima extrema: 41° C; Méaxima: 20.75 — 30° C.
Precipitacion pluvial total anual: 954 mm.

Evaporacion total anual: 1787 mm.

Periodo de lluvias: Julio, agosto y septiembre.

Periodo seco: Febrero, marzo, abril y junio.
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6. DESARROLLO DEL FRUTO Y LA SEMILLA VAR. ‘HADEN’
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6. DESARROLLO DEL FRUTO Y LA SEMILLA VAR. ‘HADEN’

6.1. ANTECEDENTES

6.1.1. Caracteristicas botanicas

El mango pertenece a la familia de las Anacardiaceas (Cuadro 2), el género Mangifera
comprende 69 especies (Kosterman y Bompard, 1993) El arbol del mango es una planta
perenne que puede alcanzar en los tropicos hasta cuarenta metros de altura, pero en los

subtrdpicos dificilmente supera los diez a quince metros (Hulme, 1971; Goguey, 1995).

El mango es una planta monoica pero poligama, presenta en la misma panicula flores
hermafroditas y masculinas (Goguey, 1995). Tanto el nimero de flores como la proporcion
de flores hermafroditas varia en funcion del cultivar, condiciones climaticas, época de
floracion y productividad del arbol (Singh, 1963; Singh, et al., 1966; Galan, et al., 1984). El
color de la inflorescencia asi como de la flor es caracteristico también de cada variedad

(Mukherjee, 1997; Galéan, 1999).

Cuadro 2. Posicion taxonoémica del mango

Clase Dicotiledoneas
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Suborden Anacardiineae
Familia Anacardiaceae
Género Mangifera
Especie indica

Fuente: Galan, 1999.

El fruto del mango es una drupa grande y carnosa cuya semilla puede contener uno o mas
embriones. Los mangos de tipo indii (monoembridnicos) son de los que derivan la mayoria
de los cultivares comerciales actuales: ‘Haden’, ‘Tommy Atkins’, ‘Kent’, ‘Keitt’. Los

mangos poliembridnicos se utilizan normalmente como patrones, aunque hay algunos
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cultivares importantes poliembridnicos, tales como, ‘Manila’, ‘Kesington’ o ‘Nan Doc Mai’

(Galéan, 1999).

El fruto posee un mesocarpo comestible, de grosor variable con un sabor de trementina a
dulce, pasando por diversos grados de acidez. La fruta madura del mango contiene
aminoacidos, hidratos de carbono, acidos grasos, minerales, 4cidos organicos, proteinas,
vitaminas y azlcares: sacarosa, glucosa y fructosa. Muchos de los valores de la
composicion del mango son variables dependiendo de los cultivares y del grado de
madurez; en el cuadro 3 se presenta un ejemplo de un andlisis realizado por la USDA en

1992.

Cuadro 3. Contenido nutrimental del fruto del mango

Componente Contenido en 200 g de pulpa de mango
Calorias 540¢g
Proteinas 0.6g

Hidratos de carbono 140¢g
Lipidos 035¢g
Sodio 6.0 mg

Potasio 156.0 mg

Vitamina A 3960.0 IU
Vitamina C 29 mg

Fuente: Ponce de Leon, 2003.

El exocarpo puede ser delgado o grueso y glanduloso, mientras que el endocarpo es grueso
y fibroso. Los frutos de mango varian en peso desde 200g hasta 2kg y en forma desde
redonda hasta ovoide, arrifonados y a veces aplanados lateralmente y en cuanto al color,
este varia entre verde, amarillo y distintas tonalidades de rosa, rojo y violeta (Mukherjee,

1997, Galan, 1999).
La variedad ‘Haden’ es la mas antigua de las variedades de Florida, Estados Unidos

(1902). Fue sembrada por Jonh J. Haden, proviene de un arbol de la variedad ‘Mulgoba’

originaria de la India. Es monoembrionica, temprana, sus arboles son corpulentos,
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vigorosos y de alto rendimiento (165 kilogramos de fruta por arbol aproximadamente);
necesita de la fecundacion cruzada para formar el embrion, se propaga vegetativamente o
por injerto para conservar sus mejores caracteristicas. Los frutos son drupas carnosas de
forma oval y base redonda, regularmente de tamafio grande que miden entre 10.5 a 13 cm
de largo, con un peso que varia de 270 a 430 gramos y una media de 311 gramos; maduran
en color amarillo y rojo carmin, con numerosas lenticelas de color blanco. La pulpa es
jugosa, con fibra regular y de un buen sabor ligeramente 4cido. Su vida de anaquel a
temperatura ambiente es de seis dias. En México, el mango ‘Haden’ junto con el ‘Tommy
Atkins’, ocupan las mayores superficies dentro de las variedades comerciales. ‘Haden’
ocupa el segundo lugar en volumenes de exportacion de mango (22%), antecedida por
‘Tommy Atkins’ (43%). La variedad ‘Haden’ se cultiva en los estados de Guerrero (36%),
Michoacén (24%), Nayarit (15%), Jalisco (11%), Sinaloa (7%) y Colima (7%) (Loubet,
2000). Dependiendo de la latitud en México, se cosecha desde febrero hasta principios de

julio (Ireta, 1988; Guzman, et al, 1993; Mosqueda, et. al., 1996).

6.1.2. Caracteristicas de las flores

Las flores estan dispuestas en paniculas que miden entre 10 y 60 cm, en cada panicula se
producen cientos de flores hermafroditas o unicamente masculinas, estas ultimas son mas
abundantes (Juliano y Cuevas, 1933; Singh, 1968). Solamente pocas de las flores
hermafroditas llegan a convertirse en frutos (Torres, 1931). Las condiciones ambientales y
fisiologicas influyen sobre el nimero de flores masculinas y hermafroditas por panicula
(Popenoe, 1917, Simao y Maranhao, 1959; Majumed y Mukherjee 1961; Singh et al, 1966;
Anderson 1982; Jiron y Hedstrom, 1985) debido a una modificacién en la proporcion de

fitorreguladores (Maiti, 1973, Kuriant e Iyer, 1993).

Las flores miden de 5 a 10 mm en didmetro, presentan cinco pétalos, raramente pueden
presentar 4 6 7 sépalos o pétalos (Kosterman y Bompard, 1993). Los pétalos son
pubescentes de color cremoso con lineas amarillas y cambian a un tono rosado. Los
sépalos son ovados muy pubescentes. En las las anteras de los estambres se produce el

polen, los estambres son cinco en numero, pero solamente el que se encuentra en una
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posicion opuesta al estilo es funcional, mientras que los otros degeneran; en algunos casos,
uno o mas de los estaminodios pueden llegar a producir granos de polen. En las flores
masculinas el carpelo o pistilo no se desarrolla. La parte femenina es el ovario, de forma
globosa, unilocular, con un solo 6vulo y el estilo lateral. El grano de polen fecunda al
ovulo y da comienzo al desarrollo del embriéon y a la formacion de la semilla (Juliano y
Cuevas, 1933; Ponce de Ledn, 1997; Mukherjee, 1997; Barbosa, et al., 1999a; Garcia-Ireta,
et al., 1999; Galan, 1999).

6.1.3. El pericarpo

Después de la fertilizacion, los estambres, los sépalos y los pétalos se secan y caen. So6lo
permanece el pistilo y el disco nectarial (Juliano y Cuevas, 1933; Barbosa, et al., 1999a). El
periodo de desarrollo del mango, desde que se fecunda la flor hasta la cosecha de los frutos
es de aproximadamente 100 a 115 dias, algunas variedades pueden alcanzar un tamafno
definitivo en siete semanas y madurar lo suficiente para ser cosechados entre las 12 a 13

semanas (Chandler, 1966).

El desarrollo del fruto se inicia inducido por la acciéon de fitorreguladores (auxinas,
giberelinas y citocininas) que se producen durante el desarrollo del embrién. Dichos
metabolitos promueven el crecimiento del ovario que consiste en la multiplicacion,
extension y diferenciacion de las células que lo constituyen. La diferenciacion da lugar a la
cascara (exocarpo), la pulpa (mesocarpo) y el hueso (endocarpo) (Bésquez-Molina et al,

1996, Ponce de Leon, 1997).

En el fruto estan presentes clorofilas, carotenoides, antocianinas y xantofilas (Mukherjee,
1997). La clorofila, responsable del color verde desaparece durante la maduracion
(Lakshminrayana, 1980). El color del fruto en la maduracion depende del genotipo, por
ejemplo, en la variedad ‘Manila’ el color es amarillo y la variedad ‘Haden’ presenta tonos
amarillos con chapeo rojizo por acumulacion de pigmentos (Lakshiminarayana, 1980;

Ponce de Leon, 1997).
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El crecimiento del fruto termina cuando por un lado, las células de los tejidos dejan de
multiplicarse y de expandirse, momento en el que el fruto alcanza su tamafio maximo y por
otro, cuando el fruto y la semilla son capaces de mantenerse con las sustancias de reserva
acumuladas en su interior y que no necesitan mas de un flujo continuo de nutrientes que
provienen de la planta madre. La independencia funcional que marca el fin de la etapa de
crecimiento no implica la separacion fisica inmediata entre el fruto y la planta madre. Esta
independencia funcional hace posible que se puedan cosechar los frutos en ese momento
sin poner en riesgo el buen desempeiio de la siguiente fase llamada de maduracion la cual

se lleva a cabo con las reservas previamente acumuladas en el fruto (Ponce de Leén, 1997).

La etapa de maduracion puede llevarse a cabo en frutos en el arbol o en frutos cosechados.
La maduracion consiste en una serie de cambios bioquimicos que otorgan al mismo los

atributos que lo hacen comestible (Roth, 1977; Ponce de Leon, 1997).

6.1.4. La semilla del mango

La semilla del mango es oblonga, ovoide y alargada, se encuentra recubierta por un
endocarpo fibroso y por una membrana papirdcea, posee una testa delgada de color café

oscuro en la madurez (Juliano y Cuevas, 1933; Mukherjee, 1997; Galéan, 1999).

La semilla del mango es recalcitrante y solo permanece viable unos pocos dias o semanas

en almacenamiento a temperatura ambiente (Parisot, 1988).
El 6vulo del fruto del mango es de tipo anatropo, el cual se caracteriza por tener nucela
recta, la célaza alejada del micrépilo y una rafe bien desarrollada (Espinosa-Osornio y

Engleman, 1998).

El desarrollo de la semilla comienza con el proceso de doble fecundacién del 6vulo

anatropo, el cual lleva a la formacion del embrion y el endospermo.
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El eje embrionario y los cotiledones se forman durante el primer tercio de la embriogénesis,
al igual que el endospermo. Los subsecuentes eventos incluyen crecimiento y
diferenciacion celular. De acuerdo con Juliano y Cuevas (1933) y Chaudhury y col. (2001),
después de la fertilizacion del cigoto, éste presenta division celular asimétrica que da lugar
a una célula apical y una basal. La célula apical mas pequena da lugar a la mayor parte del
embrion, mientras que la célula basal origina el suspensor y la radicula. En el caso del
mango el embrion puede ser resultado de la autofecundacion o de la fecundacion cruzada
(Ponce de Leon, 1997). Los granos de polen germinan entre 1 a 2 horas tras su adhesion al

estigma y los tubos polinicos crecen a través del estilo hasta alcanzar el 6vulo.

El 6vulo es el megasporangio (nucela) rodeado de los tegumentos contiene al saco
embrionario (megagametofito), que en la madurez presenta tres antipodas, dos sinérgidas,
la ovocélula y la célula central binucleada (Fig. 1a), en los ultimos estadios de desarrollo
del ovulo los nucleos de la célula central pueden fusionarse formando un nucleo diploide.
Las dos células espermaticas contenidas en el extremo del tubo polinico se vierten en el
saco embrionario donde se lleva a cabo la doble fecundacion fusionandose los nucleos de
las células espermaticas con las de la célula gamética u ovocélula que originara al cigoto
(2n), y la célula central, que dard origen al endospermo (3n) (Espinosa-Osornio y
Engleman, 1998; Galan, 1999) (Fig. 1b y 1c). Las sinérgidas y las antipodas se degradan
durante las primeras fases del desarrollo y simultineamente con su desaparicion el saco
embrionario se agranda y una porcion se alarga dirigiéndose hacia el micropilo, en este
momento comienza a desarrollarse el endospermo, en cambio el cigoto no se divide
inmediatamente después de la fecundacion, permanece sin dividirse incluso después de la

formacion del endospermo (Juliano y Cuevas, 1933).

El desarrollo del endospermo atraviesa por cuatro fases: nuclear o sincicial (Fig. 1d),
celularizacion, diferenciacion y muerte. Las sucesivas divisiones de los nicleos ocurren sin
citocinesis, solo hay cariocinesis, lo que genera un sincitio multinucleado. El cigoto, inicia
la multiplicacion, dividiéndose transversalmente para formar cuatro células embrionarias,
que por mitosis dan lugar al embrion globular (Fig. 1d) y mas tarde al embrion

acorazonado, en el cual las dos protuberancias corresponden a los primordios de los
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cotiledones (Fig. 1e). Finalmente, cuando el embrion madura, queda constituido por un eje

epicotilo-radicular que esta limitado en los extremos por dos meristemos: el meristemo

apical del vastago y el meristemo apical de la radicula y dos cotiledones (Espinosa-Osornio

y Engleman, 1998; Chaudhury, et al., 2001).

Las semillas de los mangos de la variedad ‘Haden’ son de tipo monoembrionico, contienen

un solo embridn sexual o cigdtico. En algunos casos el cigoto parece estar degradado y su

membrana desorganizada. No se divide y por lo tanto, no se produce embrion. Si no hay

embrion o éste presenta trastornos en su desarrollo los fitorreguladores no se producen o se

producen en proporcion inadecuada, el riesgo es que el ovario se marchite con el resto de

la flor o se produzca un fruto que no llegue a término (Juliano y Cuevas 1933; Ponce de

Leon, 1997).

egumento
externo

Saco
embrionario

Tegumento

Sinél‘gidas interno

Micropilo
Funiculo
Ovulo anatropo

(c)

(b)

Fusion de Célula primaria
B ntcleos 6 del endospermo
Fusién de ; polary }
ovocélulay nacleo § A\t espermatico ’ f
espermatico ¥ </ Cigoto

Tubo polinico

Doble fecundacién

(d)

Embrién
globular

Embriogénesis

Fig. 1. Fases de la embriogénesis, esquema modificado de Chaudhury, 2001 y Espinosa-

Osornio y Engleman, 1998.
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6.2. OBJETIVO

Caracterizar morfohistologicamente a flores, semillas y frutos en diferentes estados de

desarrollo de mango variedad ‘Haden’.

6.3. MATERIALES Y METODOS

6.3.1. Sitio de colecta

Flores en antesis, frutos y semillas de mango de la variedad ‘Haden’ en diferentes estados
de desarrollo se colectaron durante los meses de abril a agosto de los afios 2001 a 2003 de

la Huerta La Pedregosa en El Rosario, Sinaloa.

6.3.2. Material colectado

Los frutos utilizados para la investigacion de desarrollo del mango fueron clasificados en
siete grupos: etapa I: frutos canica ( 0.5-1.5 cm), etapa II: frutos amarrados (1.6-3.6 cm),
etapa III: frutos en desarrollo (3.7-5.4 cm), etapa IV: frutos previo sazén (5.5 -10 cm),
etapa V: frutos sazon (10 a 12 cm), etapa VI: frutos maduros (12-13 cm) y etapa VII: frutos
senescentes (12-13 cm). SE utilizaron 9 frutos de cada estadio. Muestras de tejido:
exocarpo, mesocarpo, endocarpo y semilla fueron fijados en FAA en el campo y en el

laboratorio de Ecofisiologia de la UAM-I.

6.3.3. Parametros de calidad

Se determinaron caracteristicas de calidad en frutos maduros. Los parametros evaluados

fueron:

a) Firmeza, que es una medida de la resistencia que ofrece el fruto a una fuerza de

penetracion, expresada en Kg-f, se midio con un penetrometro (Mc Cormick, Cia.
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EFFEGY, USA), en los hombros (parte mas ancha del fruto) del mango eliminando

previamente la cascara de ambos hombros.

b) Grados Brix (°Brix), éstos representan el porcentaje de azucares solubles o en el jugo de
la fruta. Los °Brix se cuantificaron con un refractometro de campo (Milton Roy Company,

USA), utilizando unas gotas del jugo de la fruta.

¢) Color externo, se determin6 en porcentaje con relacion a la superficie total del fruto.

d) Peso y tamafio, se determinaron al arribo de los frutos al laboratorio de Ecofisiologia de

la UAM —lIztapalapa.

6.3.4. Parametros histologicos

Se caracterizaron la disposicion de los tejidos, forma, tipo, tamafos celulares y presencia
de material ergastico en los tejidos epidérmico, parenquimatico y nectarial de los verticilos
florales y estados de desarrollo del exocarpo, mesocarpo y el endocarpo de frutos de
mango. Se realizaron observaciones y micrografias en microscopia dptica y electronica de

barrido.

6.3.5. Preparacion de muestras para microscopia optica

Se tomaron fracciones de tejido de 0.5 cm?, y se fijaron en FAA (Apéndice 1) durante
algunas semanas, posteriormente se deshidrataron con una serie de alcoholes ter-butilico,
etilico y agua destilada (Apéndice 2); se infiltraron en parafina refinada para histologia; los
cortes se incluyeron en moldes de papel aluminio o papel bond con parafina fundida. Una
vez que las muestras se incluyeron en los moldes se dejo solidificar la parafina a
temperatura ambiente y se desmoldaron para montarlos en soportes de metal, con la ayuda
de una navaja y de un microscopio estereoscopico se formaron pirdmides, a manera de que

el corte quedara en el centro de la misma.
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El material se cortd6 con un micrétomo rotatorio (Spencer, American Optical Company.
Mod. 820), se obtuvieron cortes seriados de 12 micrémetros de grosor, los cuales se
colocaron en bafio de flotacion con agua destilada y grenetina a 52°C para extenderlos y
adherirlos a los portaobjetos, los cortes se colocaron dentro de una estufa a no mas de 50°C
para adherirlos completamente y eliminar burbujas durante unas horas o hasta 2 dias. Los
cortes se desparafinaron e hidrataron, posteriormente se tifieron con la técnica de contraste
safranina-verde fijo (Apéndice 3) o rojo de aceite para la observacion de ceras en cuticula.
Los cortes se montaron con resina sintética o jalea de glicerina (Apéndice 4) en el caso de
ceras; se dejaron secar de 2 a 3 dias para ser observados en un microscopio compuesto

(Carl Zeiss Axiolab) (Gray, 1964).

6.3.6. Preparacion de muestras para microscopia de barrido

Se tomaron fracciones de 0.5 cm® de material, los cortes se fijaron en glutaraldehido al 6%
durante 24 h (Apéndice 5), se lavaron de 3 a 4 veces con buffer de fosfatos 0.02 M durante
5 min cada uno, se hizo una doble fijacion con tetradxido de osmio al 2% (Apéndice 6)
durante 2 h, el material se volvio a lavar con amortiguador de fosfatos 3 veces y se
deshidraté con soluciones porcentuales de alcohol (de 30 a 100%) durante 5 min en cada
cambio. La deshidrataciéon de las muestras culmind con la desecacion al punto critico
utilizando para ello el equipo denominado desecador al punto critico (SAMDRI-780B.
Tousimis) con CO, para lo cual las muestras se colocaron en unas capsulas microporosas
embebidas en alcohol. Las muestras se montaron en soportes de aluminio y se recubrieron
con una capa de carbon y otra de oro de 500 A de grosor en un evaporador de carbono y
recubridor de oro (BAL-TEC SDC 050) (Bozzola, et al, 1991); se observaron en un
microscopio electronico de barrido (Zeiss DSM 940 A Digital Scanning Microscope) y se

obtuvo material micrografico.
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6.4. RESULTADOS

6.4.1. Parametros de calidad de frutos var. ‘Haden’

Los pardmetros de calidad se determinaron en frutos maduros. Los frutos de la variedad
‘Haden’ midieron entre 10 y 12 cm de longitud, con un peso en promedio de 305 g. El
valor medio de la firmeza fue de 14.7 kg-f y los sélidos solubles totales resultaron en 7.3
°Brix. Los frutos maduran en color amarillo con chapeo rojo intenso. En el cuadro 4 se
presentan los promedios del peso fresco total de los frutos y el porcentaje de peso

correspondiente a cada tejido.

Cuadro 4. Peso de los diferentes tejidos en un lote de 100 frutos maduros var. ‘Haden’

Tejido Peso (g) | Porcentaje (%)
Exocarpo 100 34.4
Mesocarpo 136 48.4
Endocarpo 36 9.5
Semilla 31 7.6
Fruto completo 303 100

La multiplicaciéon celular y la elongacion de los diferentes tejidos del fruto incrementa el
peso en el fruto maduro. En la variedad ‘Haden’, el exocarpo es responsable de
aproximadamente el 50% del peso total del fruto, el mesocarpo del 34%, el endocarpo del
9.5% y la semilla del 7.6%. Mientras que en las primeras fases la semilla ocupa mas del

40% del fruto.

6.4.2. Flor y verticilos florales

Las flores de mango se presentan en paniculas, que pueden llegar a medir hasta 60 cm. El

nimero de flores por panicula es variable (minimo entre 70 y 120 flores) (Fig. 2a).

23



Las flores de la variedad ‘Haden’ son pequenas, de aproximadamente 5 mm, de color
amarillo crema con lineas amarillas y rojas (Fig. 2b). En ocasiones se presentan cuatro
pétalos y cuatro sépalos pubescentes (Fig. 2d), pero por lo general, son pentameras. En una
misma panicula pueden presentarse flores hermafroditas y masculinas, ambas, poseen un
estambre fértil, con un filamento de color blanco, una antera rosada y cuatro estaminoides.
En las flores femeninas el ovario es stipero y de insercion lateral (Fig. 2b), en las flores

masculinas el ovario es inexistente o extremadamente reducido (Fig. 2c).

Los verticilos florales no fértiles tienen como funcion contribuir al éxito de la polinizacion,
y presentan caracteristicas que atraen a los polinizadores como colores, aromas, néctar y
gomas. Algunos de ellos una vez cumplida su funcion como los sépalos, pétalos y
estambres después de la fecundacion entran en senescencia y abscision. Los pétalos cubren

los 6rganos internos de la flor hasta la antesis.

El filamento del estambre mide entre 1.5 a 1.65 mm (Fig. 3d), las anteras contienen los

granos de polen que miden entre 22 y 23 pm en las variedades de estudio (Fig. 3b).

La epidermis de los sépalos de las flores de mango tiene células isodiamétricas, presenta
ademads de estomas, diversos derivados epidérmicos como: tricomas no glandulares en la
superficie abaxial y glandulares en la superficie adaxial (Fig. 3a). Los tejidos vasculares se

presentan en haces poco numerosos (cuadro 5). Las células del parénquima son clorofilicas.

Las células epidérmicas de los pétalos son de tamafios diversos, siendo mayores las de la
superficie adaxial (Cuadro 5), es notable la presencia de tejido nectarial (Fig. 3d) en la base

de los pétalos.
En el receptaculo es notable la presencia de canales secretores de gran calibre que estan

frecuentemente asociados al tejido vascular: xilema y floema (Fig. 3d). En el parénquima

se aprecian abundantes cristales de oxalato de calcio “drusas”.

24



Los tejidos de xilema y floema se distribuyen abundantemente en numerosos haces
colocados al centro y en la periferia del ovario para garantizar el aporte eficiente de
nutrientes, dichos tejidos provienen del pedicelo de la flor. Se observa la presencia de
canales secretores de latex con frecuencia asociados a los tejidos vasculares (Fig. 3d). La
epidermis externa del ovario esta constituida por células en empalizada (Fig. 3¢). Durante
el proceso de desarrollo estas células se multiplican dando lugar a células de distinto
tamafio, lo que confiere la topografia especifica del exocarpo de mango. Estas células en el
fruto maduro producen una gruesa cuticula, pero durante esta etapa de desarrollo es
bastante delgada en ambas variedades. Las células de parénquima mas cercanas a la
epidermis son clorofilicas y después de la fecundacion presentan un engrosamiento en las
paredes. Las células de la epidermis externa (exocarpo) son de tamafio similar que las de la

epidermis interna (endocarpo) (Graf. 5).

Los tamafos celulares de los tejidos estudiados en la flor: exocarpo, mesocarpo y
endocarpo, son muy similares en las dos variedades estudiadas; asi como los tamafos
celulares de la epidermis y parénquima de los verticilos florales: sépalos, pétalos, estambres

y receptaculo (cuadro 5).
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Cuadro 5. Parametros cualitativos y cuantitativos de los verticilos florales

VERTICILO EPIDERMIS TEJIDO PARENQUIMA
FLORAL VASCULAR
Tamafios Derivados Tamafios Material
celulares (um) epidérmicos celulares (um) | ergastico
Largo  Ancho Largo Ancho
SEPALOS 21.5-35 Estomas, Xilema y floema | 25.5-38-25-35
Tricomas en
glandulares, haces vasculares
Tricomas no | menos de 6
glandulares
PETALOS 21.25-  11-15 | Estomas, Xilema y floema 14.37-22.5 Drusas
25.75 Tricomas en
glandulares, haces vasculares
Pigmentos menos de 6
ESTAMBRE 12.5 16.5- Xilemay floema | 19.5-  10- Drusas
25 en 37.5 17.5
un haz vascular
RECEPTACULO | 10-16.25 Estomas Xilema y floema | 38.25-55 Drusas,
en haces Tejido
vasculares, mas nectarial
de 6 Canales 7.7-17.5um
secretores
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Pies de figuras 2 y 3.

Figura 2. a) Inflorescencias en las ramas superiores de un arbol de mango var. ‘Haden’.
Barra = 10 cm; b) Flor hermafrodita var. ‘Haden’. Barra = 1 mm; ¢) Flor hermafrodita var.
‘Manila’ donde se observa el 6vulo anatropo y parte del estilo de insercion lateral. Barra =
300 um; d) Flor hermafrodita var. ‘Manila’, se observan 3 pétalos y dos sépalos
pubescentes. Barra = 1 mm; e) Flor masculina var. ‘Haden’ en donde se han separado los
sépalos y los pétalos. Barra = 2 mm; f) Extremo de un sépalo donde se observan tricomas
glandulares. Barra = 200 um. pa (panicula), p (pétalo), o (ovario), fb (flores boton), e
(estilo), oa (6vulo anatropo), an (antera), tn (tejido nectarial), se (sépalo), es (esambre), est
(estaminodio), tr (tricoma).

Figura 3. a) Corte de una flor cerrada donde se observan fragmentos de sépalos con
tricomas glandulares. Barra = 25 um; b) Corte de antera donde se observan los granos de
polen Barra = 25 pum; ¢) Corte transversal del ovario de una flor donde se observan el
exocarpo con una epidermis en empalizada, el mesocarpo con células parernquimaticas
1sodiamétricas y el endocarpo donde se observa la epidermis interna. Barra = 25 pum; d)
Flor hermafrodita var. ‘Haden’, solo se observan 2 sépalos, el resto de los verticilos
infértiles se desprendieron. Barra = 0.2 mm; tr (tricomas), gp (granos de polen), ep
(epidermis), end (endotecio), epx (epidermis externa), pa (parénquima), ep (epidermis
interna), an (antera), f (filamento del estambre), tn (tejido nectarial), se (sépalo), re
(receptaculo), ¢s (canales secretores), o (ovario).
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Fig. 2. a) Panicula de mango; b) Flor hermafrodita, var. ‘Haden’; ¢) Ovulo anatropo; d) Flor hermafrodita var. ‘Manila’; e) Flor
masculina var. ‘Haden’; f) Acercamiento de sépalo pubescente.
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Mangifera indica, Flower

Fig. 3 a) Sépalos con tricomas de flor var. ‘Haden’; b) antera con granos
de polen; c¢) Exocarpo, mesocarpo y endocarpo del ovario de una flor en antesis;
d) Flor hermafrodita, var. ‘Haden’. Barra=25umena, b,y c
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6.4.3. Desarrollo del fruto

Después de la fecundacion, los fitoreguladores inducen la transformacion del ovario en
fruto, estos cambios ocurren en aproximadamente 115 a 120 dias, durante los cuales la
drupa del mango puede alcanzar hasta 13 cm de longitud en la var. ‘Haden’ (Fig. 4a), en
este periodo se diferencian los siguientes tejidos: el exocarpo o cascara, el mesocarpo o

pulpa y el endocarpo o hueso (Fig. 4a 'y 4b).

Factores ambientales y genéticos, entre otros, pueden hacer que se presenten diferencias en
el desarrollo de los frutos; sin embargo, a continuacion se propone un patron general de
desarrollo en frutos de mango de la variedad 'Haden'. Para este estudio, los frutos
colectados se clasificaron en siete etapas, el criterio principal para distinguir los siete

grupos fueron los cambios histologicos significativos observados en el pericarpo.

Etapa I: Frutos canica (0.5 — 1.5 cm)

En la primera etapa se observa la abscision de los verticilos florales (pétalos, estambres,
estaminoides) y la deshidratacion y pérdida del estilo y del estigma. Las células de todos los
tejidos del ovario fecundado inician una multiplicacion celular sostenida, la epidermis
externa presenta divisiones anticlinales formando una capa en empalizada (Fig. 5a) que
crece continuamente, como también lo observd Roth (1977). La cuticula de la epidermis
externa, en este estadio es una capa muy delgada de cutina y ceras que esta presente desde
el ovario pero se engrosa durante el desarrollo del fruto. La epidermis es interrumpida por
abundantes lenticelas y estomas, estos Ultimos son raros. Las lenticelas tienen paredes
suberizadas y permanecen abiertas para permitir el intercambio gaseoso entre las células

subepidérmicas y la atmdsfera (Fig. Sa; Fig. 9; Graf. 5).
El mesocarpo presenta células parenquimadticas isodiamétricas con paredes muy delgadas

(Fig. 5b), comienzan a formarse los canales secretores, asociados a los haces vasculares,

que rodean la semilla.
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La epidermis interna, que forma parte del endocarpo y que rodea la semilla inicia divisiones
periclinales y comienza a diferenciarse de manera discontinua en dos capas (Fig. 5c). La

cuticula de la epidermis del endocarpo es muy delgada en la etapa I (Fig. 8a).

Etapa I1: Frutos amarrados (1.6-3.6 cm)

Cuando el fruto alcanza aproximadamente los 3 cm de largo, ocurren cambios
significativos fundamentalmente en el exocarpo; la multiplicacion y la expansion anticlinal
ocurren en células hijas, éstas cambian en tamano (Graf. 5) y forma, el resultado es un
patron de ondulacion por crecimiento disparejo lo que modifica a la epidermis en
empalizada, donde las crestas corresponden a grandes células y los valles a células
pequenas, los grupos de células que constituyen este patrén son de 6 a 8. La cuticula de la
epidermis externa aumenta considerablemente su grosor con respecto a la etapa I (Graf. 5,
Fig. 5d). Por debajo de la epidermis, cuatro a siete capas de células permanecen mas

pequeiias e isodiamétricas (Fig. 5d).

En el mesocarpo algunas células comienzan a elongarse (Graf. 5), mientras que otras
permanecen isodiamétricas (Fig. 5¢). Estos cambios son acompanados por la formacién de
espacios intercelulares. Las células del endocarpo se dividen y multiplican de manera
acelerada; se observan de dos a tres capas de células epidérmicas (Fig. 5f), la mas externa
con células en empalizada, y la capa o capas mas internas, ligeramente alargadas
longitudinalmente. Las células que subyacen la epidermis interna son muy similares en
tamafo a las que estan por debajo de la epidermis externa (Fig. 5f; Graf. 5). Al igual que en
el exocarpo, entre seis y ocho capas de células por debajo de la epidermis interna
permanecen mas pequeiias e isodiamétricas. La cuticula de la epidermis interna permanece
delgada (Fig. 8b) y con una superficie muy lisa. La expansion y multiplicacion de células
en el mesocarpo y endocarpo es intensa, por lo que se observa que los canales secretores

se desplazan hacia la epidermis externa.
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Etapa IlI: Frutos an desarrollo ( 3.7-5.4 cm)

Las células de la epidermis externa completan el desarrollo conforme a lo descrito en la
etapa II. La acumulacién de cuticula es mucho mas notoria (Graf. 5), imagenes en
microscopia electronica de barrido muestran un deposito de cuticula caracteristica presente
en todos los subsecuentes estados de desarrollo hasta la maduracion (Fig. 7a y 9b). El
grosor de las paredes celulares de todos los tejidos aumenta. Durante esta etapa las células
de parénquima que constituyen la pulpa casi duplican su tamafio respecto a la etapa II (Fig.

Sh). Las células mas proximas al endocarpo se elongan para formar fibras (Fig. 51).

Etapa 1V: Frutos previo sazon (5.5 -10 cm)

En el fruto se pueden distinguir facilmente los tres tipos de tejidos: exocarpo, mesocarpo y
endocarpo. Las células epidérmicas comienzan a perder citoplasma y su disposicion
ordenada. Hay de cuatro a seis capas de células hipodérmicas isodiamétricas (Fig. 7b).
Comienza a degradarse la clorofila y se presenta la sintesis de xantofilas, carotenoides y
antocianinas. La cuticula de la epidermis externa alcanza su grosor maximo y arreglo
caracteristico (Fig. 6a; 9c; Graf. 5). El mesocarpo es una masa homogénea de células
grandes, oblongas, elongadas o isodiamétricas, con numerosos espacios intercelulares. Hay
gran acumulacién de granos de almidon (Fig. 6b y 7b). Dentro de una misma célula puede
haber granos de almidon y cristales de oxalato de clacio. Los canales secretores alcanzan

las mayores dimensiones.

En el endocarpo, la elongacion de células para la formacion de fibras es muy intensa (Fig.
6c), las fibras presentan lignificacion de las paredes. Las paredes celulares de la epidermis
del endocarpo, que estan en contacto con la cavidad que contiene la semilla comienzan a

presentar una modificacion, que consiste en lignificacion y cambio en la forma (Fig. 8d y

81).
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Etapa V: Frutos sazon (entre 10y 12 cm)

Esta etapa se denomina en fisiologia postcosecha sazon. Las células de la epidermis externa
alcanzan su tamafno maximo (Grafica 4), la epidermis es irregular, con una cuticula de ceras
epicuticulares distribuidas heterogéneamente y que disminuye su tamafio con respecto a la
etapa IV, dandole a la superficie del pericarpo una apariencia reticulada y con proyecciones
(Fig. 9d). Se observa la presencia de lenticelas cuyas células presentan paredes suberizadas
y que interrumpen el arreglo de la epidermis (Fig. 6d). En el exocarpo, se aprecian cristales

de oxalato de calcio: drusas y cristales prismaticos y cuadrados.

Las células hipodérmicas (4 a 8 estratos) son mas pequefias que el resto (Graf. 5), son
oblongas y tangencialmente comprimidas, éstas cé¢lulas mantienen sus paredes
uniformemente engrosadas, caracteristica que le proporciona mayor resistencia al fruto. El
mesocarpo ocupa la mayor parte del .pericarpo, sus células son mas grandes, isodiamétricas
o algo elongadas con paredes mas delgadas que las células hipodérmicas; se encuentran
numerosos espacios intercelulares entre ellas (Fig. 6e). Las células del mesocarpo
continuan expandiéndose hasta la ltima etapa de desarrollo (Gréfica 4). EI mesocarpo es
atravesado por pequefios haces vasculares, que de acuerdo con Juliano y Cuevas (1933),
irrigan el endocarpo; los haces estdn asociados casi siempre con canales secretores, los
elementos de vasos del xilema presentan paredes secundarias helicoidales; ademas,
incluyen susancias ergasticas como polifenoles (fenoles condensados, taninos y
epicatequinas (Sunday, 2000), que se localizan tanto en las células externas del mesocarpo
como en la epidermis e hipodermis, que con la tincién safranina-verde rapido se tifien de

colores morado y rojo (Fig. 6e y 7c); estos pueden ser de apariencia condensada y granular.

El endocarpo o capa dura presenta fibras engrosadas formando un reticulo fibroso (Fig. 6f).
La vascularizacion asociada a las mismas estd constituida por numerosos haces de floema
y xilema bien definidos. El citoplasma de las fibras desaparece en el curso del proceso del

endurecimiento quedando tan solo las paredes.
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Etapa VI: Frutos maduros (12-13 cm)

Durante la etapa VI el fruto entra en el proceso de maduracion, hay degradacion de
clorofila y sintesis de pigmentos xantofilas, carotenoides y antocianinas, lo que provoca que
el citoplasma de las células epidérmicas, hipodérmicas y parenquimaticas mas externa se
tifian de rojo, probablemente este color corresponde a pigmentos antocianicos y xantofilas,

que dan el chapeo al fruto. En las células hipodérmicas se acumulan polifenoles (taninos)

(Fig. 6g).

Cuando el fruto madura, las células de la pulpa acumulan grandes cantidades de almidén
(Fig. 6h y 7c), los granos de almidon se hidrolizan y se ocupan para la sintesis de azicares
solubles y disminuye la acidez. Comienza a degradarse la lamina media de las paredes
celulares (Fig. 6h), lo que contribuye al ablandamiento y jugosidad. Se presentan
finalmente cambios en el contenido celular (carbohidratos, acidos organicos) y produccion
de compuestos volatiles y aromadticos, (Roth, 1977, Mukherjee, 1997; Ponce de Leodn,

1997).

El endocarpo presenta una epidermis de células en empalizada con paredes lignificdas; por
debajo de ésta se encuentran de dos a tres capas de células isodiamétricas, con las paredes
lignificadas (Fig. 61); mds abajo se encuentran de cuatro a cinco capas de células
ligeramente oblongas, este tejido es atravesado longitudinalmente por numerosos haces
vasculares. La cuticula de la epidermis interna presenta ceras epicuticulares que se

depositan de manera uniforme hasta los ultimos estados de desarrollo (Fig. 61).

Eta pa VII: Frutos senescentes

Los cambios posteriores al momento en que el fruto alcanza la madurez y que tienden a la
degradacion de la cascara y la pulpa (Fig. 7d) promoviendo la liberacion del hueso

(endocarpo) y la semillas conducen al fruto a la ultima etapa de desarrollo, denominada de

senescencia. Los procesos de senescencia pueden acelerarse por la accion de
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microorganismos que se desarrollan sobre los tejidos y contribuyen a la rapida degradacion

de los mismos.7

Conforme el fruto avanza hacia la senescencia, la cuticula se adelgaza y pierde continuidad;
la epidermis se desorganiza y pierde contenido citoplasmatico. Las células hipodérmicas se
comprimen tangencialmente y sus paredes se degradan (Fig. 6j). Las paredes de las células
del mesocarpo se degradan de forma muy conspicua y comienzan a fermentarse los

azucares solubles (Fig. 6k y 7d).

6.4.4. Desarrollo de la semilla

Las semillas, al igual que los frutos se dividieron en etapas de desarrollo para su estudio. En
el fruto de mango el ovario unilocular y con un solo 6vulo crece paralelamente a la
formacion de la semilla. Después de la fecundacion el nucleo primario triploide del
endospermo (Fig. 10a) migra hacia la porcidon media del saco embrionario y comienza una
activa division. Los nucleos libres resultantes contintian dividiéndose para formar un
endospermo de tipo nuclear (cenocitico o sincicial) (Fig. 10b y 10c). Divisiones periclinales
llevan al proceso de citocinesis (formacion de paredes) y celularizacion del endospermo
(Fig. 10d). La celularizacién comienza en la region donde se desarrolla el embrion. La
celularizacion coincide con el desarrollo de los cotiledones. El tejido del endospermo puede
inicialmente llenar casi completamente el saco embrionario y después es absorbido por el

embridn en desarrollo.

El embrién se diferencia morfoldgicamente cuando el fruto alcanza cuatro centimetros de
longitud aproximadamente; en este momento, los cotiledones se aprecian perfectamente
(Fig. 10e). Los nucleos del endospermo ya se encuentran celularizados y su proporcion es
menor con respecto a la cantidad de tejido cotiledonario. Las células de los cotiledones se
expanden (Fig. 10f) hasta alcanzar su tamafio médximo y almacenan una abundante cantidad
de reservas para la germinacion, agotando casi por completo al endospermo. Tanto en los
cotiledones, como en el endospermo las sustancias de reserva son proteinas, lipidos y

polisacaridos. Entre las sustancias no proteicas que se almacenan en abundancia se
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encuentra el almidon (Fig. 10g) que tiende a hacer menos visible la presencia de lipidos. El
almidoén se presenta en granos con hilos en el centro, los granos de almidén pueden estar

libres cuando la semilla estd madura. El tamafio de los cuerpos lipidicos es variable.

Conforme avanza el desarrollo las células de los tegumentos, que envuelven a la nucela, se
expanden y diferencian, el tegumento externo, da origen a la testa (Fig. 11a, ¢, y e) y el
tegumento interno al tegmen (Fig. 11b, d y f). El tegmen presenta células isodiamétricas o
elongadas. Las células de la testa son elongadas y presentan taninos condensados al igual

que las del tegmen cuando el embrion alcanza la madurez.

El tejido nucelar no es absorbido completamente por el endospermo ni por el embrioén en
desarrollo; una porcion permanece a los lados del saco embrionario en forma de copa para
formar una paquicélaza. El tejido vascular irriga toda la paquicélaza, la cual a su vez aporta

nutrientes al saco embrionario.

El desarrollo de la semilla culmina con la entrada en quiescencia y coincide con la

terminacion del desarrollo del fruto, para su diseminacion y germinacion de la semilla (Fig.

11gyh).
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Pies de figuras 4,5y 6.

Figura 4. a) Frutos de mango maduro donde se muestran los tejidos estudiados: exocarpo o
cascara, mesocarpo o pulpa, endocarpo o hueso y la semilla. Barra = 1.7 cm; b) Micrografia de
barrido de un corte de un fruto de la etapa IV, donde se observa el exocarpo con una gruesa cuticula
y el mesocarpo con numerosaos canales secretores. Barra = 75 um. epx (epidermis externa), cu
(cuticula), ex (exocarpo), cs (canales secretores), me (mesocarpo).

Figura 5. Primeras tres etapas de desarrollo de la variedad ‘Haden’, a) Corte de exocarpo en la
etapa de desarrollo I, se observa la epidermis externa con células en empalizada y una cuticula muy
delgada; b) Mesocarpo de fruto en la etapa de desarrollo I, se observan células parenquimaticas
isodiamétricas; ¢) Endocarpo de un fruto en la etapa I, se observa la epidermis interna en
empalizada y canales secretores asociados a haces vasculares; d) Exocarpo durante la etapa II, se
observa modificacion de la epidermis en un patrén de ondulacion; e) Mesocarpo durante la etapa II;
f) Endocarpo en la etapa de desarrollo I, se aprecia la epidermis en empalizada y le subyacen dos
capas de células hipodérmicas, la cuticula interna se tifie de verde; g) Exocarpo en la etapa III con
una epidermis en ondas y cuticula engrosada; h) Mesocarpo en la etapa IlI, se observan células de
parénquima isodiamétricas o algo alongadas; i) Endocarpo durante la tercera etapa de desarrollo, se
observa la epidermis interna y dos capas de células hipodérmicas, se aprecia también la cuticula y
algunas fibras asociadas a haces vasculares. La barra en las fotos equivale a 25 pm. epx (epidermis
externa), cu (cuticula), ex (exocarpo), ¢s (canales secretores), me (mesocarpo), epi (epidermis
interna), cut (cuticula interna), ch (células hipodérmicas), fi (fibras), en (endocarpo).

Figura 6. Etapas de desarrollo IV, V, VI y VII de la variedad ‘Haden’, a) Corte de exocarpo en la
etapa de desarrollo IV (denominada previo desarrollo), se observa la epidermis externa en un patrén
de ondas y la cuticula de grosor maximo durante el desarrollo,ademds células hidérmicas con
acumulacion de taninos que se tifien de rojo con la tincion safranina-verde fijo; b) Mesocarpo de
fruto en la etapa de desarrollo IV, se observan células parenquimaticas isodiamétricas; ¢) Endocarpo
de un fruto en la etapa IV, se observa la elongacion de fibras asociadas a haces vasculares; d)
Exocarpo durante la etapa V, se observa la epidermis ondulada y las células hipodérmicas con
contenidos tefiidos de rojo (taninos), la cuticula se observa un poco mas delgada con respecto a la
etapa anterio; e) Mesocarpo durante la etapa V, se aprecian numerosos granos de almidon; f)
Endocarpo en la etapa de desarrollo V, se observan las fibras completamente elongadas, formando
un reticulo fibroso; g) Exocarpo en la etapa VI con una epidermis en ondas y citoplasma con tincion
roja o morada que pueden ser contenidos antocidnicos que proporcionan el chapeo rojo al fruto
maduro; h) Mesocarpo en la etapa VI con granos de almidon; i) Endocarpo durante la sexta etapa de
desarrollo, se observa la epidermis interna con paredes engrosadas; j) Exocarpo en la etapa VII, la
cuticula se observa rota en algunos puntos, la epidermis ha pérdido contenido citoplasmico y las
células hipodérmicas se obsevan comprimidas; k) Mesocarpo con células parenquimaticas
degradadas; 1) Endocarpo, se aprecia la epidermis y la cuticula, tefiida de rojo (tincidon rojo de
aceite). La barra en las fotos equivale a 25 pm. epx (epidermis externa), cu (cuticula), ex
(exocarpo), es (canales secretores), al (granos de almidén), me (mesocarpo), epi (epidermis
interna), cut (cuticula interna), ch (células hipodérmicas), fi (fibras), en (endocarpo).
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Fig. 4 a) Fruto de mango en etapa madura, exocarpo o cascara, mesocarpo o pulpa, endocarpo o hueso y semilla;
b) Micrografia de barrido del exocarpo (ex) y mesocarpo (me) de mango en etapa IV, 150 x.
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Etapa | Etapa Il Etapa lll

Fig. 5. Exocarpo (ex), mesaocarpo (me) y endocarpo (en) de frutos var. ‘Haden’ durante las tres primeras etapas de desarrollo.
Barra = 25
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Etapa IV Etapa V Etapa VI Etapa VII

Fig. 6. Exocarpo (ex), mesocarpo (me) y endocarpo (en) de frutos de la var.‘Haden’ durante las etapas IV, V, VI y VII.
Barra = 25
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Pies de figuras 7,8y 9

Figura 7. Micrografias de barrido de diferentes etapas de desarrollo de frutos de la var.
‘Haden’. a) Exocarpo y mesocarpo durante la etapa II; b) Exocarpo y mesocarpo durante la
etapa IV, se observan abundantes granos de almidon; ¢) Exocarpo y mesocarpo durante la
etapa VI (fruto maduro) se observa la acumulacion de taninos en las células hipodérmicas y
la degradacion de granos de almidon para la sintesis de aztcares solubles; d) Exocarpo y
mesocarpo durante la etapa VII (fruto senescente), se observa la degradacion de los tejidos.
La barra en las imagens equivale a 22.5 um. epx (epidermis externa), cu (cuticula), al (granos
de almidoén), pa (parénquima), ta (taninos), ch (células hipodérmicas).

Figura 8. Cortes oblicuos de la cutila de la epidermis interna de frutos var. ‘Haden’. a)
Endocarpo durante la primera etapa de desarrollo, la cuticula es delgada; b) Endocarpo en
la etapa II; ¢) Endocarpo durante la etapa I1I; d) Endocarpo durante la etapa IV, se observan
células epidérmicas en con paredes engrosadas e) Micrografia de barrido de la cuticula
interna durante la etapa IV; f) Endocarpo durante la etapa IV, se observan células
epidérmicas en con paredes engrosadas (tincion rojo de aceite). La baraa en a, b, ¢, d y f
equivale a 25 um, la barra en e equivale a 9 pm. cut (cuticula interna), epi (epidermis interna), fi
(fibras asociadas a haces vasculares).

Figura 9. Micrografias de barrido de la cuticula externa de frutos de las variedades ‘Haden’
y ‘Manila’ en diferentes estados de desarrollo a) Cuticula de la var ‘Haden’ durante la
primera etapa de desarrollo. Barra = 37 um; b) Cuticula de la var ‘Haden’ durante la etapa
II. Barra = 37 um; ¢) Cuticula de la var ‘Haden’ durante la cuarta etapa de desarrollo.
Barra= 45 pm; d) Cuticula de la var ‘Haden’ durante la etapa V. Barra = 37 um; e)
Cuticula de la var ‘Manila’ durante la tercera etapa de desarrollo. Barra = 45 um;; f)
Cuticula de la var ‘Manila’ durante la cuarta etapa de desarrollo. Barra = 45 pm; le
(lenticelas).
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Fig. 7. Exocarpo y mesaocarpo de frutos var. ‘Haden’, a) etapa lll; b) etapa 1V; ¢) etapa VI (maduro); d) etapa VIl
(senescencia). Barra = 22.5u
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Fig. 8. Cuticula de la epidermis interna (cut) de frutos de var. ‘Haden’ en etapas de desarrollo a) I; b) II; c) Ill, d) IV
(tincion safranina-verde rapido, y f) V (tincion rojo de aceite), Barra = 25y; e) micrografia de barrido etapa Il (1500x, barra
= 9um). (fi) fibras, (ep) epidermis.
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3 WA RARE B 2 AT g S s
Fig. 9 a, b, c y d) Cuticula de la epidermis externa de frutos var. ‘Haden’ en etapas de desarrollo I; Il (300x, barra
IV (250x%, barra = 45 p) y V (300x, barra = 37); e y f) Cuticula de la epidermis externa de frutos var. ‘Manila’
en etapas de desarrollo Il y IV (250x, barra = 45p).
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Pies de figuras 10y 11

Figura 10. Desarrollo del endospermo y los cotiledones de la semilla, a) Célula primaria del
endospermo en la primera etapa de desarrollo; b) Endospermo cenocitico en la segunda etapa de
desarrollo; ¢) Endospermo cenocitico en la tercera etapa de desarrollo; d) Endospermo celularizado,
etapa IV; e) Células de cotiledon en la var. ‘Haden durante la etapa IV; f) Cotiledones de la var.
‘Manila’ en la etapa V; g) Tejido cotiledonario de var. ‘Haden’ en la etapa VI, se observan
abundante granos de lamidon con hilos en el centro tefiidos de color pardo y reservas proteicas que
se tifien de rojo; h) Tejido de cotiledon de ‘Manila’, donde se observan estomas. La barra en las
fotos equivale a 25 um. cpe (célula primaria del endospermo, ec (endospermo cenocitico), ece
(endospermo celularizado), cot (cotiledon), al (granos de almidon), p (proteinas), es (estomas).

Figura 11. Desarrollo de los tegumentos, a y b) Tegumentos externo e interno en la etapa [; ¢ y d)
Tegumentos externo e interno en la etapa III; e y f) Testa y tegmen en semilla madura; g) Semillas
poliembrionicas de la var. ‘Manila’ y semillas monoembrionicas var. ‘Haden’; h) semillas mono y
poliembridnicas germinadas. te (tegumento externo), ti (tegumento interno), t (testa), tg (tegmen).
Barra =25p.
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= 25p.

Fig. 10. Desarrollo del endospermo y los cotiledones. Barra
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Fig. 11. Desarrollo de los tegumentos. Barra = 25p.
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6.4.5. Curva de crecimiento de los frutos var. ‘Haden’

En la grafica 5 se presenta una curva de crecimiento para la variedad ‘Haden’, que exhibe
un crecimiento de tipo sigmoide. En la grafica se hace una relacion entre el tamafio de las
flores y frutos y el periodo de desarrollo en dias con base en las fechas de colecta del
material. Los cambios histoldgicos observados durante el desarrollo incluyendo la floracion
y hasta la senescencia se presentan en aproximadamente 135 dias 6 19 semanas. En la
grafica se presentan las etapas de desarrollo consideradas en este estudio y los nombres que

reciben en el campo los diferentes estadios de floracion y fructificacion.

Desde el inicio de la floracion, es decir cuando la panicula se encuentra en el arbol como
cabeza de alfiler hasta la fecundacion transcurren por lo menos 20 dias, aunque las fases de
floracion suelen traslaparse con las etapas I (frutos canica) y II (frutos amarrados). La etapa
I comienza aproximadamente al dia 25 (Fig. 12). Durante las etapas I y II la tasa de
crecimiento es lenta. Aproximadamente después del dia 60, la tasa de creciemiento es mas
acelerada. Después de alrededor de 80 dias, los frutos de la etapa III denominados en
desarrollo alcanzan un tamafio entre 3.7 y 5.4 cm de longitud (Fig. 12). El estadio previo
sazon (etapa IV) ocurre cuando los frutos tienen aproximadamente 8§ cm de longitud (Fig.
12) y después de que han trascurrido 100 dias. Después de 115 a 120 dias se alcanza el
estado sazon (etapa V) y luego de 7 a 10 dias los frutos llegan a la etapa VI denominada
madurez y adquieren su tamaflo maximo, aproximadamente 12 cm (Fig. 12),
posteriormente entran en senescencia (etapa VII). Una vez que se alcanz6 el estado sazon

(etapa V), las tasa de crecimiento es muy lenta.
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Parametros histologicos de frutos var. ‘Haden'
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Grafica 4. Tamafos celulares de los tejidos de los frutos de mango de la var. ‘Haden’
durante el desarrollo.
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Grafica 5. Curva de crecimiento de la var. ‘Haden’

Etapa |
(0.5-

Etapa Il

' (1.6-3.6cm)

Etapa IV
(5.5-10cm)

Fig. 12. Frutos de la var. ‘Haden’ en diferentes
estados de desarrollo. Barra =4 cm.
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6.5 DISCUSION

Las caracteristicas histologicas de los frutos y semillas durante el desarrollo pueden
utilizarse como fundamento para mejorar las practicas de manejo de huerta y produccion
de frutos, ademés como indicadores de cosecha. A manera de ejemplo consideraremos dos
aspectos, riego y fertilizacién. En cuanto al riego, es imprescindible que no falte el agua
durante la floracion y el amarre para evitar la caida de frutos y asegurar un buen desarrollo.
Conociendo la curva de crecimiento (Graf. 5) se puede predecir que la mayor demanda de
agua ocurre entre los 40 y los 80 dias a partir de la antesis. Aunque se ha sefialado que la
disminucién del riego poco antes de la recoleccion puede anticipar la maduracion y
aumentar el contenido de materia seca del fruto (Diczballis, 1994). En cuanto a la
fertilizacion, se debe garantizar una adecuada aportacion de nitrégeno durante el periodo de
rapido desarrollo del fruto (Samra, et al., 1977 y Guzman Estrada, et al., 1997), entre 30 y
80 dias, momento en que la demanda de nutrientes es maxima, lo que puede aumentar la

produccion.

En México algunos parametros de calidad, como la firmeza, los grados Brix y color de la
pulpa y la céascara han sido utilizados como indices de corte. Sin embargo, la mayoria de
estos métodos son destructivos o subjetivos y poco practicos para su utilizacion en campo.
Para la variedad ‘Haden’, de acuerdo con Baez y Bringas (1996) los minimos aceptables
son 13.2 kg-f de firmeza, 7 a 8° Brix, el color de la cascara debe cambiar a amarillo en el
area de los hombros, ademas debe observarse un cambio de color café en las lentécelas.
Para determinar el color de la pulpa se utilizan las cartas de color de EMEX, A.C. En este
estudio los frutos analizados coinciden con las caracteristicas mencionadas por Baez y
Bringas; pero, estos parametros en la practica no pueden ser evaluados en todos los frutos
que se destinan al consumo, pero si se pueden evaluar pequefios lotes para determinar la

calidad de los frutos, que en el caso de los frutos estudiados en este trabajo es excelente.

Este trabajo permite sugerir parametros histoldgicos que relacionados con el tiempo a partir

de la antesis pueden proporcionar indicadores de corte complementarios o alternativos que
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pueden servir como otro criterio para saber cudndo deben cosecharse los frutos. La edad de
los frutos es un criterio que se ha utilizado en el Sudeste de Asia desde hace muchos afios.
En Guatemala y en México también se ha empleado. En nuestro pais se estiman entre 93 y
115 dias, segiin cultivares y zonas de produccion (Galan, 1999). Este periodo esta en los
limites de lo que se encontrd histolégicamente en la var. ‘Haden’, los frutos llegan a la
etapa sazén en aproximadamente 115 a 120 dias, en esta etapa se sugiere que deben ser
cosechados, ya que han alcanzado el desarrollo y tamafo suficiente para que después de la
cosecha puedan lograr la madurez de consumo. En la etapa sazén comienzan a degradarse
la clorofila y a sintetizarse pigmentos relacionados con el cambio de color; ocurre la mayor
acumulacion de granos de almidon, tanto en el mesocarpo como en el tejido cotiledonario y

el endocarpo termina de endurecerse.

Algunos trabajos histoldgicos y quimicos realizados sobre desarrollo de frutos de otras
variedades de mango coinciden con la curva de crecimiento propuesta en este estudio. En
la variedad ‘Alfonso’ (Hari, 1999), los canales de resina se forman a los 30 dias después de
la fructificacion, este periodo concuerda con lo que se observo en la segunda etapa de
desarrollo de los frutos ‘Haden’. Tanto en la variedad ‘Alfonso’ como en la ‘Irwin’ (Ito, et
al., 1997) la formacién de fibras en el endocarpo comienzan aproximadamente a los 80
dias, lo cual es consistente con la tercera etapa de desarrollo de los frutos ‘Haden’. Sin
embargo, en el caso de ‘Irwin’ el hueso termina su endurecimiento a los 90 dias
aproximadamente, mientras ‘Haden’ forma el reticulo fibroso lignificado hasta el estado
sazon, es decir, a los 115 dias aproximadamente. En estas tres variedades: ‘Haden’,
‘Alfonso’ e ‘Irwin’, la acumulacion de almidon se inicia aproximadamente a los 90 dias, en
el caso de ‘Haden’ corresponde a la etapa IV. Antes de la madurez, segun Ito y col. (1997),
el azucar predominante es la fructosa. Conforme el desarrollo avanza el almidén es poco
detectable y la sacarosa aumenta significativamente en la madurez (cinco dias después de
la cosecha) y por lo tanto, los niveles de fructosa disminuyen. En un estudio realizado con
frutos de la variedad ‘Kensington Pride’ por Herianus y col. (2003), se encontré que en la
etapa sazon algunos acido orgéanicos, como el citrico y malico son perceptibles y en la
madurez disminuyen por completo, los acidos grasos asi como los compuestos aromaticos

volatiles aumentan conforme la fruta madura. Los grupos mas abundantes de compuestos

52



volatiles fueron los hidrocarburos (59%) y los ésteres (20%), como los terpinolenos y los
octanoatos de etilo. No existe informacidén clara acerca de donde se sintetizan dichos

compuestos.

El color, el aroma y el ablandamiento tipicos de la maduracién de consumo se presentan a
los 6-7 dias después de la cosecha. En las variedades ‘Irwin’ y ‘Kensington Pride’ el color
y el ablandamiento coincidieron con el pico maximo de la respiracion climatérica y con la
maxima produccion de etileno. En la variedad ‘Haden’, segun lo reporta Ponce de Leon
(1997) el pico climatérico se alcanza alrededor de los 6 dias postcosecha, por lo que, en
‘Haden’ los cambios en el color y el ablandamiento también coinciden con el pico
climatérico. Una vez que se alcanza la mayor actividad respiratoria y el pico mas alto de
etileno los frutos entran en la etapa de senescencia declarada (después de 127 a 135 dias),
se degrada la céascara y la pulpa y, finalmente se promueve la liberacion del hueso y la

semilla.

Después de la cosecha y hasta la madurez de consumo se calculan entre 7 y 10 dias antes de
que los frutos entren en senescencia declarada, es decir, que para la var. ‘Haden’, seglin los
resultados obtenidos en este estudio la vida de anaquel a temperatura ambiente (20° C) es
de 7 a 10 dias. Si los frutos son cosechados prematuramente (tiernos) no maduran de forma
regular, no logran el sabor y el color deseable y, por otro lado, en la semilla no se acumulan
suficientes sustancias de reserva para la germinacién. Ademas los frutos asi cosechados son
mas sensibles a temperaturas bajas y a una deshidratacion mas rapida. Por el contrario, si se
cosechan tardiamente se reduce la vida postcosecha y los frutos se hacen mas sensibles al

ataque de patdgenos y al dafio mecanico, pues los tejidos comienzan a degradarse.

6.6. CONCLUSIONES

Las caracteristicas histoldgicas de los frutos y semillas de mango pueden utilizarse como

indices durante el desarrollo para mejorar las practicas de manejo de huerta y produccion de

frutos y ademas pueden contribuir a precisar el momento del corte.
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La resistencia de la cascara, asi como el periodo relativamente largo de ablandamiento de
los tejidos durante la maduracion, permiten que los frutos de la variedad ‘Haden’ puedan
ser exportados con muy buena calidad a destinos lejanos. Las caracteristicas de la cascara 'y

de la pulpa explican la resistencia de los frutos a dafios mecanico y al ataque de patdégenos.
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7. DESARROLLO DEL FRUTO Y LA SEMILLA VAR. ‘MANILA’
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7. DESARROLLO DEL FRUTO Y LA SEMILLA VAR. ‘MANILA’

7.1. ANTECEDENTES

La variedad ‘Manila’ es poliembridnica, temprana. En los resultados de un estudio
realizado en el Rosario, Sinaloa, México (Guzman, et al, 1993), los autores obsrevaron que
los arboles son vigorosos y de marcada alternancia en la produccion. Tomando en cuenta la
amplia gama de variedades, el tamafio de los frutos de la var. ‘Manila’ es considerado
como pequefio a mediano, con aproximadamente 12 cm de largo y alrededor de 175 a 240
gramos de peso. Su forma es oblonga a elongada y estd en el grupo de los mangos
amarillos; tiene muy buen aroma y sabor excelente. El rendimiento medio por arbol es de
195 kg. Su vida de anaquel es mas corta que ‘Haden’ (Guzman, ef al, 1993). Los frutos de
la variedad ‘Manila’ se producen en los estados de Veracruz (63%), Guerrero (10%),
Oaxaca (10%), Sinaloa (8%), Colima (6%) y Chiapas (3%) La produccion de esta variedad
se destina principalmente al consumo nacional (Loubet, 2000). En Sinaloa se cosecha entre

junio y julio (Guzman, et al, 1993).

Las semillas de las variedades poliembrionicas, como ‘Manila’ presentan mas de un
embrion en una semilla (Mukherjee, 1997; Espinosa-Osornio y Engleman, 1998). En
algunos mangos poliembridnicos todos los embriones que sobreviven en la semilla son de
origen nucelar y reproducen exactamente las caracteristicas de la planta madre (embriones
adventicios) (Juliano, 1934; Maheshwari, et al., 1955; Mukherjee, 1997), pero en otros
casos uno de los embriones es sexual y los restantes nucelares (Galan, 1999). Los
embriones nucelares aparentemente carecen de suspensor (Mukherjee, 1997). En estadios
tempranos un embrion cigético o sexual puede distinguirse por su posicion micropilar y
forma regular (Espinosa-Osornio y Engleman, 1998) o por analisis de isozimas (Schnell y
Knight, 1992). En el caso de Mangifera aparentemente uno o mas genes recesivos estan

involucrados en la poliembrionia (Espinosa-Osornio y Engleman, 1998).
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7.2. OBJETIVO

Comparar algunos eventos fundamentales del desarrollo del embrion y del fruto en otra

variedad: ’Manila’.

7.3. MATERIALES Y METODOS

Flores, frutos y semillas de la variedad ‘Manila' en diferentes fases de desarrollo se
colectaron en la huerta La Pedregosa en el Rosario, Sin., México en los meses de abril a
agosto de los afios 2001 a 2003. Los frutos se clasificaron en siete etapas por tamafo: 1:0.5
alScm,I:1.6a3.6cmlIll:3.7a54cmIV:55a29.9cm, V:10 a 12 cm, VI: 12 en adelante
(Fig. 13) y VII: estado senescente. En frutos de la etapa VI (maduros) se determinaron

parametros de calidad: firmeza, °Brix, tamafio, peso y color externo.

Muestras de 1 cm de tejido (exocarpo, mesocarpo, endocarpo y semilla) se fijaron en
formaldehido alcohol acido acético (FAA) y se deshidrataron con series graduales de
alcohol terbutilico, alcohol etilico y agua. Las muestras se infiltraron en parafina
histoldgica durante dos a tres dias y se vaciaron en moldes, una vez que solidificaron, las
muestras se cortaron (10 a 12 pm de espesor) utilizando un micrétomo rotatorio (Spencer,
American Optical Company). Los cortes se tifieron con una tincidon de contraste safranina —
verde fijo y se montaron con resina sintética. Las preparaciones se observaron en el
microscopio optico (Carl Zeiss Axiolab) y se obtuvieron micrografias. Se determinaron
parametros histoldgicos: tamafio, forma y tipos celulares, asi como presencia de material
ergéstico y materiales de reserva. Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza
y separacion de medias por la prueba de Tukey.

Para la observacion en microscopia electronica de barrido (SEM), muestras de 0.5 cm’ se
fijaron en una solucién de glutsaraldehido al 6% y se posfijaron en una solucion de
tetradxido de osmio al 2%. La deshidratacion se realiz6 con una serie gradual de alcohol

metilico y se desecaron al punto critico en una camara (SAMDRI-780B. Tousimis). Las
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muestras se montaron y recubrieron con carbdén y oro para observarlas en SEM. Los
analisis cuantitativos se realizaron utilizando una escala incluida en el microscopio de
barrido (Zeiss DSM 940A).

7.4. RESULTADOS

7.4.1. Parametros de calidad de la var. ‘Manila’

Los frutos de la var. ‘Manila’ midieron entre 11 y 13 cm, el peso promedio fue de 234 g, la

firmeza fue de 5.0 kg-f'y los s6lidos solubles totales resultaron en 18.15° Brix.

Cuadro 6. Peso de los diferentes tejidos en un lote de 100 frutos maduros var. ‘Manila’

Tejido Peso (g) | Porcentaje (%)
Exocarpo 58 24.7
Mesocarpo 127 57.4
Endocarpo 35 13.7
Semilla 15 4.13
Fruto completo 234 100

En el cuadro 6 se presenta el peso total del fruto y la proporcién en porcentaje de cada
tejido. En la var. ‘Manila’ la pulpa es la que presenta un mayor porcentaje en peso (cerca
del 60%), la cascara tiene el 24.7%, el hueso el 13.7% y la semilla solamente el 4.13% de
peso total. El incremento en el peso de los frutos de la variedad ‘Manila’ es menor que en
‘Haden’, debido a que en ‘Manila’ la céscara es notablemente mas delgada y la pulpa con

c¢lulas de un tamafio mas grande que en ‘Haden’ ocupan la mayor la proporcion del fruto.

7.4.2. Flor y verticilos florales

Las flores de la variedad ‘Manila” son de un tamafio aproximado a la de ‘Haden’ entre 0.3 a

0.5 cm y son pentdmeras. Los tamanos celulares de los tejidos de los verticilos y del ovario
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en la flor de la var. ‘Manila’ son muy similares a los de ‘Haden’ (cuadro 5). En las flores
hermafroditas de ambas variedades el ovario es supero y presenta un estilo de insercion

lateral (Fig.13a), presentan un 6vulo anatropo (Fig. 13b).

7.4.3. Desarrollo del fruto variedad ‘Manila’

El desarrollo del fruto de la variedad ‘Manila’ es semejante al de la variedad ‘Haden’, por

lo que se describen las principales diferencias.

Etapa I (0.5 1.5 cm)

En el caso de la var. ‘Manila’, solamente cuando el fruto es menor a un centimetro la
epidermis se encuentra organizada con células en empalizada, posteriormente, las células
de la epidermis comienzan a reorganizarse y dan una apariencia como de ondas (Fig.14a).
El tamafio de las células de los diferentes tejidos es similar en ambas variedades (Graf. 8).
La formacion de canales secretores asociados a haces vasculares es mas frecuente que en la
variedad ‘Haden’ (Fig. 14b). Asi mismo, se acumula material de reserva en estadios mas
jovenes en la variedad 'Manila' (Fig.14a y 14b). En el endocarpo, la formacion de fibras se
presenta a partir de esta etapa y progresa rapidamente. Existen de cuatro a seis capas de
células isodiamétricas por debajo de la epidermis interna (Fig.14c) igual que en la variedad

‘Haden’, pero en esta etapa en la variedad ‘Manila’ son poco mas grandes.

Etapa II (1.6-3.6 cm)

Durante la segunda etapa, la cuticula aumenta su grosor considerablemente (Fig. 14d), las
células epidérmicas crecen un tanto con respecto a la etapa I (Graf. 8). Se agrupan de seis a
ocho células por debajo de la cuticula y comienza a definirse una forma claramente
piramidal. Las células que forman el mesocarpo siguen multiplicindose y expandiéndose,
por lo que entre ellas se forman espacios intercelulares (Fig. 14e). La formacion de fibras

continta en las capas hipodérmicas de la epidermis interna (Fig. 14f).
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Etapa Il ( 3.7-5.4 cm)

En la etapa tres, la cuticula no aumenta de grosor con respecto al estadio II (Fig. 14g; Graf.
8). Durante la etapa III, el grosor de la cuticula coincide con la variedad ‘Haden’. Las
células de la epidermis se organizan de forma mas contintia haciendo que la deposicion de
cuticula tenga una apariencia mas lisa (Fig. 9¢). A diferencia de ‘Haden’, que en esta etapa
presenta una epidermis estriada, debido a la topografia ondulada. En la hipodermis, las
paredes celulares permanecen mas gruesas. El mesocarpo es el tejido que en todos los
estados de desarrollo crece mas (Graf. 6). Durante la etapa III comienza la acumulacion de
material de reserva en las células del parénquima (mesocarpo) (Fig. 14h). La formacion de

fibras es muy intensa (Fig.141).

Etapa 1V (5.5 -10 cm)

Durante la etapa cuatro, las células epidérmicas comienzan a desorganizarse, (Fig. 15a), el
grosor de la cuticula aumenta un poco (Graf. 6) y en el caso de la variedad ‘Manila’ las
crestas y valles que forma la capa cuticular no coinciden con las puntas y bases de las
células epidérmicas, por lo que el arreglo es mas continlio en esta variedad que en la
‘Haden’ (Fig. 9f). En este estadio, la cuticula es mas gruesa en la variedad ‘Haden’. Las
células del mesocarpo siguen expandiéndose y acumulando granulos de almidon (Fig. 15b).
(Graf. 8). Comienzan a degradarse las células asociadas a la epidermis interna (Fig. 15¢).
Todos los tejidos, excepto las células parenquimaticas alcanzan su tamafio maximo (Graf.

0).

Etapa V ( mayor a 10 cm)

En esta etapa las células de la epidermis comienzan a perder contenidos citoplasmaticos,
por lo que se observan desorganizadas y llegan a verse espacios entre ellas (Fig. 15d). Se

degrada la clorofila y se sintetizan xantofilas y carotenoides, por lo que se presentan

cambios de color (Fig. 13c¢). Las células parenquimaticas que subyacen a la epidermis
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externa presenta paredes mas engrosadas que el resto del mesocarpo y acumulan
polifenoles (Fig. 15d y 15e). Las células del mesocarpo continuan creciendo (Fig. 15¢;
Graf. 6). La formacion de fibras y el engrosamiento de paredes celulares es menor en los
frutos de la variedad ‘Manila’ (Fig. 15f), como puede notarse cuando son consumidos

ambos frutos.

Etapa VI (10-12 cm)

Conforme el fruto madura, la cuticula externa se adelgaza y la deposicion de ceras es
discontinua (Fig. 151). Las paredes de las células parenquimaticas se degradan provocando
cambios en la firmeza (Fig. 15g y 15h). Aparentemente, la cantidad de almidéon que se
almacena en el mesocarpo de la variedad ‘Manila’ es mayor que en la ‘Haden’. No se

forma un reticulo fibroso en el endocarpo como en el caso de ‘Haden’ (Fig. 151).

Etapa VII (Frutos senescentes)

Las células hipodérmicas se comprimen. Hay degradacion de todos los tejidos, pérdida de
contenidos citopasmicos y fermentacion de azlcares. Las células de mesocarpo se

expanden incluso en esta etapa de desarrollo (Fig 15j y 15k).

7.4.4. Desarrollo de la semilla

A diferencia de los frutos de la variedad 'Haden', los frutos 'Manila' son poliembridnicos.
Presentan de seis a ocho embriones, cuyo tamafio va de 2 a 5 cm de longitud (Fig. 9g y 9h).
Este fenémeno se debe a la formacién de embriones adventicios que tienen como origen la

nucela. Solamente uno de los embriones es sexual, el resto son nucelares.

Después de la fecundacion, conforme el saco embrionario se agranda, el tejido de la nucela
se degrada y algunas de las células que se encuentran en el extremo micropilar se
diferencian, estas células poseen grandes nucleos y un citoplasma denso, dichas células

comienzan a desarrollarse y dividirse formando embriones adventicios. El desarrollo de los
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embriones nucelares implica la utilizacion del tejido nucelar. Los tegumentos se desarrollan

de la misma forma que en la variedad ‘Haden’ (Fig. 11).

En la tercera etapa de desarrollo al igual que en la variedad 'Haden' el endospermo de los
frutos 'Manila' se celulariza y se distinguen los cotiledones. En el caso de los cotiledones de

la variedad ‘Manila’ se observo la presencia de estomas en la madurez (Fig. 10g y 10 1).

7.4.5. Curva de crecimiento de la var. ‘Manila’

La curva de crecimiento presentada para la variedad ‘Haden’ (Grafica 5) puede ser utilizada

para la ‘Manila’, aunque algunos eventos del desarrollo se presentan en etapas distintas.

En la etapa I (frutos canica) entre los 20 y 25 dias, se anticipa la reorganizacion de la
epidermis empalizada y se forman ondas, inicia la formacion de canales secretores y la

formacion de fibras, eventos que en ‘Haden’ ocurrieron hasta la segunda etapa.

Durante la segunda etapa (frutos entre 1.6 y 3.6 cm denominados frutos en amarre) la tasa
de crecimiento es lenta, es decir, trascurren aproximadamente 50 dias, en los cuales
continua la formacion de fibras del endocarpo y se expanden las células de todos los

tejidos.

En la etapa III, aproximadamente a los 80 dias, inicia la acumulacién de almidon, evento
que se presenta también de manera anticipada con respecto a ‘Haden’. En la semilla se
forman los cotiledones y el endospermo celular. En la etapa IV, al igual que en ‘Haden’ se
alcanzan los tamafios celulares maximos en todos los tejidos, excepto en las células
parenquimaticas del mesocarpo y la hipodermis y se siguen acumulando sustancias de

reserva.
Durante la etapa V, cuando el fruto se encuentra en estado sazon, entre 115 y 120 dias, el

hueso no se endurece completamente, debido a que en el endocarpo no todas las células se

convierten en fibras. Comienza la degradacion de clorofila y se produce la sintesis de
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pigmentos. Cuando el fruto madura (etapa VI), aproximadamente a los 125 dias, las paredes
de las células del mesocarpo se degradan, se presenta ablandamiento y cambio de color en
la cascara por la sintesis de xantofilas y carotenoides. La degradacion de los tejidos y la

senscencia (etapa VII) ocurren de manera mas acelerada aproximadamente a los 130 dias.

Al igual que en la var. ‘Haden’ los frutos en estado sazon de la var. ‘Manila’ presentan las
caracteristicas de madurez de consumo necesarias para que durante esta etapa de desarrollo
pueda realizarse el corte; sin embargo el periodo de vida de anaquel para ‘Manila’ es mas

corto, segun las observaciones realizadas entre 4 a 5 dias.

Parametros histologicos de frutos var. ‘Manila'
80 |

0 il

Tamano (um)

Grafica 6. Tamaios celulares de los tejidos de los frutos de mango de la var. ‘Manila’
durante el desarrollo.
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Etapa Il

Etapa lll

Etapa IV

Fig. 13. Frutos de la var. ‘Manila en diferentes
estados de desarrollo. Barra =4 cm.
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Pies de figuras 14y 15

Figura 14. Primeras tres etapas de desarrollo de la variedad ‘Manila’, a) Corte de exocarpo en la
etapa de desarrollo I, se observa la epidermis externa con células en que comienzan a modificarse
en ondas y se aprecia la cuticula engrosada; b) Mesocarpo de fruto en la etapa de desarrollo I, se
observan células parenquimaticas isodiamétricas y canales secretores cerrados; ¢) Endocarpo de un
fruto en la etapa I, se observa la epidermis interna en empalizada y fibras asociadas a haces
vasculares; d) Exocarpo durante la etapa II, se observa modificacion de la epidermis en un patron
de ondulacion; e) Mesocarpo durante la etapa II; f) Endocarpo en la etapa de desarrollo II, se
aprecia la epidermis en empalizada, la cuticula interna se tifie de verde; g) Exocarpo en la etapa III
con una epidermis en ondas y cuticula engrosada; h) Mesocarpo en la etapa III, se observan células
de parénquima isodiamétricas o algo alongadas; i) Endocarpo durante la tercera etapa de desarrollo,
se observa la epidermis interna, se aprecia también la cuticula y algunas fibras asociadas a haces
vasculares. La barra en las fotos equivale a 25 pm. epx (epidermis externa), cu (cuticula), ex
(exocarpo), cs (canales secretores), me (mesocarpo), epi (epidermis interna), cut (cuticula interna),
ch (células hipodérmicas), fi (fibras), en (endocarpo).

Figura 15. Etapas de desarrollo IV, V, VI y VII de la variedad ‘Manila’, a) Corte de exocarpo en la
etapa de desarrollo IV (denominada previo desarrollo), se observa la epidermis externa en un patrén
de ondas y la cuticula de grosor maximo durante el desarrollo; b) Mesocarpo de fruto en la etapa de
desarrollo IV, se observan células parenquimaticas isodiamétricas; ¢) Endocarpo de un fruto en la
etapa IV, se observa la elongacion de fibras asociadas a haces vasculares; d) Exocarpo durante la
etapa V, se observa la epidermis ondulada y las células hipodérmicas con contenidos tefiidos de rojo
(taninos), la cuticula se observa un poco mas delgada con respecto a la etapa anterio; e) Mesocarpo
durante la etapa V, se aprecian numerosos granos de almidon; f) Endocarpo en la etapa de
desarrollo V, se observan algunas fibras elongadas; g) Exocarpo en la etapa VI con una epidermis
en ondas; h) Mesocarpo en la etapa VI con granos de almidon; i) Endocarpo durante la sexta etapa
de desarrollo, se observa la formacion de fibras; j) Exocarpo en la etapa VII, la cuticula se observa
rota en algunos puntos, la epidermis ha pérdido contenido citoplasmico y las células hipodérmicas
se obsevan comprimidas; k) Mesocarpo con células parenquimaticas degradadas; 1) Exocarpo
tefiido con rojo de aceite para apreciar las ceras epicuticulares de la epidermis externa de un fruto en
etapa VII. La barra en las fotos equivale a 25 pm. epx (epidermis externa), cu (cuticula), ex
(exocarpo), es (canales secretores), al (granos de almidén), me (mesocarpo), epi (epidermis
interna), cut (cuticula interna), ch (células hipodérmicas), fi (fibras), en (endocarpo), ce (ceras
epicuticulares).
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Etapa Il Etapa Il

‘Manila’ durante las primeras tres etapas de desarrollo. Barra

Etapa |
Fig. 14. Exocarpo, mesocarpo y endocarpo de la var.

=25y
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ﬁl. ??P ‘ '.'

Etapa IV Etapa VI

Fig. 15. Exocarpo, mesocarpo y endocarpo de la var. ‘Manila’ durante las etapas 1V, V, VI y VII. Barra = 25 p.
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7.5 DISCUSION

A pesar de que los frutos no presentan un crecimiento en intervalos regulares, algunos
autores han intentado establecer tres o cuatro estados de desarrollo principales en frutas
como las manzanas y los duraznos: multiplicacion, expansion, diferenciacion celular y
maduracion o madurez (Long,1943; Kobel, 1954,; Lilleland, 1930,; Tukey, 1936). Estas
cuatro divisiones tienen propdsitos practicos para distinguir las fases de desarrollo; sin
embargo, no toman en cuenta que el crecimiento es un proceso continio y gradual que
afecta los tejidos en diferentes tiempos y que la velocidad de crecimiento es variable
también (Roth, 1977). En los frutos de aguacate la division celular continta hasta la
madurez (Schroeder, 1953). En el caso del mango, lo que se observd en este estudio es que
la division, extension y diferenciacion celular puede presentarse en los tejidos en diferentes
tiempos (Barbosa, et al., Articulo en revision). Mientras, que la expansion celular cesa en
la epidermis externa, colénquima, endocarpo y capas subepidérmicas de la epidermis
interna, durante la cuarta etapa de desarrollo, pero siguen multiplicandose; la expansioén en
las células del mesocarpo continlia hasta la ultima etapa de desarollo del fruto en las dos

variedades estudiadas.

Las diferencias en el patron de desarrollo de los frutos de la variedad 'Manila' con respecto
a la variedad 'Haden' radica especialmente en la anticipacion de los cambios histologicos,
como la constitucion de la epidermis de forma ondulada, el adelanto en la formaciéon de
fibras en el endocarpo y la acumulacién de material de reserva en la pulpa. Ademas de las
diferencias que se presentan en la madurez: el grosor de la cascara es menor en ‘Manila’
que en ‘Haden’, en el mesocarpo las células alcanzan un tamafio mayor en ‘Manila’ y se
forma un mayor nimero de espacios intercelulares y al final del desarrollo de ‘Manila’ no
termina de formarse un reticulo fibroso con paredes lignificadas. El desarrollo de la semilla
es similar en ambas variedades, pero el numero de embriones es significativamente
diferente. ‘Haden’ es monoembridnico, mientras que ‘Manila’ es poliembrionico, presenta
de 4 a 6 embriones con tamafios que van desde 2 a 5 cm de longitud. Las reservas
cotiledonarias son similares en ambas variedades; sin embargo, la concentracion de éstas es

mayor en ‘Manila’.
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Por otro lado, las reservas en el parénquima de la pulpa de ‘Manila’ resultan mas
abundantes en almidon y posteriormente en sélidos solubles totales. Las células del
mesocarpo presentan durante la maduracion un proceso de degradacion de pared mas
rapido, lo que contribuye a explicar la corta vida de anaquel de la var. ‘Manila’ (entre 4y 5
dias) y el por qué la exportacion a destinos lejanos de los frutos de esta variedad resulta

mas dificil, a pesar de su excelente sabor y textura.

Cuando el fruto alcanza aproximadamente 12 cm de longitud (estado sazén), la semilla y el
fruto han acumulado abundantes cantidades de sustancias de reserva y de otros compuestos
como hidrocarburos y ésteres, ademds la clorofila comienza a degradarse y la sintesis de
pigmentos relacionados con el cambio de color inicia; lo anterior permite que los frutos
sean capaces de mantenerse sin los nutrientes provenientes de la planta madre. Por lo que se
confirma que el corte debe hacerse durante la etapa sazon si se pretende prolongar la vida

de anaquel.

En el caso de citrus, de acuerdo con Koltunow y col. (1996), el desarrollo de los embriones
adventicios se realiza a partir del tejido nuclear y no requiere de una cantidad mayor de
endospermo. Los embriones adventicios carecen de suspensor y suelen ser mas pequeiios

que el embridn sexual; sin embargo en semillas maduras son dificiles de distinguir.

7.6. CONCLUSIONES

Las caracteristicas histolégicas que marcan las diferencias en el desarrollo de las dos
variedades, explican el hecho de que ‘Manila’ sea menos resistente a los dafios por
manipulacién y por frio, y asi mismo, sea mas susceptible a la pérdida fisiologica de peso
y menos resistente al ataque de patogenos, por lo que se hace mas dificil su exportacion a

destinos lejanos.

Es necesario hacer observaciones mas precisas del periodo de desarrollo de la var. ‘Manila’

para la realizacion de su curva de crecimiento y corroborar los resultados obtenidos hasta
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este momento. Sin embargo, las observaciones histologicas realizadas en la var. ‘Manila’
permiten sugerir que cuando el fruto alcanza aproximadamente 12 cm, éste y la semilla

estan listos para ser cosechados. El fruto madura en alrededor de 5 dias.
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8. EFECTO DEL OZONO EN LA PREVENCION DE ANTRACNOSIS
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8. EFECTO DEL OZONO EN LA PREVENCION DE ANTRACNOSIS

8.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

8.1.1. Antracnosis del mango

Colletotrichum. gloeosporioides pertenece a la clase de los Deuteromycetes y al orden
Melanconiales, mientras que su teleomorfo, Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld y von
Schrenk, pertenece a la clase Ascomycetes y al orden de los Xilariales (Alexopoulos y

Mims, 1985).

El sintoma de C. gloeosporioides en mango, es conocido como antracnosis es una de las
enfermedades mas importantes en todas las regiones productoras de mango del mundo, esté
asociada a temperaturas elevadas y humedad relativa arriba del 95%. Ocasiona disminucion
de la produccion, deterioro de la calidad del fruto y fuertes pérdidas postcosecha
(Cook,1975; Fitzell y Peak, 1984; Jeffries et al, 1990; Dodd et al, 1991) pudiendo infectar
las partes aéreas del arbol en todos los estados de desarrollo (Fitzell y Peak, 1984; Bailey y
Jerger, 1992). En México, la enfermedad se encuentra distribuida en todas las regiones
productoras y ocasiona severos dafios en floracion, fructificacion y postcosecha. Las

pérdidas varian entre el 15 y el 50% del volumen producido (Becerra-Leor, 1995).

La Antracnosis es una de las enfermedades fingicas que causa mayores pérdidas, en
Meéxico reduce el volumen de la produccion total de mango. Otras enfermedades son
pudricién del pedinculo y secamiento de las ramas terminales de los arboles (Lasiodiplodia

theobromae) y otros tipos de pudriciones (Fusarium oxysporum, Pestalotiopsis mangiferae)

(Jeftries et al, 1990; Lim, 1994; Tandon, et al., 1995; Nieto et al., 1997).
Las esporas de C. gloesoporioides se adhieren a la epidermis de los frutos y tardan en

germinar entre 12 y 48 horas, forman un apresorio que permanece latente hasta que el fruto

alcanza comienza a cambiar de color (Jeffries et al, 1990).
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La antracnosis ocasiona la caida prematura de los frutos, pero las mayores pérdidas ocurren
durante la maduracion en postcosecha, en este periodo, la infeccion se desarrolla por lo que
se desencadena la presencia de lesiones de color café oscuro a negras con bordes
indefinidos en la cascara del fruto (Nieto et al/ 1997; Arauz, 2000). Estas lesiones de
diferentes tamafios pueden aparecer en toda la superficie del fruto, pero con mayor
frecuencia alrededor del pedanculo, ya que los conidios tienden a depositarse alrededor de
¢éste, después son distribuidos en el fruto durante el periodo de lluvias (Dodd et al., 1991;

Nieto, 1997).

Las lesiones se limitan a la cascara del fruto, pero en casos severos el hongo llega a invadir
la pulpa; conforme la enfermedad avanza se forman hundimientos en la superficie del fruto

y masas de esporas de color anaranjado o rosado (Arauz, 2000; Dodd, et al., 1997).

La produccion y diseminacion del hongo ocurre probablemente durante todo el afo,
principalmente cuando hay periodos de lluvia prolongados y coincide con la etapa de

floracion (Singh, 1968; Fitzell, 1979; Fitzell y Peak, 1984; Prusky, et al., 1981).

8.12. Control mediante el uso de funguicidas

Las frutas requieren de la aplicacion de tecnologias que garanticen la eliminacion de
microorganismos patdgenos, los cuales reducen sus atributos de calidad y vida de anaquel
(Barbosa, et al., 1999b). El método de control tradicional depende de la aplicacion de
fungicidas tales como el tiabendazol, maneb, mancozeb, propineb, zineb, clortalonil,
captafol, benomilo (benlate), captan, oxicloruro de cobre y metil tiofanato que han sido
eficaces para el control de la antracnosis dependiendo de la zona productora (Johnson, ef al,
1992; Galéan, 1999). Pero ademas de los fungicidas, se aplican soluciones con haldgenos,
frecuentemente el cloro u otros compuestos (Prusky, 1997, Saaiman 1997). Las
aplicaciones de fungicidas en precosecha son necesarias para proteger al fruto y asegurar el
rendimiento. Se sugiere aplicar Captan, Maneb, Zineb, Benlate, Kocide o Cupraviot, para
prevenir la antracnosis desde que inicia la floracién (Prior et al, 1992; Guzman, et al,

1993; Nieto, et al., 1997).
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En algunos casos se han aplicado con éxito tratamientos fisicos como agua y vapor
caliente (Coates et al 1997, Esquerra y Lizada 1990) o radiaciones infrarojas de onda corta

(Saaiman, 1997).

El tratamiento fisico que se recomienda para el control de la antracnosis, es la inmersion de
los frutos en agua caliente. El tratamiento debe ser como minimo a 50° C y no debe exceder
de los 54 + 1° C por cinco minutos; cuando el agua caliente se combina con fungicidas
como el Benomilo, Imazalil, TBZ o Prochloraz, las temperaturas se deben reducir a 52 o
53°C (Spalding y Reeder, 1986; Nieto ef al., 1997). Sin embargo, el uso de fungicidas, a
pesar de su efectividad puede tener efectos adversos secundarios en la salud del
consumidor, el medio ambiente y la calidad de los productos; ademas de que se pueden
forman razas del hongo resistentes a los productos quimicos. A partir de esto, se le ha
prestado mas atencion al desarrollo de métodos de control alternativos que sustituyan el uso

de agentes quimicos toxicos (Bosquez, 1997; Arauz, 2000).

8.1.3. Tratamientos alternativos

En la actualidad existen algunos métodos alternativos de control de enfermedades basados
en la modificacion de los factores biodticos o fisicos en los que se desarrolla el agente
patdégeno y que no tienen efectos secundarios toxicos para la salud. Algunos de estos
métodos alternativos son: hidrotermia, irradiacion, refrigeracion, atmosferas modificadas o
controladas (Bosquez, 1997) y se explora el uso del ozono (Smilanick, 1999; Ponce de

Leon, et al., 2001).

En la busqueda de tratamientos efectivos para la desinfeccion de frutas y hortalizas frescas,
algunos distribuidores y procesadores de productos frescos emplean el ozono para la
desinfeccion de agua, para el tratamiento de aire en cuartos frios y otras aplicaciones
postcosecha. El ozono ha logrado la categoria de un compuesto Generalmente Reconocido

como Seguro (GRAS), este es un dictamen que surgié de recomendaciones recientes de un
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jurado consejero de expertos y ha sido autorizado por el USDA en el ano 2000 (Graham,

1997).

El ozono es un oxidante fuerte, que se forma en la naturaleza por la irradiacion UV
(185nm) de origen solar y durante la descarga eléctrica de los relampagos; liberado en el
aire o en solucion la molécula es inestable, se mantiene solo de 15 a 20 min a temperaturas
entre 10 y 20°C, después se descompone en oxigeno sin dejar residuos (Gordon, 1979;

Ponce de Leodn et al., 2001).

El ozono es casi insoluble en agua (0.00003g/100ml a 20° C). La actividad desinfectante
del ozono no se modifica en el rango de pH de 6 a 8.5. El ozono se detecta facilmente por el
olfato humano a concentraciones entre 0.01 y 0.04 ppm, tiene un olor acre desagradable e
irrita los ojos y la garganta. Los limites de exposicion que ha determinado la OSHA
(Administracion de Salud y Bienestar de los Trabajadores de los E.U.) especifican un
umbral de 0.1 ppm en el caso de un exposicion continua durante un periodo de 8 horas y de

0.3 ppm por un periodo de quince min (Graham, 1997).

El potencial de oxidacion del ozono es 1.5 veces la del cloro y 3,000 veces la del acido
hipocloroso (HOCI). Los tiempos de contacto para la accion antimicrobiana son de 4 a 5
veces menores que los del cloro. El ozono ataca rapidamente las paredes de las células
bacterianas, a concentraciones seguras es mas eficaz que el cloro contra las esporas de
hongos patogenos vegetales de pared gruesa y contra los parasitos de animales (Botzenhart,

et al., 1993; Barth, ef al., 1995).

El ozono ha sido utilizado desde 1904 para la desinfeccion de agua municipal, de aguas de
proceso, de piscinas, purificacion de agua y como desinfectante de frutas (manzana,
melocotén, fresa, pera, zarzamora, cereza, zanahoria, cebolla, papa, tomate, pepino y
mango) y alimentos almacenados desde 1930 (Ewell, 1938; Berger y Hansen, 1965;
Sciumbato y Hegwood, 1978; Hampson, 1985; Ogawa et al, 1990; Spotts y Cervantes,
1989 y 1992; Liew, et al., 1994; Barth, et al., 1995; Gooch, 1996; Ridley y Sims, 1996;
Barbosa, et al, 2002).
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8.1.4. Estudios histopatologicos en mango

Se han realizado muchos estudios relacionados con C. gloeosporioides (Daquioag y Quimo,
1978; Fitzell y Peak, 1984; Jeffties, et al., 1990; Dodd, et al., 1991; Bailey y Jerger, 1992;
Prusky y Plumbley, 1992; Nieto-Angel,. et al., 1997; Wattad, et al., 1997; Arauz, 2000;
Kahmann y Basse, 2001), pero pocos histopatologicos con relacion a la interaccion mango-

C. gloeosporioides (Ruiz, 2001).

Se ha observado que después de la inoculacion de conidios de C. gloeosporioides sobre la
cascara de frutos de mango, se forma el tubo germinativo inicialmente, el cual se hincha
para desarrollar el apresorio, mas tarde se forma una punta de infecciébn que penetra la
cuticula y se desarrolla por debajo de la cuticula o dentro de las paredes de las células
epidérmicas un pequefio estroma. El patéogeno se mantiene por un periodo en estado de
latencia (Simmonds, 1941, 1963; Daquioag y Quimo, 1978). Dodd y colaboradores (1992)
y Prusky y Plumbley (1992) indican que la punta infectiva se mantiene en estado de
latencia entre la cuticula y las células epidérmicas subyacentes (Prior et al., 1992; Nieto, et
al., 1997). Por lo que el patdégeno infecta de manera limitada el tejido del hospedante
durante la etapa de quiescencia (Ruiz, 2001). C. gloeosporioides reanuda su desarrollo al
inicio de la maduracion del fruto (Droby ef al, 1986). En frutos infectados se anticipa el
aumento en la tasa respiratoria y en la produccion de etileno, ocasionando la maduracion
mas réapida del fruto y el cambio de color se produce antes de lo normal (Schiffmann-Nadel

et al, 1984).

Ruiz (2001), observd que las alteraciones celulares que el hongo induce en los tejidos
infectados son aumento y oxidacion de polifenoles, acumulacion de almidon y necrosis
celular. Por lo que la infeccidon sobre la epidermis de los frutos se manifiesta durante la
maduracion como lesiones de color café oscuro a negras con bordes indefinidos (Nieto et

al 1997; Arauz, 2000).
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8.2. OBJETIVO

Evaluar la efectividad del ozono para la prevencion postcosecha de antracnosis en frutos de

mango.

8.3. MATERIALES Y METODOS

8.3.1. Obtencion, aislamiento y cultivo de Colletotrichum gloeosporioides Penz.

Para el primer experimento (del ano 2002), la cepa pura de C. gloeosporioides fue
proporcionada por el laboratorio de Enfermedades Postcosecha del Colegio de
Postgraduados. Mientras que la cepa que se utilizo para la repeticion del experimento en el
ano 2003, fue aislada de frutos con sintomas de antracnosis en el laboratorio de
Ecofisiologia de la UAM — Iztapalapa siguiendo la metodologia descrita en Agrios, 1998 y
proporcionada por el Dr. Nieto Angel (Apéndices 10 y 11; comunicacion personal, 2003).
Una vez que se tuvieron los cultivos puros, el hongo se incremento en cajas de Petri con 35

ml de PDA (Apéndice 9). La esporulacion se desarrolld a los 10 dias.

Posteriormente, se procedid a recuperar las esporas por arrastre, agregando 10 ml de
detergente Tween 20 (polioxietilen sorbitan monolaurato) al 2%, a cada una de las cajas
con cultivo, se agitd levemente durante 20 min. Las suspensiones se vertieron en un solo
matraz para calcular el nimero de esporas con una camara de Neubauer. La camara se
montd en el microscopio compuesto y se contaron las esporas de los cinco cuadros
principales (C.P.) con el objetivo de 10X, el nimero de esporas por centimetro cubico (cc)

se estimo con la formula siguiente (French y Hebert, 1982):

Suma de 5 C.P. X 2000 = Numero de esporas/cc

Posteriormente se agregd 1 ml de la solucion stock a tubos Ependorff. Se separaron las

esporas del detergente por centrifugacion (10 000 rpm durante 10 min).
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8.3.2. Evaluacion de la germinacion de esporas a diferentes concentraciones de ozono

Se constituyeron 3 lotes: lote control y dos lotes con esporas tratadas a 2 concentraciones
de ozono: 0.8 y 2.0 mg. L' durante 15 minutos a temperatura menor a 20 °C. Se separaron
las esporas de cada lote por centrifugacion a 10 000 rpm durante 10 min y se desechd el
sobrenadante para resuspender la pastilla en agua destilada estéril. A partir de agua
destilada a 7°C, se obtuvo agua ozonada con un equipo generador de ozono (Pacific
Technology Ozone modelo L21) en un sistema cerrado de burbujeo constante y las
concentraciones se midieron con el método de trisulfato iindigo de potasio y Kit

Colorimétrico marca Hach.

El porcentaje de germinacién se evalud con las esporas colocadas en los tubos Ependorff
con agua destilada estéril a las 24, 48 y 72 horas después del contacto con ozono,
utilizando una camara de Neubauer. El criterio utilizado para considerar que los conidios
habian germinado fue la emergencia del tubo germinativo. Posteriormente, de cada
tratamiento se apartaron porciones de muestra para fijarlas en glutaraldehido al 6% con

buffer de fosfatos para su procesamiento con técnicas de microscopia electronica.

8.3.3. Evaluacion de crecimiento micelial

Inmediatamente después de que las esporas fueron tratadas con ozono y se resuspendieron
en agua destilada estéril, se tomo una alicuota de la suspension de cada uno de los tubos y
se coloco individualmente sobre placas de PDA, se incubaron a 25 + 2°C. EIl crecimiento
micelial se midi¢ diariamente hasta que el hongo llend la caja de Petri. El crecimiento se
midié en mm por unidad de tiempo (mm/dia).

8.3.4. Esporulacion

Una vez que las colonias llenaron las cajas de Petri, del borde de las colonias se tomo6 un

disco de medio de cultivo con un sacabocados, conteniendo micelio del hongo, el disco se
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coloco en 2 ml de agua mas Tween 20 al 2% y se agité por 10 min, se cuantificé el nimero

de conidios por ml con la ayuda de una cadmara de Neubauer.

8.3.5. Evaluacion de patogenicidad

Frutos de mango en estado sazon de las variedades ‘Haden’ y ‘Manila’ se inocularon las
esporas tratadas con ozono y las control. Los nueve frutos de los lotes control fueron
asperjados con 5 ml de agua destilada estéril. Los nueve frutos de los lotes 1 se asperjaron
con 5 ml de suspension de esporas sin tratamiento de ozono, los frutos del lote 2 fueron
asperjados con 5 ml de solucion de esporas tratadas con ozono a una concentracion de 2.0
mg.L"; el tiempo de exposicion para ambos lotes fue de 15 min. A un tercer lote, se les
asperjo esporas sin tratamiento de ozono, después de 12 h los frutos se sumergieron en agua
con 0zono a una concentracion mayor a 2.0 mg.L™"' durante 15 min. Posteriormente todos
los lotes se mantuvieron en camara humeda (charolas de pléastico con papel absorbente
humedecido con agua destilada estéril) y a temperatura ambiente (25 + 2°C) durante 11
dias. Se evalud la incidencia y severidad de los sintomas, se cuantifico el numero de
manchas mayores a 1 cm provocadas por el hongo y el porcentaje de severidad se calculd
con base a la superficie total del fruto. La severidad se determin6 mediante una escala de
ocho clases: 1 mancha = 0% de severidad; 2= 1.44%; 3 =2.77; 4 =5.29%; 6 = 17.61%; 7 =
29.49%; 8 = 45% (Horsfall y Barratt, 1945) .

Se tomaron fracciones de 0.5 cm” del area inoculada (exocarpo y mesocarpo) de algunos
frutos, a las 12, 24, 48, 72, 96,120 y 216 h después de la inoculacion y se fijaron en FAA
para la obtencién y observacion de cortes para microscopia Optica y electronica, de esta

manera observar la interaccion de los frutos de mango con C. gloeosporioides.
8.3.6. Preparacion de muestras para microscopia de transmision
Se obtuvieron secciones de 0.5 mm de grosor y hasta 0.5 cm de longitud, se siguio el

mismo procedimiento que para microscopia de barrido hasta la deshidratacion, después las

muestras se incluyeron en soluciones graduales de o6xido de propileno-Epon (Apéndice 7)
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en proporciones 3:1, 2:1 durante 30 min, después un cambio 1:1, en el cual permanecieron
durante una hora. Posteriormente las muestras pasaron por dos cambios de oxido de
propileno durante 15 min el primero y toda una noche, el segundo. Se colocaron en moldes
con Epon. La resina Epon con las muestras se polimerizaron a 60°C durante 48 h. A cada
bloque de Epon se le hizo una piramide, de tal manera que la muestra quedo en el centro de
la misma. Las muestras incluidas en Epon se cortaron en ultramicrotomo (Mod. RMC, MT-
700), los cortes se hicieron seriados con un grosor de 60 a 90 nm. Se montaron en rejillas y
se tifieron con dos colorantes para dar contraste: acetato de uranilo al 2% en alcohol al
50% y citrato de plomo (Apéndice 8) (Bozzola, et al, 1991), se observaron al microscopio

eléctronico de transmision (LEO 910) y se obtuvieron micrografias.

8.3.7. Analisis estadistico

Los datos se graficaron en los programas Excel y Statistica (Version 4.5, USA), se

realizaron andlisis de varianza y comparacion de medias por el método de Tukey.

8.4. RESULTADOS

8.4.1. Evaluacion de la germinacion de esporas a diferentes concentraciones de ozono

Al evaluar las esporas de C. gloeosporioides, se observaron conidios hialinos de una sola
célula, cilindricos o elipticos, con apices redondeados, con un tamafio que varia entre 3.5 a
6 um de ancho y de 12 a 18 um de largo (Fig. 16a y 16b), estas caracteristicas coinciden

con lo reportado por Bayley y Jerger (1992).

Las esporas control germinaron en mas de 97%, mientras que las esporas tratadas con
o0zono a una concentracion de 2.0 mg.L" germinaron en menos de 2%, la concentracién de
0.8 mg.L" de ozono resultd ser también muy eficaz, aunque menor que la de 2.0 mg.L™"

(Gréfica 7).
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Al observar las esporas que no germinaron en el microscopio dptico, solamente se percibid
que presentaban pérdida de densidad citoplasmatica, las observaciones realizadas con MET
muestran cambios en la integridad de la ultraestructura de la pared y membrana celular. En
las esporas control se observo una pared integra y definida. Antes de que las esporas
germinen realizan algunos intercambios de pared, lo cual permite que la espora crezca y se
mantenga a pesar de la presencia de condiciones de estrés. Previo a la germinacién el
citoplasma tiende a hialinizarse dejando al descubierto algunos organelos como las
mitocondrias y ribosomas (Ponce de Leon, et al., 2001). La pared se observd un poco
flaccida, lo que probablemente le permita realizar la proyeccion del tubo germinativo y la

formacion del apresorio (fig. 16b).

Las esporas tratadas con 0.8 mg.L"' de ozono, presentaron la formacién de una gran
cantidad de microcuerpos de almacenamiento de lipidos (cuerpos lipidicos) (Fig. 16c),
dicho fendmeno se lleva a cabo en células eucarioticas en condiciones de estrés metabodlico,
se denomina sustitucion de organelos y es una manera de almacenar nutrientes. En este
estudio tal fenomeno se puede interpretar como una defensa preventiva ante el efecto
oxidativo del ozono. Tal desorganizaciéon metabolica disminuye la capacidad fisioldgica de

germinar.

Las imagenes muestran que las esporas provenientes del tratamiento mas agresivo (mayor a
2.0 mg.L™" de 0zono), no solo perdieron citoplasma, sino también la continuidad y forma en
las paredes (Fig. 16d y 16e). El ozono ataca rapidamente las paredes gruesas de las esporas
de C. gloeosporioides en una concentracion alta. El proceso de intercambio de pared
celular no es contintio, es decir, estd desfasado, ya que la espora tiende a acumular el
material de las primeras capas de pared como una respuesta de defensa al ozono, el poder
oxidativo del ozono y la formacion de radicales libres provocan: reduccion del tamafio de
las mitocondrias y ribosomas, sustitucion de organelos por vacuolas de almacenamiento,
degradacion del citoplasma y de la membrana nuclear. En estas condiciones, la mayor parte

de las esporas expuestas a 2.0 mg.L"' no germinan y por lo tanto mueren.

81



8.4.2. Evaluacion del Crecimiento Micelial

En la grafica 8 se presenta la tasa de crecimiento micelial de C. gloeosporioides después de
10 dias de incubacion (Fig. 16f), expuestas a dos concentraciones de ozono y esporas
control. El tratamiento que presentd mejores resultados, es decir, que disminuyd
considerablemente el crecimiento micelial, fue el de esporas expuestas a una concentracion
mayor a 2.0 mg. L "' de ozono. Las esporas expuestas a 0.8 mg. L "' de ozono, al
encontrarse en un medio rico en nutrientes (medio de cultivo PDA), presentaron un
crecimiento micelial mas parecido al de las esporas control (F =3.13, P=0.001263). Lo
cual, nos indica que el efecto del ozono a concentracion de 0.8 mg.L ™' no fue suficiente

para evitar que las esporas contintien con su desarrollo.

8.4.3. Esporulacion

Una vez que se midid el crecimiento micelial las esporas se recuperaron por arrastre con
Tween 20, para evaluar la esporulacion del micelio en las colonias de cada tratamiento. Los
resultados obtenidos se presentan en la grafica 9. Los cultivos que presentaron un mayor
numero de esporas, fueron los de las cajas control (aproximadamente 650,000 esporas por
cm’), después los de las cajas con esporas tratadas con 0.8 mg. L de ozono (cerca de
400,000 esporas por cm’) y, los cultivos que esporularon més pobremente fueron los
sembrados con esporas expuestas a 2.0 mg. L "' de ozono (menos de 60,000 esporas por

cm’).

8.4.4. Evaluacion de patogenicidad en frutos

La patogenicidad de las esporas de C. gloeosporioides se evaluo en frutos de las variedades

'Haden' y 'Manila', durante once dias después de la inoculacion.
Los primeros sintomas ocasionados por C. gloeosporioides son lenticelas oscurecidas y

lesiones de tamafios muy pequefios que aparecen en toda la superficie del fruto, en la

variedad ‘Manila’ se presentaron 96 h después de la inoculacidon, mientras que ‘Haden’
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comenzaron a aparecer a las 120 h. Durante los primeros dias las lesiones se limitaron a la
cascara del fruto, sin embargo, a los once dias, el hongo invadié parte de la pulpa y se
formaron hundimientos en la superficie del fruto y se produjeron masas de esporas.
Después de once dias de incubacién las manchas se presentaron en casi el 45% de la
superficie de los frutos de la var. ‘Manila’ (Graf. 12; Fig. 18). Mientras que la severidad fue
de 5.25% en ‘Haden’ (Graf. 12; Fig. 17). Segiin Swuinburne (1983), las diferencias en el
desarrollo de la enfermedad se deben en parte a condiciones adversas impuestas por el
hospedante, ya sea por la presencia de compuestos antifungales preformados o inducidos
(Green y Morales, 1967; Prusky et al, 1983), o bien, por los niveles inadecuados de
nutricion en los frutos (Verhoeff, 1974). En el caso de las dos variedades estudiadas en este
trabajo, también pueden influir las caracteristicas morfoldgicas de cada cultivar, asi como el
proceso de desarrollo caracteristico de cada variedad. En los frutos de la variedad ‘Manila’,
se producen los eventos asociados a la madurez y senescencia de manera mas acelerada que
en los frutos ‘Haden’, y por lo tanto, se observa un ablandamiento de los tejidos mas
rapido, dicho ablandamiento esta relacionado con la produccion de etileno que puede ser
una sefial para que las esporas de C. gloeosporioides germinen y se desarrollen dentro del

fruto.

Las diferencias en el nimero de manchas necréticas provocadas por la infeccion, es mayor
en los frutos inoculados con esporas de C. gloeosporioides sin tratamiento de ozono;
después de 72 h de la inoculacion inici6 la aparicion de manchas en la var. ‘Manila’;
mientras que en los frutos tratados con ozono los sintomas se observaron hasta las 96 h. El
lote en el cual se controld6 mejor la antracnosis, fue el de mangos inoculados con esporas
tratadas con 2.0 mg. L™ de ozono durante 15 min, s6lo se observé dafio en un 5.25% en
los mangos de la variedad ‘Haden’ y del 25% de severidad en la var. ‘Manila’. El lote de
mangos inoculados con esporas de C. gloeosporioides y tratados con ozono después de
transcurridas 12 horas, presentd una area necrotica ligeramente inferior al lote de mangos
inoculados y sin tratamiento de ozono, lo que indic6 que las 12 horas posteriores a la
inoculacién, fueron determinantes para el desarrollo de la enfermedad y que no es posible
controlar la infeccion sobre los frutos una vez que se encuentra bien establecida (Fig. 17 y

18).
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El género Colletotrichum se ha clasificado como hemiotréfico (Mendengen y Hahn, 2002).
Durante las primeras etapas de su desarrollo (adhesion, formacién del apresorio y
penetracion), provoca dafio minimo a las células huésped, esto se debe a que la pared del
hongo se encuentra separada del protoplasto celular por una matriz extracitoplasmica
formada de glicoproteinas, ésta se conecta con el apoplasto de la célula en la interfase del
estado biotrofico a necrotrofico. Uno o dos dias después de la penetracion, la membrana
plasmatica comienza a desintegrarse lo que lleva a la muerte de la célula. Posteriormente
nuevas células son colonizadas por hifas primarias, por lo que se presenta una muerte
celular masiva. Se desarrollan entonces, hifas secundarias y se pierde la matriz interfacial.
Las paredes de las células huésped se rompen debido a que las hifas secundarias secretan
grandes cantidades de enzimas hidroliticas (endo y exopoligalacturonasas), para obtener
nutrientes de las células de la planta y otras (pectato liasa y celobiohidrolasas) que reducen
las reacciones de defensa del huésped (produccion de oligosacaridos, epicatequinas, etc.)

(Esquerré-Tugayé, et al., 2000; Kahmann y Basse, 2001; Mendengen y Hahn, 2002).

Después de 11 dias de haber inoculado los frutos, el desarrollo de la patogénesis avanza
hasta su fase necrotréfica. La infeccion sobre la epidermis de los frutos se manifiesta en
lesiones de color café oscuro a negras con bordes indefinidos y hundimientos en la
superficie del fruto y necrosis en la pulpa. Se observa la colonizacion de los tejidos por
hifas primarias y secundarias (micelio), que provocan diversas alteraciones celulares como
rompimiento de paredes y pérdida de contenidos citoplasmaticos que constituyen zonas
necréticas en epidermis, colénquima y parénquima (Fig. 19 y 20); se observa aumento
considerable en la oxidacion de polifenoles, principalmente en la zona del colénquima que
resulta en los colores obscuros tipicos de la sintomatologia de la enfermedad, la produccion
de polifenoles es mayor en la variedad ‘Haden’. El colapso y la degradacion de las paredes
celulares del parénquima se observd en menor grado en los frutos de la variedad ‘Haden’

(Fig. 19y 20).
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Pie de figaras 16. a) Micrografia de barrido de una espora de C. gloeosporioides sin
tatamiento de ozono (control), (1000x, barra = 3um), b) Micrografia de transmisioén de una
espora sin tratamiento de ozono (control), (15000x, barrra = 2 pum), se distinguen el nucleo
y varias mitocondrias; ¢) Micrografia de transmision de una espora tratada con 0.8 mg.L-1
de ozono (10000x, barra = 6um), donde se observan cuerpos lipidicos, que se han cambiado
por los organelos que se observan en la espora control; d) Micrografia de transmision de
esporas tratadas con 2.0 mg.L-1 de ozono (10000x, barra = 6um), se observa degradacioén
del citoplasma de las células; e) Acercamiento de la pared de la espora tratada con 2.0
mg.L-1 de ozono,donde se observa el proceso de cambio de pared (30000x, barra = 0.8
um); f) cajas de Petri con micelio de C. gloeosporioides después de 10 dias de incubacion.
n (ntcleo), m (mitocondrias), ¢l (cuerpos lipidicos), ¢ (citoplasma degradado), cp (cambio
de pared).
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Fig. 16 a) Espora de C. gloeosporioides control, SEM (1000x,barra = 6y), b) control, TEM (15000x), ¢) 0.8 mg.L™" O3
(10000x), (cp) cuerpos lipidicos; d) 2.0 mg.L-1 O3 (10000x), e) 2.0 mg.L-1 O3 (30000x), f) cajas de Petri con micelio de C.
gloeosporioides después de 10 dias de incubacion.
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Fig. 17. Frutos de la var.

Frutos inoculados con esporas de C. gloesosporioides sin tratamiento de ozono
6 dias 10 dias
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Frutos control

Fig. 18. Frutos de la var. ‘Manila’

"Manila’

Frutos inoculados con esporas de C. gloesosporioides sin tratamiento de 0zono

6 dias 10 dias
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Pies de figuras 19y 20

Figura 19. Tejidos dafiados de frutos maduros var. ‘Haden’, a) Epidermis de un fruto inoculado con
esporas de C. gloeosporioides tratadas con 2.0 mg.L-1 de ozono antes de la inoculacion, se observa
degradacion de las células epidérmicas e hipodérmicas; b) Mesocarpo de fruto inoculado con esporas de
C. gloeosporioides tratadas con 2.0 mg.L-1 de ozono antes de la inoculacion, se observa degradacion de
las paredes parenquimaticas mas externas y la colonizacion del tejido por hifas primarias y secundarias;
¢) Mesocarpo de un fruto inoculado con esporas de C. gloeosporioides tratadas con 2.0 mg.L-1 de ozono
antes de la inoculacién, hay degradacion de las células de parénquima mas interno, pero no hay
colonizacion del hongo; d) Epidermis de un fruto inoculado con esporas de C. gloeosporioides sin
tratamiento de ozono, pero sumergido en agua ozonada (2.0 mg.L-1 de ozono) 12 h después de la
inoculacion, se observa degradacion de las células epidérmicas e hipodérmicas; e) Mesocarpo de fruto
inoculado con esporas de C. gloeosporioides sin tratamiento de ozono, pero sumergido en agua ozonada
(2.0 mg.L-1 de ozono) 12 h después de la inoculacion, se observa colonizacion del hongo en el
parénquima mas externo; f) Mesocarpo interno de fruto inoculado con esporas de C. gloeosporioides sin
tratamiento de ozono, pero sumergido en agua ozonada (2.0 mg.L-1 de ozono) 12 h después de la
inoculacion, se observa degradacion de paredes celulares; g) Epidermis de un fruto inoculado con
esporas de C. gloeosporioides sin ningin tratamiento de ozono, se observa degradacion de las células
epidérmicas e hipodérmicas; h) Mesocarpo de un fruto inoculado con esporas de C. gloeosporioides sin
ningln tratamiento de ozono, se observa colonizacion del hifas primarias y secundarias en las células
mas externas del mesocarpo; i) Células de parénquima interno de un fruto inoculado con esporas de C.
gloeosporioides sin ningun tratamiento de ozono, se observa degradacion de paredes celulares. La barra
en las fotos equivale a 25 pm. epx (epidermis externa), cu (cuticula), cs (canales secretores), ch (células
hipodérmicas), hi (hifas), pax (células de parénquima colonizadas por hifas), pa (parénquima).

Figura 20. Tejidos dafiados de frutos maduros var. ‘Manila’, a) Epidermis de un fruto inoculado con
esporas de C. gloeosporioides tratadas con 2.0 mg.L-1 de ozono antes de la inoculacidn, se observa
rompimiento de la epidermis y la cuticula por la formaciéon de un acérvulo; b) Mesocarpo de fruto
inoculado con esporas de C. gloeosporioides tratadas con 2.0 mg.L-1 de ozono antes de la inoculacion,
se observa degradacion de las paredes parenquimaticas mas externas y la colonizaciéon del tejido por
hifas primarias y secundarias; ¢) Mesocarpo de un fruto inoculado con esporas de C. gloeosporioides
tratadas con 2.0 mg.L-1 de ozono antes de la inoculacion, hay degradacion de las células de parénquima
mas interno, pero no hay colonizacion del hongo; d) Epidermis de un fruto inoculado con esporas de C.
gloeosporioides sin tratamiento de ozono, pero sumergido en agua ozonada (2.0 mg.L-1 de ozono) 12 h
después de la inoculacion, se observa degradacion de las células epidérmicas e hipodérmicas; e)
Mesocarpo de fruto inoculado con esporas de C. gloeosporioides sin tratamiento de ozono, pero
sumergido en agua ozonada (2.0 mg.L-1 de ozono) 12 h después de la inoculacion, se observa
colonizacion del hongo en el parénquima mas externo; f) Mesocarpo interno de fruto inoculado con
esporas de C. gloeosporioides sin tratamiento de ozono, pero sumergido en agua ozonada (2.0 mg.L-1 de
ozono) 12 h después de la inoculacion, se observa degradacion de paredes celulares; g) Epidermis de un
fruto inoculado con esporas de C. gloeosporioides sin ningin tratamiento de ozono, se observa
degradacion de las células epidérmicas e hipodérmicas; h) Mesocarpo de un fruto inoculado con esporas
de C. gloeosporioides sin ninglin tratamiento de ozono, se observa colonizacion del hifas primarias y
secundarias en las células mas externas del mesocarpo; i) Células de parénquima interno de un fruto
inoculado con esporas de C. gloeosporioides sin ningln tratamiento de ozono, se observa degradacion de
paredes celulares. La barra en las fotos equivale a 25 pm. ac (acérvulo con esporas de C.
gloeosporioides), epx (epidermis externa), cu (cuticula), cs (canales secretores), ch (células
hipodérmicas), hi (hifas), pax (células de parénquima colonizadas por hifas), pa (parénquima).
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Fig. 20. Dafios provocados por C. gloesporioides en epidermis y parénquima en frutos var. ‘Manila’ expuestos a
diferentes tratamientos de ozono. Barra = 25p.
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Severidad de antracnosis en frutos de mango inoculados con esporas de
C. gloeosporioides
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Grafica 10. Severidad de antracnosis en frutos de mango var. ‘Haden’ y ‘Manila’ inoculados con esporas de C.
gloeosporioides Penz.




8.5. DISCUSION

El ozono representa una alternativa viable para la prevencion de la antracnosis y no ofrece
efectos adversos a la salud y al ambiente. El ozono puede ser incorporado en los empaques
como un método de control para limitar el uso del control quimico tradicional (benomil,
tiabendazol, prochoraz, imazalil, etc.) y sus efectos: contaminacién y generacion de
resistencia en C. gloeosporioides y otros patogenos. Cabe sefialar que los funguicidas para
prevenir antracnosis se aplican durante la floracion, los resultados histologicos refuerzan
esta practica, ya que la flor y el fruto en etapa I presentan la cuticula mas delgada y

susceptible a la instalacion del patogeno

En una concentraciéon de 2.0 mg.L™", el ozono es eficaz para controlar la germinacion de
esporas de C. gloeosporioides en un medio acuoso; sin embargo cuando las esporas tratadas
a diferentes concentraciones de ozono se sembraron sobre medio de cultivo PDA, el
desarrollo de micelio se presentd en todos los casos, pero disminuyd considerablemente con
respecto a los cultivos control en esporas tratadas con 2.0 mg.L™" de ozono. La esporulacion

de los cultivos también disminuy6 notablemente en esta concentracion.

No se encontraron diferencias histoldgicas en los frutos inoculados con esporas de C.
gloeosporioides con tratamiento y sin tratamiento de ozono, en todos los casos se desarrollo
la enfermedad. Sin embargo, entre las dos variedades si hubo diferencias notorias, tanto

histologicamente como en los sintomas visibles.

Las diferencias histologicas de las dos variedades pueden explicar las variaciones en el
desarrollo de la patogénesis de C. gloeosporioides. La mayor cantidad de so6lidos solubles
totales en la variedad ‘Manila’, permite que la degradacion del parénquima sea mas rapida
y la infecciéon del hongo llegue hasta su fase final con la formacion de acérvulos y
diseminacion de esporas. Por otro lado, el nimero de capas de colénquima en la variedad
‘Manila’ es menor que en ‘Haden’ y ademds, las células del mesocarpo presentan un
tamafio mayor y espacios intercelulares mas abundantes, lo que también contribuye a que se

facilite la infeccidon en ‘Manila’.
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La infeccion se inicid en los frutos cuando estos alcanzaron la madurez fisiologica, esto
coincide con otros estudios donde se ha encontrado que el apresorio permanece latente
hasta que el fruto alcanza la madurez fisioldgica y posteriormente se realiza la penetracion
de la punta infectiva (Simmonds, 1941, 1963; Daquioag y Quimo, 1978; Jeffries et al,
1990; Prusky y Plumbley, 1992),

Se ha demostrado que el etileno también induce la germinacién de esporas y formacion del
apresorio y por lo tanto, la probabilidad de que se presente la infeccion durante la
maduracion del fruto es mas alta (Nieto et al 1997; Knogge, 1998; Arauz, 2000;). Cuando
C. gloeosporioides reanuda su desarrollo al inicio de la maduracién (Droby et al, 1986) en
frutos infectados se anticipa el aumento en la tasa respiratoria y en la produccion de etileno,
el cual dispara la sintesis de poligalacturonasas, enzimas responsables del ablandamiento,
ocasionando asi la maduracion temprana del fruto y el cambio de color se adelanta

(Schiffmann-Nadel et al, 1984), como se observo en los frutos estudiados.

La produccion de fenoles aumentd después de que se produjo la infeccion, segun Agrios,
(1995), la produccion de fenoles en el fruto es estimulada por patdogenos, agentes quimicos
o dafio mecanico. En el caso de la var. ‘Haden’ se observd una mayor produccion de

polifenoles (taninos), lo cual pudo contribuir a retrasar el desarrollo de C. gloeoporioides.

8.6. CONCLUSIONES

El ozono es un germicida eficaz para inhibir la germinacion de esporas de C.
gloeosporioides y puede contemplarse como un buen método de prevencion de antracnosis
a una concentracion de 2.0 mg.L™" de ozono, tiene la ventaja sobre los métodos tradicionales
como el tiabendazol o el benomil de no dejar residuos toxicos y sin que se reduzca

sensiblemente la calidad de los frutos de mango.

Existen mecanismos de resistencia metabolicos y estructurales contra el estrés oxidativo

generado por el ozono. Debido a que el ozono logra inhibir momentaneamente la
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germinacion de C. gloeosporioides, pero cuando las esporas se encuentran en un sustrato
rico en nutrientes y logran establecerse para inciar la infeccion o ésta se encuentra en
estados de desarrollo avanzado, no se puede controlar la infeccion, por lo que el ozono debe
verse como una alternativa de prevencién y no como un tratamiento curativo de la

antracnosis en frutos de mango.
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10.1. APENDICES

1. Preparacion del fijador FAA (Formaldehido - 4cido acético - alcohol)

Alcohol al 70%: 90 ml
Formaldehido al 40%: 7 ml
Acido acético: 3g

2. Deshidratacion

agua 50%
alcohol etilico 40%
alcohol terbutilico 10%

agua 30%
alcohol etilico 50%
alcohol terbutilico 20%

agua 15%
alcohol etilico 50%
alcohol terbutilico 35%

agua 5%
alcohol etilico 40%
alcohol terbutilico 55%

alcohol etilico 25%
alcohol terbutilico 75%

alcohol terbutilico 100%

alcohol terbutilico 100%

alcohol terbutilico 100%

Los tejidos permanecen en cada cambio un tiempo aproximado de 5 horas.

3. Desparafinacion, deshidratacion y tincion de contraste con safranina-verde fijo:

Xileno al 100% 5 min
Xileno al 100% 5 min
Xileno al 100% 5 min
Alcohol absoluto 5 min
Alcohol absoluto 5 min
Alcohol absoluto 5 min
Alcohol al 90% 5 min
Alcohol al 70% 5 min

3 lavados con agua destilada 5 min cada uno
Safranina 1 a3 dias
Lavado con agua corriente 15 a 20 min
Alcohol al 50% 5 min
Alcohol al 60% 5 min
Alcohol al 70% 5 min
Alcohol al 80% 5 min
Verde rapido 1 a3seg
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Alcohol absoluto 5 min
Alcohol absoluto 5 min
Alcohol absoluto 5 min
Solucion especial de aceite de clavo 10 min
Xileno al 100% 10 min
Xileno al 100% 10 min
Montaje con resina sintética

Preparacion de safranina:
Methyl Cellosolve 50 ml
Alcohol al 95%: 25 ml
Agua: 25 ml

Acetato de sodio: 1 g
Formaldehido al 40%: 2 ml
Safranina: 0.1 g

Preparacion Verde fijo (debe prepararse con tres meses de anticipacion, ya que debe madurar):

En 100 ml. de alcohol al 90%, agregar 0.1% de solucién Verde rapido.

Solucion de aceite de clavo:
Aceite de Clavo: 30 ml
Alcohol absoluto: 30 ml
Xileno: 30 ml

4. Desparafinacion, deshidratacion y tincién con rojo de aceite:

Xileno al 100% 5 min
Xileno al 100% 5 min
Xileno al 100% 5 min
Alcohol absoluto 5 min
Alcohol absoluto 5 min
Alcohol absoluto 5 min
Alcohol al 90% 5 min
Alcohol al 70% 5 min
Alcohol al 50% 5 min
Gotas de rojo de aceite 1.5-2h
Alcohol al 50% 5 min
Montaje con jalea de glicerina

Preparacion de Jalea de glicerol:

Gelatina: 10 g

Agua destilada : 95 ml

Calentar hasta que se disuelva la gelatina y afadir:
Glicerina: 70 ml

Fenol: 1 ml

5. Preparacion de glutaraldehido al 6% en buffer de fosfatos 0.02 M
Glutaraldehido solucion al 50%
Sacarosa cristales
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Amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH 7.2 (77% de fosfato dibéasico de sodio 0.02 M y 23% de
fosfato monobasico de sodio 0.02 M para obtener un pH 7.2)

Al amortiguador de fosfatos con 5 g de sacarosa se le incorpora la solucion de glutaraldehido al
50%. Para incorporar el glutaraldehido dado que se utiliza una solucién que viene en presentacion
al 50% se tomaran 12 ml de dicha solucion y se mezclan con 88 ml de amortiguador de fosfatos.
Se obtiene asi una solucion de glutaraldehido al 6% en amortiguador de fosfatos 0.02 M.

6. Preparacion de la solucion de tetraéxido de osmio al 2%
Ampolleta de 0.5 g de osmio
25 ml de amortiguador de fosfatos al 0.02 M., pH 7.2

La ampolleta debe tratarse con cuidado. El osmio esta cristalizado, para hacer los cristales mas
pequeios y facilitar su disolucion se procede a calentarla en bafio maria, sin que hierva. En un
frasco ambar con tapa de cristal esmerilada se colocan 25 ml de la solucion de amortiguador de
fosfatos. Bajo la campana de extraccion se introduce la ampolleta y su contenido en el frasco &mbar
con buffer, la ampolleta se rompe teniendo cuidado de no cortarse ni tocar el vidrio usando
servilletas de papel. Se deja disolver sola 48 h en el refrigerador o se utiliza el agitador de
ultrasonido durante 10 min. Debe evitarse que pequetios pedazos de vidrio queden en la solucion.

7. Proporciones para preparar 100 ml de resina epéxica:

EPON 812 45 ml
DDSA 30 ml
NMA 25 ml
BDMA (Benzil Dimetil Amino) 1 ml

Se mezclan los dos primeros con un agitador magnetico durante 5 a 10 min, se agrega el NMA y se
vuelve a mezclar durante otros 10 min. Finalmente se agrega el BDMA.

8. Preparacion de acetato de uranilo al 2% en alcohol al 50%
Para 10 ml de solucion:

0.2 g de acetato de uranilo

10 ml de etanol al 50%

Preparacion de citrato de plomo
Para 10 ml de solucion:

0.04 g de NaOH

0.05 g de citrato de plomo

10 ml de agua destilada

Ambas soluciones se centrifugan a 5 000 rpm durante 15 min.

9. Preparacion del medio de cultivo PDA

Se suspenden 40 g de PDA en un litro de agua destilada en un matraz y se disuelven perfectamente.
Se esteriliza durante 15 ¢ 20 min a 120 - 124°C ¢ 19 libras en autoclave.

Para evitar el crecimiento de bacterias se puede agregar al medio de cultivo 5 gotas de acido lactico

al 25% o 1 ml de tergitol por cada litro de agua, o bien antibidticos con las cantidades presentadas
en la siguiente tabla:
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g/L
Sulfato de neomicina 0.025
Sulfato de estreptomicina 0.05
Clorotetraciclina 0.05

El medio de cultivo se deja enfriar un poco y posteriormente se vierte en cajas de Petri previamente
estériles. Se esperan unas horas antes de sembrar para estar seguros de que no haya
contaminaciones en las cajas de Petri.

10. Obtencion de cultivos puros

e Se corta un trozo de tejido de aproximadamente 1 cm cuadrado, la mitad del corte debe estar
infectada y la otra no, para asegurarnos de que el hongo esta vivo.

e El corte se coloca en una caja de Petri con solucion de hipoclorito de sodio al 1.5% durante
minuto y medio o dos.

e Se enjuaga con agua destilada y estéril durante uno o dos minutos.

e Los cortes de tejido se ponen a secar en un papel absorbente o filtro estéril para eliminar el
exceso de agua.

e Se colocan cuatro cortes por cada caja de Petri con medio de cultivo PDA. En total deben de
hacerse 25 cajas para cuantificar frecuencia de aislamiento. Se debe de tener una frecuencia de
aproximadamente 80%.

e Del borde de las colonias con un sacabocados se toma una parte y se siembran 5 6 10 cajas de
Petri con una sola colonia cada una.

11. Purificacion mediante cultivos monoconidiales

e Seagrega un poco de agua destilada y estéril a una caja de Petri con la colonia del patdégeno y
se agita.

e En 10 tubos de ensayo se colocan 9 ml de agua destilada y estéril y se enumeran.

e Al primer tubo se le agrega 1 ml de la solucion con esporas y se agita muy bien, al tubo 2 se
le agrega 1 ml del tubo uno y asi sucesivamente.

e Se toma una gota de solucion del tubo 3 6 4 para observarla al microscopio, cuando se
observan solamente de 6 a 8 de los conidios del patdgeno en el campo del microscopio se podra
sembrar una gota de solucién en una caja de Petri.

e Una vez que se coloco la gota de solucion en la caja de Petri se disemina con un triangulo de
cristal estéril.

e De esta caja se resiembran 10 para obtener los cultivos monoconidiales, las muestras se
toman con un sacabocados y aguja.

e De los cultivos monoconidiales se inoculan frutos sanos para reproducir los sintomas que
provoca el patdgeno.
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10.2. Articulo derivado del trabajo de investigacion de tesis
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