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RESUMEN

En el estado de Oaxaca, la produccion de mango (Mangifera indica L.) disminuye
significativamente por problemas fitosanitarios. En la region del Istmo de Tehuantepec,
Oax., los arboles de mango var. Ataulfo de entre 3 y 6 afios de edad son afectados por una
enfermedad fungosa de importancia econdémica conocida como “pudricién texana o
pudricion de raiz” que reduce la productividad de los huertos comerciales. Los arboles
afectados mostraron marchitez del follaje y frutos, inicialmente las hojas adquirieron un
color verde palido; en un estado avanzado de la enfermedad las hojas se tornaron de color
café-bronce; las hojas y los frutos permanecieron adheridos al arbol; los &rboles
sintomaticos finalmente murieron. Las raices infectadas exhibieron pudricion y
fragmentacion del tejido cortical con presencia de cordones miceliales de color blanco
(cordones jovenes) y color amarillo-café (cordones maduros) que se extendieron de forma
longitudinal y transversal en las raices. En este estudio, el hongo se aislo de raices de
arboles de mango var. Ataulfo de 4 afios de edad a partir de cordones miceliales de color
blanco en medio de cultivo agar-dextrosa-papa sin y con antibidticos (Sulfato de
estreptomicina®, Cloranfenicol® y Ampicilina® a 100 mg.L™). El crecimiento micelial
inicio despues de 5 dias. EI hongo no se pudo aislar a partir de cordones miceliales de color
amarillo-café. De acuerdo a sus caracteristicas morfologicas y moleculares se determind
que los cordones miceliales fueron de Phymatotrichopsis omnivora. Los estudios
histolégicos revelaron que las raices de arboles de mango infectadas por P. omnivora
sufrieron invasion vy lisis de las células de la peridermis, floema y células acompafiantes. En
el tejido de la endodermis se observd lisis, fragmentacion y lignificacion de las paredes
celulares. No se observé afectacion del tejido del xilema ni de la médula. Por otra parte se
evaluo el efecto antifingico de los aceites esenciales de Cymbopogon citratus, Thymus
vulgaris, Origanum vulgare, Lippia alba, Mentha piperita, Eucalyptus citriodora,
Coriandrum sativum Allium sativum y Syzygium aromaticum a concentraciones de 100,
250, 500 y 1000 pL.L*, en condiciones in vitro. La extraccion de los aceites se realizd
mediante la técnica de hidrodestilacion asistida con microondas. El crecimiento micelial de
P. omnivora se inhibié en 100% por el efecto del aceite esencial de Cymbopogon citratus,
Thymus vulgaris, y Syzygium aromaticum a partir de una concentracion de 100 pL L*;
Coriandrum sativum y Allium sativum lo hicieron a partir de 250 pL.L?, Mentha piperita a
partir de 500 uL.L* y Eucalyptus citriodora y Lippia alba a partir de 1000 pL.L™?. El aceite
esencial de Origanum vulgare y el azufre elemental inhibieron el 95 y 71% del crecimiento
micelial respectivamente a 1000 uL.L™,

Palabras clave: Aceites esenciales, Histopatologia, Mangifera indica L.,
Phymatotrichopsis omnivora y pudricion texana,



ABSTRACT

Oaxaca state ranks fourth as a mango producer nationwide. However the crop is susceptible
to a disease of economic importance known as "Phymatotrichum (cotton or Texas) root rot"
that reduces the productivity of commercial orchards. The typical symptoms of the disease
are wilting of the leaves and fruits, initially the leaves acquire a pale green color; In an
advanced state of the disease the leaves turn brown; Both leaves and fruits without
abscission. The infected roots exhibit decay and fragmentation of the cortical tissue with
the presence of white mycelial strands (young mycelial strands) and yellow-brown color
(mature mycelial strands) that extend longitudinally and transversally in the roots. The
fungus was isolated from roots of mango trees var Ataulfo from 4-year-old white mycelial
strands in agar-dextrose-potato medium with and without antibiotics (Streptomycin Sulfate,
Chloramphenicol and Ampicillin at 100 mg / I). Mycelial growth was appreciated at 5 days.
The fungus could not be isolated from yellow-brown mycelial strands. According to their
morphological and molecular characteristics it was determined that the mycelial strands
were of Phymatotrichopsis omnivora. Histological studies revealed that the roots of mango
trees infected by P. omnivora suffered invasion and lysis of the cells of the peridermis,
phloem and companion cells. The tissue of the endodermis were observed, cell death,
fragmentation and lignification of the cell walls. No involvement of the xylem and marrow
tissue was observed. On the other hand, the antifungal effect of the essential oils of
Cymbopogon citratus, Thymus vulgaris, Origanum vulgare, Lippia alba, Mentha piperita,
Eucalyptus citriodora, Coriandrum sativum, Allium sativum and Syzygium aromaticum was
evaluate at concentrations of 100, 250, 500, and 1000 pL .L-1, under in vitro conditions.
The extraction of the oils was carried out using the technique of hydrodistillation assisted
with microwaves. Mycelial growth of P. omnivora was inhibited 100% by the effect of the
essential oil of Cymbopogon citratus, Thymus vulgaris, and Syzygium aromaticum from a
concentration of 100 pL L™; Coriandrum sativum and Allium sativum made it from 250
pL.L, Mentha piperita from 500 pL.L? finally Eucalyptus citriodora and Lippia alba to
1000 pL.L?. Origanum vulgare essential oil and elemental sulfur inhibited 95 and 71% of
the mycelial growth respectively at 1000 pL.L-1.

Key words: Essential oils, Histopathology, Mangifera indica L., Phymatotrichopsis
omnivora y Texan root rot.



1. INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es originario de Asia, en el afio 2013 México ocupo el
quinto lugar como productor de mango a nivel mundial, mientras que Oaxaca ocupd el
séptimo lugar como productor a nivel nacional (SIAP 2014). EIl cultivo de mango es
susceptible a la pudricion texana cuyo agente causal es Phymatotrichopsis omnivora. Los
sintomas tipicos de la enfermedad son marchitez de la planta, coloracion verde limén y
muerte, mostrando finalmente las hojas secas que permanecen fijas por un tiempo (Noriega
et al., 2012.) El patdégeno estéd distribuido al norte de México y sur de Estados Unidos,
adaptado a suelos con bajo contenido de materia organica (1%), un pH mayor a 7 (Lyda,
1978) y temperatura optima de 28 °C. Puede atacar a mas de 2000 especies de plantas

(Todd et al., 2007 y Cervantes-Martinez et al., 2010).

Dentro de los principales cultivos afectados se encuentran algoddn, nogal, pistachero,
manzano y durazno. En esas especies las pérdidas causadas por esta enfermedad son
considerables; en manzano, por ejemplo, la mortandad anual en huertos con esta
enfermedad es aproximadamente del 30% (Kenerley et al 1994), mientras que en nogal en
la Comarca lagunera se encontré una incidencia de 10.5% lo que representa pérdidas

equivalentes a 12 millones de pesos (Herrera'y Samaniego, 2002).

El hongo cominmente sobrevive durante el invierno por esclerocios y cordones miceliales
en las raices de las plantas (Lyda, 1978). El dafio en la raiz segun lo reporta Uppalapati et

al., (2009) en un estudio con raices de Medicago truncatula infectadas con P. omnivora, es



ocasionado por la hifa infectiva que no forma alguna estructura especifica de penetracion, y
que coloniza principalmente las células corticales, formando por Gltimo un manto micelial
que cubre la superficie de las raices. Estudios referidos a la resistencia de las plantas a los
organismos patdgenos sugieren que el nivel de tolerancia o los mecanismos que inhiben el
desarrollo de la enfermedad estdn determinados por la especie vegetal y el estado
fenoldgico de la misma (Sepulveda et al., 2003, ; Arias et al., 2011). La resistencia esta
dada por las barreras estructurales y quimicas que ofrece la planta, lo cual representa
mecanismos de defensa constitutivos e inducidos. Estos Gltimos representan los cambios en
las estructuras morfologicas y variaciones en la composicion y/o concentracion de

compuestos quimicos (Ringuelet y Vifia, 2013).

Investigaciones recientes han centrado su estudio en la busqueda de medidas que permitan
tener un control de la enfermedad, tales como: la capacidad de la harina de semillas de
Brassica funcea L. a 1.0, 5.0% (w/w) en la inhibicién del crecimiento de hifas y la
germinacion de esclerocios in vitro (Hu et al., 2011), el efecto del pH en la sobrevivencia
de esclerocios expuestos a Tilt (propiconazol) y Trichoderma sp (Samaniego-Gaxiola
2008), practicas culturales que consisten en la eliminacion de plantas y la construccion de
zanjas entre arboles en las zonas donde es detectado el patdgeno, con el fin de limitar su
desarrollo en ausencia de su hospedante (Todd et al., 2007), control biol6gico usando
organismos antagdénicos como Trichoderma spp. que reducen en cierto grado el dafio que
ocasiona P. omnivora (Cervantes-Martinez et al., 2010); aplicacion de Arilselenofosfatos

con accién antifungica selectiva (Vargas-Arispuro y Contreras, 2006).



El uso de aceites esenciales de plantas es otra estrategia de control que ha sido probada
contra diferentes patdgenos (Cuadro 1). Los aceites esenciales son fracciones liquidas,
volatiles, generalmente mezclas homogéneas de hasta 100 moléculas (Rodriguez et al.,
2012) producto del metabolismo secundario de algunas especies vegetales. Se componen de
moléculas de bajo y mediano peso molecular, generados en la planta por varias rutas
biosintéticas, pertenecen a diferentes grupos quimicos, como alcoholes, &cidos, ésteres,

fenoles y terpenos, entre otros (Stashenko, 2009).

Bajo condiciones de temperatura ambiental, son liquidos poco densos pero con mayor
viscosidad que el agua, sufren degradacion quimica en presencia de la luz solar, del aire,
del calor, de &cidos y alcalis fuertes, son solubles en los disolventes organicos comunes,
casi inmiscibles en disolventes polares asociados (agua, amoniaco) (Rodriguez et al.,

2012).

En esta investigacion se plantea el uso de aceites esenciales como una alternativa de
control, estudiando la capacidad de los aceites esenciales de diferentes plantas para inhibir
el desarrollo de P. omnivora en condiciones in vitro, la cual ha sido probada en diferentes
fitopatdgenos, asi también realizar cortes histologicos de raices de Mangifera indica L. para
analizar los cambios anatomicos, como respuesta a los estimulos generados por el

patogeno.



2. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el uso de antibiéticos en el aislamiento de Phymatotrichopsis omnivora ademas del

efecto de nueve aceites esenciales en el crecimiento micelial y describir los cambios

anatémicos en raices de mango infectadas.

Objetivos especificos

Evaluar medios de cultivo con y sin antibi6ticos para el aislamiento de P. omnivora
Describir los cambios anatomicos a nivel celular inducidos por P. omnivora en
raices de arboles de mango de 6 afos de edad en San Francisco Ixhuatan, Oaxaca.

Evaluar la inhibicion (%) del crecimiento micelial de P. omnivora, in vitro, por

efecto de nueve aceites esenciales.

3. HIPOTESIS
El aislamiento de P. omnivora no depende del uso de antibidticos sin embargo el
estado de madurez del cordon micelial es crucial para este proceso.
El mecanismo de penetracion de P. omnivora en mango es igual al reportado para
Medicago truncatula.
Al menos 1 de los 9 aceites esenciales evaluados presentara efectividad antifungica

sobre el crecimiento micelial de P. omnivora en condiciones in vitro.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. El mango (Mangifera indica L.)

El mango perteneciente a la familia Anacardiaceae esta distribuido en todas las regiones
tropicales y subtropicales del mundo desde el nivel del mar hasta los 1200 msnm; por lo
general las variedades comerciales se cultivan por debajo de los 600 msnm. El arbol del
mango es tolerante a una amplia gama de condiciones edéficas, el pH Optimo para su
desarrollo es de 5.5 a 7.5 (Bally 2006) y puede vivir por mas de 100 afios. En huertos
comerciales, la altura méxima de crecimiento es de 10 m mientras que en condiciones de
vida libre puede alcanzar alturas entre 20-30 m. EI mango tiene una raiz que normalmente
supera el diametro de la copa, la distribucion de las raices de absorcion cambia segun la

temporada con la distribucion de la humedad en el suelo.

4.2. Importancia econoémica del mango

El mango es apreciado principalmente por sus frutos los cuales son diferentes dependiendo
de la variedad, puede consumirse como fruta inmadura, trozos en salmuera, trozos en
almibar, pulpa, néctar, jugos, jalea y mermeladas. Los principales paises productores del
mundo son India con 12, 342, 891 t; China con 3, 362, 210 t; China Mainland con
3,172,857 t, Tailandia con 1,889,665 t y México con 1,564,871 t (FAOSTAT 2013). En el
territorio nacional, el estado de Guerrero encabeza la produccion con 364,317 t le sigue

Chiapas con 196,166 t, Nayarit con 175,210t y Oaxaca con 160,704 t (SIAP 2014).



4.3. Principales enfermedades del mango

Como todo cultivo, el rendimiento en la produccion del mango se ve condicionado
principalmente por las enfermedades, las de mayor relevancia son antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz & Sacc. In Penz - Glomerella cingulata
(Stoneman) Spaud. & Schrenk) y (Colletotrichum acutatum J. H. Simmonds); Muerte
regresiva  (Botryosphaeria  disrupta  (Berk. & M.A. Curtis) Arx &
E. Midller); (Botryosphaeria quercuum (Schwein.) Sacc.); (Botryosphaeria rhodina
(Cooke) Arx - Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.); Escoba de bruja
(Fusarium subglutinans (Wollenweb. & Reinking); Cenicilla (Oidium asteris-punicei Peck)
y (Oidium mangiferae Berthet); Pudricion texana o pudricion de raiz (Cylindrocladiella
peruviana (Batista, Bezerra & Herrera) Boesewinkel); (Phymatotrichopsis omnivora
(Duggar) Hennebert); (Phytophthora nicotianae Breda de Haan); (Phytophthora palmivora
(E. J. Butler) E. J. Butler); Pythium spp.); (Pythium splendens H. Braun); (Rhizoctonia
solani Kuhn) y (Sclerotium rolfsii Sacc. var. delphinii (Welch) Boerema & Hamers) (APS,

2016).

4.4. Pudricién texana (Phymatotrichopsis omnivora)

El cultivo de mango es susceptible a Phymatotrichopsis omnivora que causa la pudricién de
la raiz y como consecuencia la muerte de la planta, los sintomas comunes son en un inicio
que la planta pierde turgencia, posteriormente las hojas se tornan cloroticas y por ultimo se
secan sin abscision (Noriega et al., 2012.) El agente causal Phymatotrichopsis omnivora es
un hongo del cual se desconoce fase sexual, recientes estudios filogenéticos han permitido

ubicarlo en la division Ascomycota y orden Pezizales, este fitopatdgeno se encuentra



distribuido al norte de México y sur de Estados Unidos afectando un amplio grupo de
hospedantes, se estima que alrededor de 2000 especies de dicotileddneas tanto silvestres
como cultivadas son susceptibles, hasta el momento no hay reporte de que alguna
monocotiledonea sea afectada, este patdgeno estd adaptado a suelos con pH alcalino
(pH<7) y regiones tropicales con temperaturas alrededor de los 28 °C (Todd et al., 2007 y
Cervantes-Martinez et al., 2010).

El hongo normalmente sobrevive durante el invierno debido a que forma estructuras de
resistencia tales como esclerocios y cordones miceliales (rizomorfos) en la superficie de las
raices (Lyda, 1987). Los esclerocios han sido encontrados a diferentes profundidades,
algunas veces a mas de 2 m (Samaniego, 2003); sin embargo a los 90 cm se puede
encontrar una cantidad mayor, ademas se sabe que pueden sobrevivir aun después de 20
afios en el suelo (Abawi y Pastor-Corrales, 1990). Los cordones miceliales conservan su
viabilidad hasta por un afio, pueden crecer en el suelo pequefias distancias cuando el
sistema radical no esta presente (Lyda, 1978). El micelio presenta estructuras en forma de
crucetas, caracteristica tipica del género, atil para la identificacion morfoldgica, P.
omnivora; tiene una fase conidial, después del periodo Iluvioso forma masas de esporas en
la superficie del suelo, hasta la fecha la germinacion de las esporas ha sido raramente
observada y el rol de los conidios en el ciclo de vida de este patdgeno aun es desconocido

(Uppalapati et al., 2010).



4.5. Importancia de Phymatotrichopsis omnivora en cultivos agricolas

Dentro de los principales cultivos afectados se encuentran el algodén, nogal, pistachero,
manzano Yy durazno donde las pérdidas causadas por esta enfermedad son considerables, en
manzano por ejemplo, la mortandad anual en huertos con esta enfermedad es
aproximadamente del 30 % (Kenerley et al., 1994), mientras que en nogal en la Comarca
lagunera se encontrd una incidencia de 10.5% lo que representa pérdidas equivalentes a 12
millones de pesos (Herrera y Samaniego, 2002), en el caso del pistachero se ha dejado de
producir en regiones donde el hongo esta presente, por el momento no se tiene una
estrategia que permita un manejo de la enfermedad a fin de aumentar el rendimiento en

regiones afectadas por esta (Samaniego, 2003).

4.6. Histopatologia de Phymatotrichopsis omnivora

La histopatologia explica la especificidad de las interacciones entre el huesped y el
patdgeno, que desembocan en una relacion compatible (o de susceptibilidad) o
incompatible (o de resistencia). Se trata de obtener informacion sobre los cambios a nivel
celular que tienen lugar en el huésped. El enfoque fisiolégico permite ademas analizar con
detalles los distintos mecanismos ofensivos en el patdgeno y defensivos en el huésped y su
papel en el desarrollo de la enfermedad (Whitham, et al., 1994). En el caso de P. omnivora,
un estudio en raices de Medicago truncatula infectadas reportdé que la hifa infectiva no
formo alguna estructura especifica de penetracion, colonizé principalmente las células
corticales y por ultimo formé un manto micelial que cubrid la superficie de las raices
(Uppalapati et al., 2010). Por otro lado los estudios referidos a la resistencia de las plantas a

los organismos patdgenos sugieren que el nivel de tolerancia o los mecanismos que inhiben



el desarrollo de la enfermedad estdn determinados por la especie vegetal y el estado
fenoldgico de la misma (Sepulveda et al., 2003, Arias et al., 2011). La resistencia esta dada
por las barreras estructurales y quimicas que ofrece la planta, lo cual representa
mecanismos de defensa constitutivos (estdn presentes en la planta aun en ausencia del
patégeno) e inducidos, estos ultimos representan los cambios en las estructuras
morfoldgicas y variaciones en la composicion y/o concentracién de compuestos quimicos

(Ringuelet y Vifa, 2013).

4.7. Control de Phymatotrichopsis omnivora

Actualmente se tiene registro de investigaciones enfocados al control de Phymatotrichopsis
omnivora haciendo uso de fungicidas efectivos pero con un costo que limita el acceso a los
mismos, asi también la incorporacion de organismos antagonistas como Trichoderma spp.
que resulta efectivo en la inhibicion de la germinacion de esclerocios (Cervantes-Martinez
et al., 2010), también se demostro la efectividad de la harina de semillas de Brassica funcea
L. a 1.0 y 5.0% (w/w) en la inhibicion del crecimiento de hifas y la germinacion de
esclerocios in vitro (Hu et al., 2011) de la misma forma se demostré que los compuestos
arilselenofosfatos ciclicos inhibieron entre el 10 y 100% el crecimiento de cordones
miceliales del hongo (Vargas-Arispuro y Contreras, 2006), cada estudio proporciona

alternativas que pueden reducir los dafios generados por Phymatotrichopsis omnivora.



4.8. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son una estrategia mas que se plantea para el manejo de la
enfermedad, son fracciones liquidas volatiles, generalmente mezclas homogeéneas de hasta
100 compuestos quimicos organicos (Rodriguez et al., 2012) son producto del metabolismo
secundario de algunas especies vegetales, moléculas de bajo y mediano peso molecular,
generados en la planta por varias rutas biosintéticas, pertenecen a diferentes clases de
sustancias quimicas, por ejemplo: alcoholes, acidos, ésteres, fenoles y terpenos, entre

muchas otras (Stashenko, 2009) ademas poseen efecto anti fungico (Javed et al., 2012).

A temperatura ambiente, son liquidos poco densos pero con mayor viscosidad que el agua,
sufren degradacion quimica en presencia de la luz solar, del aire, del calor, de &cidos y
alcalis fuertes, son solubles en los disolventes organicos comunes, casi inmiscibles en

disolventes polares asociados (agua, amoniaco) (Rodriguez et al., 2012).

4.9. Importancia de los aceites esenciales
La importancia de los aceites esenciales radica en su potencial para ser usados en el sector
industrial, agricola y en la elaboracion de farmacos (Stashenko, 2009; Rodriguez et al.,

2012).

En la agricultura son usados como fungicidas (Cuadro 1), bactericidas y para el control de
plagas. La composicion de un aceite esencial depende de la especie vegetal de donde se
extrae y el estado fenoldgico de ésta, por lo cual se desarrollan pruebas con diferentes
aceites para el control de las enfermedades, por ejemplo, un estudio demostré que el aceite

de Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake posee un efecto antifiUngico promisorio
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frente a Alternaria solani Sor y Fusarium sp. y efecto antibacteriano frente a Xanthomonas
albilineans (Ashby) y por ultimo es altamente toxico para los acaros provocando un 100%
de mortalidad en la hembras de Tetranychus urticae Koch, Panonychus citri y Raoiella
indica Hirst y un 88.73% a las de Tetranychus tumidus Banks, asi también los aceites de
Origanum vulgare L. y Monarda didyma L. efecto inhibitorio del crecimiento de Botrytis

cinerea Pers (Adebayo et al., 2013).

4.10. Metodo de extraccion de los aceites esenciales

El método mas empleado para extraer aceites esenciales es la destilacion por arrastre con
vapor de agua y consiste en depositar el material vegetal en un recipiente sin que entre en
contacto con el agua y asi conforme el vapor entra en contacto con la materia vegetal la
calienta y va liberando el aceite esencial contenido y éste, a su vez, debido a su alta
volatilidad se va evaporando. Al ser soluble en el vapor circundante, es “arrastrado”
corriente arriba hacia el tope del destilador. La mezcla, vapor saturado y aceite esencial,
fluye hacia un condensador para enfriarse a temperatura ambiente. A la salida del
condensador se obtiene una emulsion liquida inestable, la cual, es separada en un
decantador dinamico o florentino (Rodriguez et al., 2012). Este método es eficiente y no se

alteran las propiedades quimicas del aceite esencial.
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Cuadro 1.Aceites esenciales con actividad antifungica reportada.

Planta Patdgeno Referencia

Té limon (Cymbopogon citratus)  Colletotrichum Duarte et al., 2010
gloeosporioides

Eucalipto (Eucalyptus citriodora ) Aspergillus flavus Javed 2012

Aspergillus fumigatus
Aspergillus nidulans

Menta (Mentha piperita) Rhizoctonia solani Khaledi et al ., 2015
Macrophomina phaseolina

Tomillo (Thymus vulgaris) Alternaria alternata Perina et al., 2014

Ruda (Ruta chalepensis) Trichophyton rubrum y Khoury et al., 2014
Candida albicans

Pitiona (Lippia alba) Moniliophthora roreri Lozada et al., 2012
Aspergillus fumigatus Montiel et al., 2007

Candida krusei

Orégano (Origanum vulgare) Botrytis cinérea Pers Adebayo et al., 2013
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Aislamiento de P. omnivora (Experimento 1)

5.1.1. Colecta de las muestras

En el mes de mayo del 2015, en un huerto comercial de mango var. Ataulfo ubicado en la
comunidad de San Francisco Ixhuatdn (16°21°N, 94°28°0, 12 msnm) Oaxaca, Se
identificaron 10 arboles de mango de 4 afios de edad con sintomas de pudricidn texana. Los
arboles enfermos se caracterizaron por presentar marchitez y secamiento de todo el follaje;
las hojas se tornaron de color café-cobre con enrollamiento de margenes y permanecieron
adheridas al arbol al igual que los frutos. Las raices enfermas presentaron pudricion y
desprendimiento del tejido cortical con presencia de micelio de color amarillo y blanco,
ambos de aspecto algodonoso, y cordones miceliales a lo largo de la superficie de las raices

(Figura 1).

De cada arbol se recolectaron 10 muestras de raices enfermas de 3.0 cm de didmetro y de
10 cm de longitud a una profundidad de 50 — 100 cm. Asi mismo, se colecté una muestra
de 5.0 kg de suelo compuesta a partir de cinco submuestras de 1.0 kg de suelo tomadas de 5
arboles sintomaticos a una profundidad de 50-100 cm con el propdésito de obtener
esclerocios. Tanto las muestras de raices como de suelo se guardaron en bolsas de papel y
se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia del CIIDIR-IPN Unidad Oaxaca donde se

mantuvieron en condiciones de refrigeracion.
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Del total de raices muestreadas se tomaron 120 segmentos de cordones miceliales de
aproximadamente 0.5 cm de longitud los cuales fueron lavados con agua, se desinfestaron
con hipoclorito de sodio al 2% por 3 min, después se lavaron con agua destilada estéril y se
sembraron en medio de cultivo (Figura 2) de acuerdo a los tratamientos indicados en el

Cuadro 2.

El suelo colectado se homogeneizd, tamiz6 y lavo con agua corriente; obteniendo una
muestra de 400 g de suelo himedo con particulas de 1 a 2 mm de didmetro, los esclerocios
fueron separados del resto de las particulas del mismo tamafio de forma manual. Los
esclerocios se desinfestaron con hipoclorito de sodio a 3% por 10 minutos después se
lavaron tres veces con agua destilada esteril y se sembraron en cajas de Petri (Figura 3)

conteniendo los medios de cultivo indicados en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Medios de cultivos evaluados para aislar a P. omnivora a partir de

raices de arboles de mango con sintomas de pudricion texana.

Medio de cultivo Muestra sembrada No. de muestras
PDA + Sulfato de Cordon micelial de color amarillo 20
estreptomicina, Corddn micelial de color blanco 20
Cloranfenicol y Ampicilina Corddn micelial de color café 20
a100 mg.L* Esclerocio 15
Cordon micelial de color amarillo 20
PDA Cordon micelial de color blanco 20
Cordon micelial de color café 20
Esclerocio 15
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Fig. 1

Arboles de mango con sintomas de pudricion texana. A) Planta sana de 4
afios de edad, B) Planta enferma con follaje clordtico y escaso, C) Planta con un
grado avanzado de la enfermedad mostrando hojas secas de color cobre y frutos
marchitos sin abscisién, D-E) Raiz con pudricién y desprendimiento del tejido
de la corteza mostrando cordones miceliales de Phymatotrichopsis omnivora.
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Fig.2
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Proceso de aislamiento de Phymatotrichopsis omnivora. A) Recoleccion de
raices enfermas a partir de un arbol de mango var. Ataulfo de 4 afios de edad a
una profundidad de 50 cm. B-C) Toma de muestras de un cordon micelial. D)
Desinfestacion de segmentos de 0.5 cm de longitud de cordones miceliales con
hipoclorito de sodio a 2% durante 3 min y enjuagados en agua destilada estéril.
E) Siembra de segmentos de cordon micelial en medio de cultivo PDA.
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Fig. 3  Aislamiento de P. omnivora a partir de esclerocios. A) Recolecta de suelo a
una profundidad de 50-100 cm. B) Suelo tamizado con tamafo de particula de 1-
2 mm. C) Esclerocios separados del suelo tamizado D) Desinfestacion de
esclerocios con hipoclorito de sodio a 3% durante 10 min y enjuagados en agua
destilada estéril. E) Esclerocios sembrados en medio de cultivo PDA con y sin
antibioticos: Sulfato de estreptomicina, Cloranfenicol y Ampicilina a 100 mg.L*

5.1.2. Purificacion y preservacion de P. omnivora

Las colonias desarrolladas en el medio de cultivo fueron purificadas por la técnica de punta
de hifa y transferidas a medio de cultivo PDA sin antibi6ticos, se dejaron incubar a 22+3°C
durante 10 dias. El hongo puro se preservo dentro de tubos de ensaye conteniendo PDA y
aceite mineral estéril. Sobre el PDA se coloc6 un disco micelial de 0.5 cm de diametro y se
incubd a 22+2°C con 12 h luz y 12 h oscuridad; una vez que el micelio cubri6 la totalidad

de la superficie del medio de cultivo, éste se cubrié con aceite mineral estéril (Figura 4).
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Fig. 4  Purificacion y preservacion del hongo. A) Colonia de P. omnivora en PDA de
10 dias de edad. B-D) Identificacion de la punta de una hifa. E) Colonia fungosa
pura. F) Siembra de un disco micelial en PDA dentro de un tubo de ensayo. G)
PDA totalmente cubierto por el micelio del hongo y cubierto con aceite mineral
estéril.

5.1.3. Identificacion del fitopatégeno

5.1.3.1. Caracterizacion morfologica

La caracterizacion morfoldgica se realizé a partir de una colonia pura cultivada en PDA a
2242 °C con 12 h luz y 12 h oscuridad por 30 dias y siguiendo las claves taxondmicas para
género de Barnett y Hunter (2006). Adicionalmente se tomaron microfotografias de
segmentos de raices de mango de 1.0 cm de longitud con cordones miceliales de P.
omnivora; éstas se obtuvieron con un Microscopio Electronico de Barrido modelo JSM-
IT300LV (JEOL) ubicado en el laboratorio de técnicas no destructivas y analisis de

materiales del CIIDIR-Oaxaca.
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5.1.3.2. Caracterizacion molecular

5.1.3.2.1. Extraccién de ADN

El ADN de P. omnivora se extrajo de micelio; éste se maceré durante 40 s en 300 uL de
solucion amortiguadora (SDS); el macerado se incub6 a 65 °C en bafio maria por 1 h, cada
10 minutos se mezcld con el Vortex, posteriormente se agregd 1 mL de una mezcla de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), nuevamente se mezclé con el vortex y se
centrifugd por 5 min a 12000 rpm; el sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf de 5.0
mL y se adicionaron 300 pL de cloroformo, se mezcl6 por 30 s con el vortex y centrifugo6 a
12000 rpm por 15 minutos; el sobrenadante fue transferido a un tubo eppendorf de 5.0 mL
y se adicionaron 200 uL de isopropanol frio, se homogeneizo por inversion y el ADN se
dejo precipitar durante 12 h; posteriormente se centrifugd a 12000 rpm por 15 min, el
sobrenadante se decantd y el pellet se dej0 secar a temperatura ambiente por 30 min,
finalmente se resuspendié en 500 puL de agua destilada estéril La integridad y calidad del
ADN se verificd por electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% tefiiddo con 1 pL de

bromuro de etidio observado bajo luz ultravioleta(Figura 5).
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Fig. 5
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Proceso de extraccion de ADN. A) Colecta del micelio a partir de una cepa
pura cultivada en PDA y de 8 dias de edad. B) Micelio macerado en solucion
amortiguadora (SDS). C) Incubacién a 65°C en bafio maria durante 1 h. D)
precipitacion de proteinas con 1.0 mL de una mezcla de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y agitacion con el vortex. E)
Eliminacion del fenol con 300 pL de cloroformo. F) Precipitacion de acidos
nucleicos con isopropanol frio. G) Calidad: electroforesis. H) Observacion del

gel.
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5.1.3.2.2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se elabord una mezcla con un volumen
final de 50 uL que contenia 3 uL de ADN, 29.9 uL de agua ultrapura estéril, 1.8 uL de cada
primer: ITS4 ¢ ITS5, 5 uL del10x tampén de PCR, 3.2 uL. de MgCl., 0.3 pL de Platinum
Taq ADN polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen ™) y 5 uL dNTP (Invitrogen ™). Se
empled un termociclador (MultiGene ™ OptiMax; Labnet international, Edison, NJ, EUA).
Las condiciones de la PCR para ITS fueron: 95°C por 4 min; 35 ciclos de 95°C por 30 s;
52°C por 30 s; 72°C por 45 sy 72°C por 10 min. La amplificacion de las regiones ITS se
evidencio en gel de Agarosa al 1.2% tefiido con 1 pL de bromuro de etidio observado bajo
luz ultravioleta (Figura 6). La purificacion y secuenciamiento fue hecha por la empresa
Macrogen Inc. Seul, Corea. La secuencia de nucleotidos fue editada utilizando el programa
MEGA v. 5 (Staden Package), después la secuencia se comparé con la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
usando el algoritmo BLAST para comparar las secuencias con el mayor grado de similitud

con la secuencia obtenida en este estudio.
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Fig. 6  Reaccion en Cadena de la Polimerasa. A) Preparacion de la mezcla par la PCR
B) Amplificacién de las regiones ITS en el termociclador C) Observacion del gel.
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5.2. Histopatologia (Experimento 2)

5.2.1. Preparacion de muestras para cortes histoldgicos

En campo se recolectaron 50 muestras de raices de mango de 5.0 cm de diametro y de 2.0
cm de longitud con pudricion de corteza y presencia de cordones miceliales de P.
omnivora; y 50 muestras de raices asintomaticas a una profundidad de 20-90 cm. De
inmediato, las raices se colocaron en solucion fijadora de FAA (etanol absoluto 50%, acido
acético glacial 5%, formaldehido 10% y agua destilada 35%) como método de
preservacion. La deshidratacion de las raices se realizd6 con alcohol etilico a
concentraciones gradualmente ascendente (50, 70, 96 y 100%); las muestras permanecieron
4 h en cada alcohol. La infiltracion de tejidos se hizo con etanol absoluto + xileno (1:1),
tres veces en xileno y dos veces en parafina (3h/inmersion). La inclusion de las muestras en
parafina (Paraplast marca SIGMA) consistio en colocar las raices de manera individual
dentro de un molde de papel en forma de cubo (2cm®), se agregé parafina licuada a 60°C y
se dejo solidificar durante 24 h a temperatura ambiente. Los cortes histoldgicos se
realizaron con un microtomo de desplazamiento modelo Spencer 820 (American Optical)
de donde se obtuvieron cortes de 10 micrémetros de espesor; estos se colocaron en un bafio
de flotacion con 3.0 g de grenetina a 68°C por 30 segundos y se montaron en portaobjetos,
después se realizo la técnica de tincion diferencial safranina O/verde rapido de acuerdo con
la metodologia de Johansen (1940), finalmente las preparaciones se observaron al

microscopio.
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5.3. Sensibilidad de P. omnivora a aceites esenciales (Experimento 3)

5.3.1. Extraccion de aceites esenciales

Los aceites esenciales se extrajeron de las hojas de té limén (Cymbopogon citratus), tomillo
(Thymus vulgaris), orégano (Origanum vulgare), pitiona (Lippia alba), menta (Mentha
piperita), eucalipto (Eucalyptus citriodora), cilantro (Coriandrum sativum), de las flores de
clavo (Syzygium aromaticum) y del bulbo de ajo (Allium sativum); todas ellas procedentes

del municipio de Villa Diaz Ordaz Tlacolula, Oaxaca.

La extraccion de los aceites se realizo mediante la técnica de hidrodestilacion asistida con
microondas. En un matraz tipo bola con capacidad de 2.0 L y montado en un horno de
microondas modelo MW840WA (SAMSUNG), se colocé una muestra de 200 g del
material vegetal y 1.0 L de agua destilada; el programa de calentamiento fue repartido en
periodos de: 3, 1.5, 1.5, 1, 1, 1, 0.5, 0.5 y 8 de 0.25 minutos cada periodo separado por 1.0
min de reposo. La temperatura mas alta alcanzada por la muestra fue de 80 °C. Durante la
destilacion se obtuvo una emulsion de agua y aceite que fue separada por decantacion
usando una trampa clevenger; el aceite esencial se colocé en un frasco color ambar y se
deshidraté adicionando 0.5 g de sulfato de sodio anhidro, se mantuvo en agitacion por 15
minutos, finalmente se filtrd y coloc6 en un frasco color ambar y se guardé en refrigeracion

a 4°C (Figura 7).
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Fig. 7 Proceso de extraccion de aceites esenciales. A) Material vegetal (hojas, flores
y bulbos frescos). B) Matraz bola con 200 g de muestra vegetal. C) Matraz
montado en un horno de microondas. D) Trampa clevenger con el aceite
esencial E) Aceites esenciales deshidratados.

5.3.2. Actividad antifungica de los aceites esenciales

Azufre elemental y nueve aceites esenciales a cuatro concentraciones (100, 250, 500 y 1000
pL.L?1) (Cuadro 3), se mezclaron por separado en matraces con medio de cultivo PDA a
40°C y se vaciaron en cajas de Petri. Un disco micelial de 0.5 cm de diametro se colocé en
el centro de cada caja y se incubaron a 22+2°C, 12 horas luz y 12 horas oscuridad (Figura
8), el crecimiento micelial (didmetro) fue medido con un vernier cada 24 horas, se
consideraron 10 repeticiones por tratamiento, se incluyé un testigo (medio PDA+ disco

micelial), se dej6 de medir cuando el micelio cubrié la totalidad del medio de cultivo
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contenido dentro de una caja Petri de 8.5 cm de diametro (tratamiento testigo). De los
tratamientos donde no se presentd un crecimiento aparente, se retird el disco micelial y fue
transferido a cajas Petri con medio PDA sin aceites esenciales para registrar si el disco

micelial fue inhibido o inactivado.

Cuadro 3. Tratamientos establecidos para evaluar el efecto de cuatro concentraciones
(100, 250, 500 y 1000 pL.L?) de nueve aceites esenciales sobre la inhibicion del
crecimiento micelial de P. omnivora en condiciones in vitro. Se incluyé un fungicida

comercial de contacto y un testigo.

Concentraciones evaluadas pL.L*

Aceite 100 250 500 1000
Origanum T1 T2 T3 T4
vulgare

Coriandrum T5 T6 T7 T8
sativum

Eucalyptus T9 T10 T11 T12
citriodora

Lippia alba T13 T14 T15 T16
Thymus vulgaris T17 T18 T19 T20
Syzygium T21 T22 T23 T24
aromaticum

Mentha piperita -- -- T25 --
Allium sativum T26 T27 T28 T29
Cymbopogon T30 T31 T32 T33
citratus

Azufre elemental T34 T35 T36 T37
Testigo Medio de cultivo PDA sin aceite esencial o azufre
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Fig. 8  Preparacion del medio de cultivo PDA + aceites esenciales. A) Medio de
cultivo PDA estéril. B) Adicion del aceite esencial al PDA a 40°C. C) Vaciado
del medio de cultivo en cajas de Petri. D) Cajas de Petri con PDA + aceites
esenciales. E) Colocacién del disco micelial de 0. 5 cm de diametro sobre el
medio PDA + aceite esencial.

5.3.3. Anélisis estadistico

Se usé un disefio completamente al azar, 37 tratamientos con 10 repeticiones se empleo
una caja de Petri como unidad experimental, los resultados de porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial se sometieron a analisis de varianza con mediciones repetidas y
comparacion de medias de Tukey oa=0.05 con el programa estadistico SAS 9.0, el

porcentaje de inhibicién se calcul6 con la siguiente formula:

o Diametro del tratamieno
% de inhibicion = (1 — - - )x 100
Diametro de testigo
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6. RESULTADOS

6.1. Aislamiento de P. omnivora (Experimento 1)

En las raices de los arboles sintomaticos se apreciaron signos fungosos de P. omnivora en
tres etapas de madurez diferenciados por la consistencia y coloracion: cordones miceliales
jovenes de consistencia algodonosa de color blanco; cordones miceliales de color amarillo;

y cordones miceliales maduros fuertemente trenzados de color café.

En el 100% de las muestras de cordones blancos sembrados en los medios de cultivo cony
sin antibiotico hubo crecimiento micelial; mientras que a partir de los cordones amarillos
hubo crecimiento micelial en los medios de cultivo con y sin antibidtico en 55 y 45%
respectivamente. Los cordones de color café estuvieron asociados a otros hongos no
identificados que crecieron de manera abundante sobre los medios de cultivo evaluados y

no hubo crecimiento de P. omnivora (Cuadro 4).

El 100% de los esclerocios presentaron germinacion de tipo eruptiva a los 5 dias después de

haberse sembrado en medios de cultivo con y sin antibidticos por lo cual es una estrategia

mas simple para el aislamiento de este fitopatdgeno (Figura 9).
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Cuadro 4. Porcentaje de aislamiento de P. omnivora obtenido en cada medio de

cultivo evaluado.

Medio de cultivo Muestra sembrada No. de Aislamiento de
muestras P.omnivora (%)
PDA + Sulfato de Cordon micelial de color blanco 20 100
estreptomicina, Cordon micelial de color amarillo 20 55
Cloranfenicol y Corddn micelial de color café 20 0
Ampicilina a 100 mg/L Esclerocio 15 100
Corddn micelial de color blanco 20 100
PDA Cordoén micelial de color amarillo 20 45
Corddn micelial de color café 20 0
Esclerocio 15 100

Fig. 9  Signos fungosos en raices de mango infectadas. A) Cordon micelial blanco
con crecimiento activo, B) Cordon micelial amarillo, C) Corddn micelial café,
D) Segmento de un corddén micelial de color blanco creciendo sobre medio de
cultivo PDA sin antibidticos de 5 dias de edad E) Esclerocio germinado a los
cuatro das después de la siembra..
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6.1.1. Identificacion del fitopatogeno

6.1.1.1. Caracterizacion morfoldgica

El aislado en PDA a 30 dias de incubacion fue de color blanco con micelio disperso,
algodonoso, presencia de las crucetas (estructuras tipicas del género) ademas de otras
estructuras formadas por ramificaciones en tres ejes: vertical, transversal y horizontal
respetando la formacion de angulos rectos a la cual nos referiremos como tipo estrella
(Figura 11). En medio de cultivo PDA a 22+2°C, 12 h luz y 12 h oscuridad la formacién de
esclerocios inici6 a los 40 dias, a los 50 dias se observaron esclerocios con un diametro
entre 2-4 mm. En regiones de la caja de Petri donde el medio de cultivo fue removido a los
60 dias se observo la formacion de cordones miceliales (maltiples hifas entretejidas

alrededor de una hifa central) (FiguralO).

Fig. 10 Estructuras de P. omnivora desarrolladas en medio del cultivo PDA. A)
Célula cruciforme, B) Esclerocios formados a los 50 dias, C) Formacion de
cordones miceliales dentro de una caja de Petri en regiones donde fue removido
el medio de cultivo.

6.1.1.2. Caracterizacion molecular
El analisis molecular confirmé que los cordones miceliales encontrados en la superficie de

las raices de arboles de mango con sintomas de pudricidon texana corresponde a
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Phymatotrichopsis omnivora. La secuencia de nucleotidos de este hongo fue homologada

en un 98% con P. omnivora depositado en el banco de genes (NCBI) con numero de acceso

EF442000.

Fig. 11 Estructuras fungosas sobre la superficie de raices de arboles de mango
sintomaticos. A-C) Cordon micelial amarillo con estructuras en forma de
cruceta. D-F) Cordon micelial amarillo con estructuras en forma de estrella. CC)
Crucetas, EE) Estructuras en forma de estrella, CM) Corddn micelial color
amarillo. Microfotografias tomadas con un Microscopio Electrénico de Barrido
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6.2. Histopatologia (Experimento 2)

En un corte transversal de raices de mango enfermas observadas en el microscopio
Electrdnico de Barrido a 200X se aprecid el cordon micelial del que se derivaron hifas que
penetraron el tejido cortical. La hifa penetr6 a través de las células de la peridermis para
introducirse en los tubos cribosos de floema (Figura 12). Al microscopio 6ptico se observo
dafio en la region del floema y células acompafiantes las cuales presentaron lisis celular asi
como la fragmentacién y lignificacion de las paredes celulares de la endodermis. En las

celulas del xilema no se observo dafio ni acumulacion de compuestos quimicos (Figura 13).

Fig. 12 Cortes transversales de raices enfermas observadas con el Microscopio
Electrénico de Barrido. A) Corddn micelial con hifas penetrando tejido
cortical. B) Penetracion intracelular de una hifa. C) Penetracion de la hifa a
través de los tubos cribosos. H) Hifa de P. omnivora, CM) Corddn micelial, Tc)
Tubos cribosos.
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Fig. 13 Cortes transversales de raiz enferma y sana. A) Raiz enferma mostrando
desprendimiento de corteza, dafio en la region de floema, fragmentacién y
lignificacion de las paredes celulares. B) Raiz Sana, Tc) Tubos cribosos, Xi)
Xilema, FI) Floema, Ri) Peridermis En) Endodermis

6.3. Sensibilidad de P. omnivora a aceites esenciales (Experimento 3)

El crecimiento micelial de P. omnivora en condiciones in vitro se inhibié en 100% por
efecto de los aceites esenciales de tomillo, te limon y clavo a partir de una dosis de 100
uL.L?; cilantro y ajo a la dosis de 250 pL.L™; menta a 500 uL.L?; y eucalipto y pitiona a
1000 uL.L? (Cuadro 6 y Fig. 14-17).

Los aceites esenciales de ajo a 100 pL.L™; eucalipto, pitiona y oregano a 500 pL.L*
inhibieron el crecimiento micelial del hongo en un porcentaje mayor a 80% (Cuadro 6 y
Fig. 14 y 16). Estos resultados se obtuvieron en un periodo de tiempo de 15 dias que fue lo

que durd el experimento.
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El anélisis de varianza de medidas repetidas de los tratamientos que mostraron un
porcentaje de inhibicion menor a 100% mostrd que el cuadrado medio de los tratamientos
es mayor que el cuadrado medio del error lo que indica que no existe igualdad en las
medias de los tratamientos y calculando el estadistico F podemos concluir que hay una
diferencia altamente significativa entre las medias de los tratamientos en todos los dias que

durd el experimento (Cuadro 5).

Hay diferencia significativa entre todos los tratamientos sin embargo hay tratamientos que
entre ellos y segun la comparacion de medias no presentan diferencia significativa como es
el caso del Eucalipto y el Azufre elemental a 100 y 1000 pL.L? respectivamente, cabe
destacar que en casos como este se registra una diferencia en cuanto a la dispersion de los
datos obtenidos de las unidades experimentales que los componen, en casos como
Eucalipto a 100 uL.L? el valor de la desviacion estandar +31.4 fue resultado de unidades
experimentales que no presentaron crecimiento en todo el experimento y otras que iniciaron
de forma tardia y con bajo porcentaje de inhibicién, lo cual nos da porcentajes de inhibicion
semejantes a los tratamientos donde el crecimiento micelial inicio en todas las unidades
experimentales al mismo tiempo sin embargo la tasa de crecimiento fue menor como el
caso del Azufre elemental a la maxima concentracién y presentando una desviacion

estandar de £2.8 (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Andlisis de varianza de medidas repetidas de los tratamientos.

Dl'a 4*** 5*** 6*** 7*** 8*** 9*** 10*** ll*** 12*** 13*** 14*** 15***

Fuente de

Variacion GL Cuadrados Medios

Tratamiento 19 39 37 35 3.2 3.1 3.0 2.9 2.9 2.8 0.8 2.6 2.5
Error 180 | 0.03 0.09 0.08 0.08 0.08 0.08 008 0.08 0.09 001 010 0.10

Total 199

*** Diferencia altamente significativa P<0.0001

Cuadro 6. Porcentaje de inhibicién y desviacion estandar del crecimiento micelial de
P. omnivora tratado con cuatro dosis de nueve aceites esenciales vegetales.

Concentracion pL.L™*

Aceite 100 250 500 1000
Origanum 20.2 +9.2M 41.5+16.19%f 83.7+19.8%° 95.4+8.0°
vulgare
Coriandrum 79.1+33.7%% 100 * 100* 100*
sativum
Eucalyptus 69.5+31.49cb 62.4+28.4%¢ 94.2+18.3? 100*
citriodora
Lippia alba 29+21.89f 49.5+27.6% 90.5+16.8% 100*
Thymus 1007 100* 100* 100*
vulgaris
Syzygium 100* 100" 100" 100"
aromaticum
Mentha - - 100* --
piperita
Allium 90.4+16.0% 100* 100* 100"
sativum
Cymbopogon 100" 100" 100" 100"
citratus
Azufre 57.6+7.0% 61.5+5.6 66.1+4.5%d 71.3+2.84c
elemental

Numeros seguidos de letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05),
" Tratamientos que no fueron incluidos en el analisis de comparacion de medias
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Fig 14. Efecto del aceite esencial de Origanum vulgare, Lippia alba, Eucalyptus citriodora,
Coriandrum sativum, Allium sativum y azufre elemental en el crecimiento micelial de
P.omnivora a una concentracion de .250 pL.L*en un periodo de 15 dias.
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Fig 15. Efecto del aceite esencial de Origanum vulgare, Lippia alba, Eucalyptus citriodora
y azufre elemental en el crecimiento micelial de P.omnivora a una concentracion de

250 pL.Len un periodo de 15 dias
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Fig 17. Efecto del aceite esencial de Origanum vulgare y azufre elemental en el
crecimiento micelial de P.omnivora a una concentracion de 1000 uL.L™ en un
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7. DISCUSION

7.1. Aislamiento de P. omnivora

Segun Arif et al., (2013) y Cook and Riggs (1993) el aislamiento de P. omnivora de suelo
o plantas infectadas es dificil y a menudo no se logra, por lo cual se recomienda el uso de
antibidticos, asi también Upalapati et al., (2009) describe en su metodologia la obtencion de
tejidos superficiales de raices infectadas de alfalfa sumergiéndolas en hipoclorito de sodio
al 0.525% por un minuto y posteriormente sembrarlas en Agua- Agar al 1.8% +
Cloranfenicol (100 mg/L) y penicilina G (500 mg/L) sin embargo en este estudio se
demostro que para aislar el hongo de raices de mango, se puede prescindir de los
antibioticos, debido a que el éxito de este procedimiento depende de la muestra a sembrar,
es necesario contar con micelio activo que generalmente es de color blanco, o bien, colectar
esclerocios, desinfestarlos y sembrarlos en PDA. En medio de cultivo PDA sin antibioticos
a los 40 dias se inicia la formacién de esclerocios y a los 50-60 dias da por finalizado este
proceso, dicho proceso en otros estudios se ha efectuado colocando placas de indculo en
recipientes de vidrio con arena, carbono activado y afiadiendo granos de Sorghum bicolor

L. Moench en un periodo de 60-80 dias (Samaniego-Gaxiola, 2008).

La identificacion de P. omnivora a menudo se logra con las estructuras en forma de cruz, la
formacién de esclerocios y los cordones miceliales (Uppalapati et al., 2010), Samaniego
(2003), con ayuda del Microscopio Electrénico de Barrido fue posible notar la presencia de

estructuras en forma de estrella la cual no habia sido reportada hasta el momento.
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7.2. Histopatologia

Segun Uppalapati etal., (2009) P. omnivora en raices de Medicago truncatula colonizé
principalmente las células corticales y por ultimo formé un manto micelial que cubrié la
superficie de las raices a esto se puede afiadir que el dafio principal se da en el floema y
causando el colapso de las células de reserva (parénquima), tubos cribosos y células

acompafantes.
7.3. Sensibilidad de P. omnivora a aceites esenciales

Los aceites esenciales son una nueva estrategia para el control de hongos fitopatdgenos, en
diversos estudios en condiciones in vitro han demostrado una alta capacidad de inhibir el
crecimiento micelia. La efectividad antifungica del aceite esencial de Origanum vulgare,
Thymus vulgaris y Eucalyptus citriodora se ha evaluado contra Moniliophthora roreri,
Alternaria alternata Aspergillus flavus respectivamente (Javed, 2012 Lozada et al., 2012
Perina et al., 2014). Se documentd que el aceite esencial de Syzygium aromaticum,
Cymbopogon citratus y Thymus vulgaris a partir de una dosis de 100 uL.L? inhibi6 en
100% el crecimiento micelial de P. omnivora; en contraste, el crecimiento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides se logro con aceite esencial de Cymbopogon citratus a una
dosis de 250 uL L (Duarte et al., 2010) y el crecimiento de Geotrichum citri-aurantii se

inhibié en 94% con Thymus vulgaris a 600 uL.L™ (Perina et al., 2014)

Los resultados de esta investigacion pueden ser mejorados cuidando aspectos como la
adicién de un agente emulsificante que permita la distribucién homogénea del aceite

esencial en el medio de cultivo ya que esto genera conflictos como es el caso de los
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tratamientos con Lippia alba, Eucalyptus citriodora y Coriandrum sativum a 100 pL.L*

donde la desviacién estandar muestra valores elevados.

De cualquier forma, queda demostrada la capacidad de los aceites esenciales de
Cymbopogon citratus, Syzygium aromaticum y Thymus vulgaris para inhibir el crecimiento
micelial de P. omnivora, dando pie al desarrollo de nuevos estudios que permitan conocer
que molécula(s) presente(s) en los aceites esenciales es/son la(s) responsable(s) de la

actividad antifangica.
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8. CONCLUSIONES

Phymatotrichopsis omnivora se aislo de raices de arboles de mango de 4 afos de edad a
partir de cordones miceliales de color blanco (cordones jovenes) en medio de cultivo agar-
dextrosa-papa con y sin antibidticos (Sulfato de estreptomicina, Cloranfenicol y Ampicilina

a 100 mg/L). Se presentd crecimiento después de 5 dias

El hongo no se pudo aislar a partir de cordones miceliales de color amarillo (cordones

maduros).

El crecimiento micelial de P. omnivora, en condiciones in vitro, se inhibié en 100% por el
efecto del aceite esencial de Cymbopogon citratus, Thymus vulgaris, y Syzygium
aromaticum a partir de una concentracién de 100 uL L*, Coriandrum sativum y Allium
sativum lo hicieron a partir de 250 uL.L™, Mentha piperita a partir de 500 uL.L™ finalmente
Eucalyptus citriodora y Lippia alba a 1000 puL.L™?. El aceite esencial de Origanum vulgare
y el azufre elemental inhibieron el 95 y 71% del crecimiento micelial respectivamente a
1000 pL.L™. Los catorce tratamientos restantes presentaron un porcentaje de inhibicion

menor al 100%.

Las raices de arboles de mango infectadas por P. omnivora sufrieron invasién y lisis de las
células de la peridermis, floema y células acompafiantes. En el tejido de la endodermis se

observé lisis, fragmentacion y lignificacidn de las paredes celulares.
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