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RESUMEN

Los aspectos fisioldgicos del agente causal
(Fusarium subglutinans) de la malformacién floral y
vegetativa del mango (Mangifera indica L.) referentes a
la optimizacion de pruebas de patogenicidad, estudios
epidemioldgicos y de control, permite obtener datos con-
sistentes en ambientes controlados. Debido a que entre
los aspectos fisioldgicos, el factor nutricional se sefiala
como uno de los mds influyentes en el crecimiento
vegetativo y reproductivo de los hongos, el presente tra-
bajo tiene como objetivo, evaluar la influencia de seis
diferentes medios de cultivo sélidos y liquidos (PDA, Ave-
na, V-8, Armstrong, Czapecky Extracto de mango), en el
crecimiento micelial, esporulacion y peso seco de dos
aislamientos de F.subglutinans (Iso-GV de la gema
vegetativa e Iso-GF de la gema floral).

Los medios que favorecieron mayores pesos se-
cos para las 2 cepas, fueron Avenay V-8. En el medio de
Avena sélido, a pesar de haberse inducido un mayor cre-
cimiento vegetativo para Iso-GV'y buen crecimiento para
Iso-GF, presenté baja esporulacion en ambas cepas. El
medio Armstrong, solido y liquido, favorecio la mayor
esporulacion. El efecto de diferentes combinaciones de
fuentes de carbono (amida, fructosa, maltosa, sacarosa)
y nitrégeno (asparagina, peptona, nitrato de potasio, ni-
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trato de sodio) sobre el comportamiento del fitopatogeno,
demostro de manera general, que ambas cepas crecieron
bien vegetativamente en todas las combinaciones de car-
bono y nitrégeno utilizaduas, siendo superior en la combi-
nacion amida-nitrato de sodio. En cuanto a la esporu-
lacion, fructosa - asparagina fue la que mds estimulo la
produccion de conidios para GV, mientras que para GF,
fue maltosa - nitrato de sodio.

SUMMARY

Physiological aspects of the causing agent
(Fusarium subglutinans) of the floral and vegetative
malformation of mango tree( Mangifera indica L.) related
to the optimization of pathogenicity tests, epidemic and
control studies, make it possible to get thorough
information in controlled environments. Considering that
nutrition is, among the physiological aspects,one of the
most important in the vegetative and reproductive growth
of fungi, the present paper aims to evatuate the influence
of 6 different solid and liquid culture media (PDA, Oat-
agar, V-8 juice, Armstrong, Czapeck, Mango Extract) on
the micelial growth, sporulation and dry weight of 2
F.subglutinans isolates (Iso-GV, from the vegetative bud
and the Iso-GF, from the floral buds).

Media that promoted the highest dry weights
for the 2 strains were avena and V8. The solid avena
medium showed a low sporulation in both strains, in spite
of the fact that a greater vegetative growth for the Iso-GV
and a suitable growth for Iso-GF was induced. The
Armstrong medium, both solid and liquid promoted the
highest sporulation. The effects of different combinations
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of carbon (starch, frutose, maltose, sucrose) and nitrogen
(asparagin, pepton, polassium nitrate, sodium nitrate)
sources on the behaviour of the phylopathogeneous
revealed in a general way that both strains had a
satisfactory growth in every carbon and nitrogen

INTRODUCCION

La malformacion floral y vegetativa del mango,
es una de las enfermedades mas importantes de esta plan-
ta, presentdndose en la mayoria de los paises productores
de mango del mundo (Kumar ef al., 1993; Noriega-Canti
etal., 1999). Por la gravedad del problema, debe destacar-
se su importancia econdmica, una situacion que puede
llevar a la pérdida total de la produccion. La continua pre-
sencia de estas malformaciones, preocupa a los mangui-
cultores, debido a la rdpida diseminacion de la enfermedad
mediante el retiro de materiales de propagacion vegetativa
de las plantas infectadas, que no siempre presentan sinto-
mas (Tavares, 1995). Un levantamiento realizado por la
EMBRAPA/Semi-Arido (Empresa Brasilera de Investiga-
ciones Agropecudrias del Semi-Arido Tropical), sobre el
comportamiento de esta anomalia en la region del Submedio
Séo Francisco, revela su presencia hasta en un 100% en
algunos sectores productivos (Tavares & Lima, 1997). Se-
gin Poetz (1999), se han registrado pérdidas de produc-
cion del orden del 80% en la India y superiores al 90% en
Egipto.

Apesar de haber sido sefialada por primera vez,
en la India, hace més de un siglo (Kumar et al., 1993), cier-
tos aspectos fisiologicos del agente etiologico, Fusarium
subglutinans son todavia bastante escasos.

En la fisiologia fiingica, la nutricion desempefia
un importante papel, por su utilidad en los estudios liga-

" dos a su metabolismo (Hawker, 1968), permitiendo realizar
ensayos de seleccion de plantas resistentes, donde es
esencial un indculo homogéneo en alta concentracion y
bien distribuido sobre la superficie foliar (Mussi &
Kurozana, 1996). Ademas, en la realizacion de pruebas
de patogenicidad, se necesitan estudios epidemioldgicos
y de control, para una adecuada estandarizacion de la
cantidad de in6culo a utilizar, situacion importante en
estudios genéticos-citoldgicos (Camargo & Kimati, 1991).
Las deficiencias en la inoculacion, por baja concentra-
cion de inoculo, se sefialan como la principal causa de
variabilidad de los datos obtenidos en experimentos bajo
condiciones de ambiente controlado (Ribeiro, 1991).

Para un buen crecimiento vegetativo y repro-
ductivo de los hongos, se deben controlar los factores
nutricionales y ambientales requeridos (Cochrane, 1958).
Hawker (1957), considera la nutricion aisladamente, como
un factor vital en el crecimiento y reproduccion de los
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combination used , reaching their highest degree in the
amida-sodium nitrate combination. As regards sporu-
lation, fructose-asparagine was responsible for the
increased production of conidia for GV, while maltosa-
sodium nitrate was responsible for GF.

hongos, debido a que las exigencias nutricionales varian
considerablemente entre las diferentes especies, asi como
entre los diferentes tipos de esporulacién dentro de la mis-
ma especie.

Generalmente, la condicién nutricional optima
para el crecimiento vegetativo no es necesariamente la
mejor para la produccién de esporas y frecuentemente
inhibe la reproduccion (Francelli & Kimati, 1990). En
este sentido, Hawker (1968), afirma que el rango de con-
centracion ideal de substancias nutritivas adecuadas a la
esporulacion, es mucho mas estrecha que para el creci-
miento micelial.

Dentro de los constituyentes nutritivos, se des-
tacan el carbono y el nitrégeno (Hawker, 1968) y segiin
Cochrane (1958), la concentracion de nitrégeno y la defi-
ciencia o exceso de determinados minerales pueden redu-
cir o inhibir la esporulacién. De modo general, la alta con-
centracion de nitrogeno, reprime la esporulacion y esta
directamente ligada a la concentracién de carbono. No
obstante, no existen condiciones universales para el creci-
miento y la reproduccion de fitopatdgenos (Pria et al., 1997).

Considerando la escasa bibliografia sobre el asun-
to, el presente trabajo tiene como objetivo estudiar la in-
fluencia de diferentes medios de cultivo y la combinacién
de fuentes de carbono y nitrégeno, sobre el crecimiento
vegetativo y la produccién de conidios del agente etiologico
de la malformacién floral y vegetativa del mango, F.
subglutinans.

MATERIALES Y METODOS

1) Crecimiento micelial y esporulacion de Fusarium
subglutinans sometido a diferentes medios de cultivo

Para el estudio de la influencia de diferentes me-
dios de cultivo, liquidos y sélidos, sobre el crecimiento
micelial y esporulacion de F. subglutinans, se utilizaron
dos aislamientos (Iso-GV e Iso-GF), provenientes de plan-
tas con sintomas tipicos de malformacion vegetativa y flo-
ral respectivamente.

Se usaron los siguientes medios sélidos (17g de
agar/L) y liquidos: PDA (200g de papa; 20g de dextrosa;
1000ml de agua destilada), Avena (75g de avena en esca-
mas; 20g de dextrosa; 1000 ml de agua destilada), V-8
(200 ml de “V-8 jugo”; 3g de CaCO,; 15g de dextrosa;
800 ml de agua destilada), Armstrong (20g de sacarosa;
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0,4g de MgSO,.7H,0; 1,6g de KCI; 1 ,1gdeKH,PO,; 5,9
de Ca(NO,),; 2ml de micronutrientes; 1000 ml de agua
destilada), Czapeck (30g de sacarosa; 1g de K,HPO,; 2g
de NaNO;; 0,5g de MgSO,.7H,0; 0,5g de KCI 0 Olg de
FeSO,.7H,0 y 1000 ml de agua dcstllada), seglin Menezes
& Silva—HanIin (1997) y Extracto de mango (200g de
inflorescencia; 10g de dextrosa; 1000 ml de agua destila-
da).

Discos de 5Smm de diadmetro retirados de los bor-
des de las colonias del fitopatégeno con 7 dias de
incubacion sobre PDA, fueron distribuidos asépticamente,
enel centrode 5 placas de Petri, por cada cultivo ensaya-
do en medio sélido y en 5 Erlenmeyers con capacidad de
125 ml por tratamiento, conteniendo 50 ml de medio liqui-
do, previamente esterilizados, sometidos a agitacion ma-
nual dos veces por dia.

Todos los ensayos fueron incubados a tempera-
tura de 25+2°C, bajo régimen de luz continua, evaluan-
dose diariamente el crecimiento micelial, mientras que el
peso seco micelial y la esporulacion, se midié después de
10 dias de incubacién.

La evaluacion del crecimiento micelial, consis-
ti6 en la medicion diaria del didmetro de la colonia en
dos sentidos opuestos (con regla milimetrada). El peso
seco del micelio fue obtenido pesando la masa micelial fil-
trada en tejido de nylon y secada en estufa a 80°C, durante
24 horas. Se evalud la esporulacion, adicionando 10 ml de
agua destilada a las placas de Petri, removiendo el creci-
miento fiingico con la ayuda de un cepillo de cerdas sua-
ves, utilizando una lamina de Neubauer para la lectura de la
concentracion de esporas/ml (Menezes & Silva-Hanlin,
1997).

El delineamiento experimental utilizado fue en-
teramente al azar, en arreglo factorial 6x2, seis medios de
cultivo x dos aislamientos de F. subglutinans, con 5 repe-
ticiones por ensayo. Las medias fueron comparadas por
medio del test de Tukey al 5% de probabilidad y los datos

de esporulacién transformados en Vx+5.

2) Crecimiento micelial y produccién de conidios de
Fusarium subglutinans en combinaciones de fuentes de
carbono y nitrégeno

Se combin6 al medio basal (Lilly & Barnet, 1951),
conteniendo 0,5g de MgSO,.7H,0; 1,0g de KH,PO,; 17g
de agar y 1000 ml de agua destilada, 4 diferentes fuentes de
carbono (amida, fructosa, maltosa y sacarosa) y 4 fuentes
de nitrégeno, 2 orgénicas (asparagina y peptona) y 2
inorganicas (nitrato de potasio-KNO, y nitrato de sodio-
NaNO,), manteniendo la proporcion de 10:1 (diez partes de
C para una parte de N), conforme al peso molecular de cada
substancia.

Al séptimo dia del cultivo del fitopatogeno en

PDA, discos de 5Smm de diametro fueron retirados del cul-
tivo y replicados en 5 placas de Petri, con las diferentes
combinaciones C x N, que fueron incubadas bajo régimen
de luz continua, a una temperatura de 25+2°C, durante 10
dias. :

Se sigui6 la metodologia anteriormente descrita,
para evaluar el crecimiento micelial y la esporulacién, uti-
lizandose el delineamiento experimental enteramente al azar,
en arreglo factorial 2x4x4, considerandose dos aislamien-
tos, 4 fuentes de carbono y 4 fuentes de nitrégeno. Las
medias fueron comparadas por el test de Tukey al 5% de
nivel de probabilidad y los datos de esporulacién fueron

transformados en \fx+l

RESULTADOS Y DISCUSION

1) Crecimiento micelial y esporulacién de Fusarium
subglutinans sometido a diferentes medios de cultivo

Se observé que los medios de cultivo influian
notoriamente en el crecimiento micelial y en la esporu-
lacién de F. subglutinans. E1 mayor peso seco del micelio,
se obtuvo en el medio Avena y V-8 (Figura 1), difiriendo
significativamente de los demas. La esporulacién en es-
tos medios liquidos, fue una de las menores, confirmando
lo establecido por Henry & Anderson (1948) y Griffin
(1994), que un exuberante desarrollo micelial, no siempre
va acompafiado por una buena produccion de conidios.

El medio de cultivo mds adecuado para el
fitopatégeno, segiin Hawker (1968), seria aquel que mas
se asemejase al substrato natural. Los medios naturales,
de acuerdo con el autor, contienen un complejo de carbo-
hidratos que favorecen la produccién de conidios. En cam-
bio, el medio de cultivo preparado a partir del extracto de
inflorescencia de mango, a pesar de presentar un creci-
miento micelial razonable, en medio sdlido presenté baja
produccion de conidios, difiriendo significativamente de
los demés medios, tanto en este medio (5,07x10con/ml
para GV y 4,38x10°con/ml para GF) como en el medio liqui-
do (0,51x10°con/ml para GV'y 0,26x10°con/ml para GF). Es
posible que alguna substancia existente en el extracto pue-
da haber inhibido la esporulacion del hongo (Menten &
Marques, 1979).

El medio mas adecuado para la esporulacion fue
elmedio de Armstrong agarizado para GV (54,04x10°con./
ml) y GF (140,84x10°on./ml). A pesar que el medio de
Armstrong fue formulado originalmente en forma liquida
(recomendado para el incremento del in6culo (Booth, 1977)),
la adicion de agar favoreci6 significativamente la produc-
cion de conidios (Figura 1). En general, los aislamientos
esporularon significativamente mejor en los medios séli-
dos, que en los liquidos. Hawker (1968), afirma que el me-
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Figura 1. Crecimiento micelial, peso seco y esporulacién de aislados de Fusarium subglutinans,
sometidos a diferentes medios de cultivo, a los 10 dias de incubacion.

dio liquido, ademas de la aireacién pobre, propicia la acu-
mulacién de dioxido de carbono y otros metabolitos t6xi-
cos, que inhiben el desarrollo de los hongos, especialmen-
te la esporulacion. Dentro de los medios liquidos, el medio
de Armstrong fue también, el que indujo la mayor
esporulacion (17,58 y 14,34x10%on./ml, para GV y GF, res-
pectivamente). La mejor tasa de crecimiento micelial ocu-
1ri6 en el medio Avena para GV y Czapeck para GF.

Los dos aislamientos presentaron variabilidad en
cuanto al crecimiento micelial y esporulacién en los dife-
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rentes medios, mientras Iso-GF present6 en medios so6li-
dos un desarrollo significativamente mayor tanto
vegetativo como reproductivo en comparacion con Iso-
GV.

2) Crecimiento micelial y produccién de conidios de F.
subglutinans en combinaciones de fuentes de carbono y
nitrogeno

Las 2 cepas de F. subglutinans presentaron, en
general, buen crecimiento micelial en todas las combina-
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Figura 2. Crecimiento micelial de aislados de Fusarium subglutinans en diferentes combinaciones
de fuentes de carbono y nitrégeno, después de 10 dias de incubacion.

ciones de C y N utilizadas, observandose que la combina-
cién amida-nitrato de sodio produjeron mejor crecimien-
to micelial para Iso-GF, mientras la con menor creci-
miento fue con asparagina (Figura 2).

Segun Hawker (1957), la mayoria de los hongos
utilizan glucosa y fructosa como principal fuente de car-
bono y aunque los carbohidratos complejos son menos
adecuados como substrato para la produccion de estruc-
turas vegetativas, pueden estimular la produccion de es-
poras. La mayor produccion de conidios ocurri6 en el Iso-
GV en la combinaci6n fructosa-asparagina (206x10°con./

ml) y amida x asparagina (136,88x10°con./ml). Curiosamen-
te, estas mismas combinaciones fueron mas desfavorables
a la esporulacién del Iso-GF (6,17x10°con./ml y
18,06x10%con./ml), demostrando que cada aislamiento es
especifico en sus requerimientos de C y N para realizar
la esporulacién. GF esporul6 mejor cuando en las combi-
naciones habia fuentes de carbono con nitrato de sodio
(Figura 3).

Los oligosacéaridos, maltosa y sacarosa propicia-
ron desempefios semejantes en la esporulacién y creci-
miento micelial a los 2 aislamientos, en las diferentes com-
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Figura 3. Esporulacion de aislados de Fusarium subglutinans, sometidos a diferentes combinaciones
de fuentes de carbono y nitrégeno, después de 10 dias de incubacién

binaciones con fuentes de nitrégeno.

Las fuentes de nitrogeno actuaron de manera bas-
tante especifica para cada aislamiento. La asparagina fue
bastante favorable para Iso-GV, contrastando su efecto
desfavorable con Iso-GF en la produccion de conidios en
todas las combinaciones de fuentes de carbono. Por su
parte, la peptona proporciond baja esporulacion para am-
bos especimenes en todas las combinaciones con las dife-
rentes fuentes de carbono. Las fuentes de nitrégeno
inorgéanicas, nitratos de potasio y sodio, a pesar de no
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presentar los mejores resultados en la esporulacion, influ-
yeron de manera general, positivamente en todas las
interacciones con fuentes de carbono.

Tousson et al. (1960), al estudiar la influencia de
la nutricion en la patogenicidad de F. selani f. sp. phaseoli,
observaron que la nutricion nitrogenada increment6 el
desarrollo de la enfermedad. La penetracion ocurrio justo
después de la formacion del talo, disminuyendo el perio-
do saprofitico, mientras que la presencia de glucosa, fa-
vorecio la germinacién de conidios y el desarrollo del
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micelio, aunque atraso el inicio de la patogénesis.
Elmedio de cultivo més adecuado para la produc-

cién de conidios en abundancia y consecuentemente de

un indculo homogéneo, fue el medio sélido de Armstrong.

Se verifico, que un crecimiento vegetativo vigo-
roso del hongo no produce una buena esporulacién, aun-
que se cumplieran las exigencias nutricionales especificas

para cada aislamiento.
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