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SUMMARY

Recently, mango seedlings (Mangifera indica L.) showing symptoms of mango
malformation syndrome were detected Puerto Rico. Typical symptoms were: mottled
and deformed leaves, defoliation, and loss of apical dominance. The objective of the
present study was to identify the causal agent of the symptoms previously described.
Diagnose molecular tests were made to detect phytoplasms and virus. Two species of
mites were associated with the symptoms: Polyphagotarsonemus latus Banks (Acari:
Tarsonemidae) and Neocalacarus mangiferae Channabasavanna (Acari: Eriophyidae).
Tests for phytoplasms and virus resulted all negative. The findings indicate that P. latus
causes leaf deformation, which possibly causes defoliation, and development of lateral
buds. No fungi were isolated from these seedlings. In contrast, N. mangiferae also
caused the development of lateral buds, but did not induce leaf deformation. Fusarium
lateritium was isolated associated to the symptoms and confirmed by pathogenicity test

as a pathogen in mango seedlings causing cankers and lateral buds.
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RESUMEN

En Puerto Rico, se detectd la presencia del sindrome de malformacion en
semilleros de arboles de mangd (Mangifera indica L.). Los sintomas observados fueron:
deformacion y moteado en las hojas, defoliacién y perdida de dominancia apical. El
objetivo de éste estudio fue identificar el agente causal de los sintomas antes descritos. Se
realizaron pruebas de diagndstico a nivel molecular para detectar fitoplasmas y virus.
Ademas se identificaron dos especies de acaros, Polyphagotarsonemus latus Banks
(Acari: Tarsonemidae) y Neocalacarus mangiferae Channabasavanna (Acari:
Eriophyidae), asociados a los dafios. Las pruebas para detectar virus y fitoplasmas
resultaron negativas. Se observo que P. latus causa deformacion de las hojas, defoliacion
y desarrollo de brotes laterales. En ensayos realizados con N. mangiferae se observo
desarrollo de brotes laterales y no hubo defoliacion. Se aislo Fusarium lateritium
asociado a éstos dafios y mediante pruebas de patogenicidad se corrobord que es

patogeno en arboles de mang6 en etapa de semillero causando cancros y brotes laterales.
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INTRODUCCION

El mango6 (Mangifera indica L.) se cultiva en Puerto Rico desde el ano 1750. En
1948, la Universidad de Puerto Rico establecié un proyecto de mejoramiento de mangd
donde introdujeron sobre 150 variedades (Morton, 1987). El mangé es nativo de India y
pertenece a la familia Anacardiaceae. En Puerto Rico, las principales siembras
comerciales de mang6 se encuentran en la costa sur de la isla, favorecidos principalmente
por el clima seco prevaleciente en esta zona. Para el ano 2002, se cultivaron
aproximadamente unas 2,666 cuerdas de mang6 distribuidas en 264 fincas, con una
poblacion de 206,968 arboles sembrados (United State Department of Agriculture, 2002).
En Puerto Rico durante el afio 2002-2003 hubo una produccion de 17,375 tm de mangd
para una aportacion de $13.9 millones a nuestra economia (FAO Stat, 2004).

El cultivo del mang6 a través de distintas partes del mundo ha conducido a la
identificacion de diferentes enfermedades o plagas. Entre estas enfermedades se incluyen:
1) Antracnosis, causada por un hongo conocido como Colletotrichum gloeosporioides
(Pernezny and Ploetz, 1988), 2) Afublo polvoriento, causado por el hongo conocido
como Oidium mangiferae (Pernezny and Ploetz, 1988), 3) Dafios causados por el acaro
blanco, Polyphagotarsonemus latus (Banks) (Lamberts and Crane, 1990), 4) Dafos
causados por el eri6fido del mango, Aceria mangiferae (Sayed) (Doreste, 1984) y 5)
Malformacion vegetativa y floral cuya etiologia al presente no se ha esclarecido (Kumar
et al, 1993; Kumar and Beniwal, 1987).

Se observo una anomalia en arboles de mangd en el area de produccion de
patrones para injerto en la Subestacion Experimental Agricola de Juana Diaz, durante el

mes de julio de 2003. Se observaron sintomas de: moteado en las hojas; areas cloroticas



con manchas de color verde oscuro a través de toda la hoja, similar a sintomas causados
por virus. Estos arboles también presentaban pérdida de dominancia apical y desarrollo
de brotes laterales, dandoles la apariencia de escoba de bruja. Los arboles contenian hojas
deformes y al observarse en el microscopio, se detectd la presencia de acaros. Dichos
sintomas resumen lo que conocemos como la malformacion del follaje del mang6 (Figs. 1
y2).

Segun la literatura existe la malformacion vegetativa (MV) y la malformacion
floral (MF) (Kumar et al., 1993; Kumar and Beniwal, 1987). La malformacion floral
causa dafo principalmente a las inflorescencias, deforméandolas y causandoles esterilidad.
La malformacion vegetativa afecta mayormente a los arboles en la etapa joven. Los
sintomas tipicos de la MV son la pérdida de dominancia apical en los arboles jovenes y el
desarrollo de brotes vegetativos en las yemas axilares y terminales, dandole una
apariencia de manojo (escoba de bruja). Los sintomas observados en los arbolitos de
mangd en la EEA de Fortuna son los sintomas tipicos de malformacion vegetativa.
Segiin Kumar y Beniwal (1987), la MV y la MF son dos sintomas de la misma
enfermedad.

La etiologia y el control de éste sindrome no se conocen con exactitud. Diferentes
estudios reportan diversos agentes causales a la malformacion. Agentes tales como:
acaros (Doreste, 1984; Kumar et al., 1993), virus (Kumar et al., 1993), micoplasmas
(Ing-Ming, 2003), hongos (Pernexny and Ploetz, 1988: Kumar and Beniwal, 1987) y

otros factores fisiologicos (Singh and Dhillon, 1994).



Figura 1. Primeros sintomas observados en arboles de mang6 en el vivero de la Estacion
Experimental Agricola en Juana Diaz, P.R.: a) hojas deformes, (a y b) pérdida de
dominancia apical.



Figuras 2. Sintomas observados en las hojas de los arboles de mango con malformacion.
a) hojas deformes, b) moteado en las hojas.



Los objetivos de esta investigacion fueron: 1) Identificar y determinar si los
acaros presentes en el material vegetativo son los agentes causales de los sintomas
descritos, 2) Realizar pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) al tejido
infectado para observar otros agentes causales asociados a los sintomas, como virus y
fitoplasmas, 3) Aislar e identificar hongos asociados al tejido enfermo, 4) Realizar
pruebas de patogenicidad con los posibles agentes causales para recrear los sintomas

encontrados en arbolitos de mang6 sanos.



REVISION DE LITERATURA

El mang6 (Mangifera indica L.) pertenece a la familia Anacardiaceae y es
oriundo de Asia, probablemente del este de la India. El arbol crece entre 10 y 30 metros
de altura y sus ramas se extienden entre 30 y 38 m. alrededor del arbol, con raices que
alcanzan una profundidad de hasta seis metros. El mango6 se ha propagado por distintas
partes del mundo a través de los aflos, incluyendo Puerto Rico donde fue introducido en
el ano 1750 (Morton, 1987).

El cultivo del mangd se afecta por diferentes factores, tanto bidticos como
abidticos, los cuales producen diferentes condiciones o enfermedades. Entre las
enfermedades que afectan el cultivo del mangd se encuentra el sindrome de
malformacion del mang6é (SMM) en sus formas vegetativas y florales. Al presente, y a
mas de cien afos de investigacion se desconoce con exactitud el agente causal de este
sindrome.

Kumar y Beniwal, (1987) utilizaron esquejes de arboles adultos que produjeron
inflorescencias malformadas durante la cosecha anterior, como injertos en patrones sanos.
Encontraron que una vez establecidos los injertos, los esquejes infectados produjeron
sintomas tipicos de malformacion vegetativa. Las plantas que procedian de tales injertos
produjeron paniculas deformes, por lo que ellos concluyeron que la malformacion floral y
vegetativa son dos expresiones distintas de la misma enfermedad.

Pernexny y Ploetz (1988), describieron al sindrome de la malformacion vegetativa
del mang6é como una que produce el desarrollo de yemas axilares y apicales, con
entrenudos cortos y hojas pequefias lo que da la apariencia de manojo o escoba de bruja.

Los autores mencionan otros trabajos que consideran a 4caros, a hongos, a virus, a



micoplasmas 6 a desordenes fisiolégicos como posibles agentes bioticos causales del
sindrome.
Los acaros como posibles agentes causales:

Kumar, et al., (1993), mencionaron que el acaro, Aceria mangiferae (Sayed),
(Acarina: Eriophyidae) se observd en Egipto asociado tanto con la malformacién floral
como con la malformacion vegetativa del mang6. También mencionan que existen otras
especies de acaros asociadas con la enfermedad y que existe una correlacion positiva
entre la densidad poblacional del &caro y la incidencia de la enfermedad. También
mencionan diferentes pruebas de inoculacion donde demostraron que la severidad de la
condicion disminuye al aplicarse acaricidas.

Morton, (1987), menciond algunos de los agentes causales asociados al sindrome
de la malformacioén vegetativa. Entre los agentes causales hizo referencia a la accion
combinada de Fusarium moniliforme (Sheld) con los acaros, A. mangiferae o Eriophyes
sp.

Acaros reportados en arboles de mango.

Lamberts, (1990), mencioné diferentes plagas que afectan el cultivo del mango.
Entre las plagas mas importantes del cultivo del mang6d reportd6 al acaro blanco,
Polyphagotarsonemus latus (Banks), (Acarina: Tarsonemidae) y al &caro rojo
Oligonychus yothersii (McG.), (Acarina: Tetranychidae).

El acaro P. latus es tan pequefio que seria muy dificil observarlo a simple vista.
La hembra puede depositar entre 30 y 76 huevos en un periodo de oviposicion de 8 a 13
dias. La hembra en ausencia del macho produce huevos machos y cuando la hembra se

aparea produce cuatro huevos hembra por cada huevo macho. Las larvas emergen del



huevo de dos a tres dias y comienzan a alimentarse inmediatamente. Las larvas se
mueven muy poco por lo que no se dispersan muy lejos. En un periodo de dos a tres dias
estas entran en una etapa quiescente; etapa que resulta atractiva a los machos, los cuales
las recogen y las llevan hasta nuevos follajes. Cuando las larvas emergen del estado
quiescente los machos se aparean inmediatamente con estas. Los machos pueden vivir
por un periodo de cinco a nueve dias y las hembras por 8 a 13 dias. Una generacion
puede completarse en ocho dias, dependiendo de la temperatura, (Institute of Food and
Agricultural Sciences, University of Florida, 2001).

De acuerdo a Childers, et al, (2003), el acaro P. latus solo puede alimentarse de
frutas u hojas tiernas (jovenes) y la saliva inyectada al alimentarse resulta toxica
causando dafios significativos. También mencionaron que las condiciones Optimas para
su desarrollo son: temperaturas calidas, alta humedad y baja intensidad de luz. Martin
Kessing y Mau (2003) mencionaron algunos de los hospederos del acaro blanco, P. latus,
entre los cuales se encuentran: pepino, berenjena, habichuelas verdes, guayaba, mango,
parcha, pimientos y tomates. También mencionan que éste acaro es una plaga secundaria
durante los meses de verano y se alimenta perforando las células y extrayendo la savia,
por lo que causa reduccion en la fotosintesis e inestabilidad en el balance osmético de la
planta. Otro dafio causado por los acaros es la deformacion de las hojas terminales que
puede reducir el crecimiento de la planta. Estos autores mencionaron que segun
Waterhouse y Norris (1987), P. latus, no es vector de enfermedades causadas por virus en
las plantas.

Existen otras especies de acaros reportados en el mango, algunos de los cuales se

han descrito recientemente y se desconoce su impacto con respecto al hospedero.



Ejemplo de ello es el acaro Neocalacarus mangiferae Channabasavanna, (Acarina:
Eriophyidae) descrito en India en el afio 1966, usando sélo especimenes hembra. No se
conocia mucho de este acaro hasta que se informd en Brazil en el 2000. Alli, se
redescribi6 la hembra y se describi6 el macho por primera vez, (Navia and Flechtmann,
2000). Luego de su aparicion en Brazil, se informd la presencia de éste dcaro en Australia
en el 2002, (Knihinicki and Boczek). Hasta el momento no se han reportado dafios
asociados con N. mangiferae y no hay suficiente informacion sobre la biologia del acaro.

Otro acaro informado en mango lo es Aceria (= Eriophyes) mangiferae. Dorestes,
(1984), senaldé que en Venezuela la malformacién de las inflorescencias y el
superbrotamiento de las yemas es un problema relacionado con el acaro. También
describié como el acaro va causando el dafio. Eriophyes mangiferae, vive bien protegido
dentro de las yemas terminales y preferentemente dentro de la yema, en las hojas jovenes
internas. Su alimentacion ocasiona la muerte de este tejido joven y no permite que las
yemas se desarrollen normalmente, por esta razon, las ramas terminales van quedando
desnudas y sin hojas.

Abreu y colaboradores, (1987), informaron de la presencia de varios 4caros en
Mangifera indica, en Puerto Rico. Entre ellos se encuentran Eriophyes mangiferae y
Tegonotus mangiferae (Keifer), (Acarina: Eriophyidae). Segun ésta revision de literatura
no se han realizado estudios dirigidos a evaluar dafios asociados a estos acaros en el
cultivo de mango en P. R.

Virus como posible agente causal:
Das, et al., (1988), mencionaron que segun Saltar, (1946), el sindrome de

malformacion del mangdé (SMM) se atribuye a un virus. Kumar, et al., (1993),
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mencionaron la hipétesis viral, la cual se basa en que la malformacién ocurre tanto en
injertos como en arboles de semilleros y a que la incidencia aumenta lentamente, lo que
sugeria que era de origen viral. Sin embargo resultados de estudios de serologia,
transmision y microscopia electronica realizados en India y Egipto no encontraron
evidencia de virus en el tejido malformado de mangé (Kumar, et al., 1993).

Fitoplasmas como posibles agentes causales:

Los fitoplasmas son bacterias fitopatogenas sin pared celular. Estas afectan a
cientos de especies de plantas. Su sintomatologia ha sido uno de los mayores criterios en
el diagnostico preliminar de enfermedades fitoplasmicas. Las plantas infectadas exhiben
una serie de sintomas caracteristicos, como lo son: la formacion de flores estériles,
proliferacion de retofios axilares resultando en apariencia de escoba de bruja,
prolongacion de entrenudos resultando en finos o delgados retofios y hojas encorvadas.
Segun Garcia de la Rosa, (1996), los Unicos causantes de la escoba de bruja son
micoplasmas.

Debido a la inhabilidad de cultivar los fitoplasmas en medio artificial, su
deteccion e identificacion estd basada en sus caracteristicas moleculares. Ensayos con
iniciadores especificos utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) son una
de las pruebas mas sensitivas disponible para la deteccion de fitoplasmas. Las pruebas de
PCR se basan en la utilizacion de iniciadores universales o genéricos de fragmentos de
DNA especificos, que nos permiten detectar un amplio rango de fitoplasmas

desconocidos asociados con plantas e insectos (Ing-Ming, 2003).
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Hongos como agentes causales:

Ghosal et al., (1979), mencionaron que Fusarium moniliforme (Sheldon) produce
una gran cantidad de micotoxinas en las partes de la planta infectadas con la
malformacion.

Pernexny y Ploetz, (1988), concluyeron que la enfermedad de la malformacion es
causada por F. subglutinans (Wollenw. & Reinking) Nelson, Toussoun & Marasas. Los
autores sugirieron la posibilidad de que el acaro A. mangiferae, sea el vector de este
patdgeno. Indicaron que a medida que el 4caro se alimenta crea laceraciones al tejido del
hospedero, las cuales sirven al hongo como portal para infectar el tejido. También
mencionaron que este hongo puede diseminarse en los viveros mediante el uso de
esquejes para injertos infectados con este patogeno.

Segiin Kumar, et al., (1993), la teoria del hongo se basa en que F. moniliforme
estd asociado al tejido malformado. Ellos también mencionaron que se ha encontrado
Fusarium spp. en tejido sano. Este controvertible dato ha causado que algunos
investigadores no acepten a Fusarium sp. como organismo patogénico asociado con la
malformacion del mangd. Kumar y colaboradores concluyeron que no se ha demostrado
exitosamente la asociacion de Fusarium spp. con tejido malformado mediante pruebas de
patogenicidad.

Rondon et al., (1984), aislaron a F. decemcellulare Brick de plantas de diferentes
especies; Achiote (Bixa orellana L.), quenepa (Melicocca bijugata L.), guayabo pesgua
(Syzygium cumini L.) y cacao (Teobroma cacao L.). El hongo Fusarium sp. inoculado en
mang6 reprodujo los sintomas tipicos de la enfermedad. Los reaislamientos del tejido

afectado reprodujeron, en un alto porcentaje, el hongo inoculado al comienzo. Ellos
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concluyeron que las agallas o escobas de brujas en ramas de mang6 son causadas por F.
decemcellulare.

Freeman, et. al., (1999), senalaron que la MF y la MV estan asociadas con F.
subglutinans. Se realizaron estudios de transformacion genética de F. subglutinans con
genes de resistencia a hygromicina y con GUS (- glucuronidasa). El micelio marcado
con GUS se inoculd en brotes florales y vegetativos sanos de mang6. Se observaron
sintomas tipicos de la enfermedad al cabo de seis a ocho semanas después de la
inoculacién. Segun estos investigadores la presencia del micelio del patdégeno tefiido con
GUS y observado a través de microscopio, provee evidencia inequivoca de que F.
subglutinans es realmente el agente causal del SMM.

Finalmente, Britz, et al., (2002), demostraron que hay al menos dos especies
diferentes de Fusarium spp. asociados con los sintomas de malformacion del mango; F.
mangiferae, previamente identificado como F. subglutinans (reportado como el agente
causal de la malformacion del mang6 en distintas partes del mundo) y F. sterilihyphosum
el cual se aisl6 Unicamente en tejido malformado de mangé en el sur de Africa. Se
identifico una posible tercer especie pero la coleccion no contaba con el material
suficiente para justificar la descripcion de la misma.

Segun Britz, et al., (2002), el hecho de que se hayan aislado tres especies
diferentes asociadas a los sintomas de malformacion de mangd enfatiza un serio
problema con respecto a la etiologia de la enfermedad de la malformacion del mango.
Fusarium mangiferae se indic6 inequivocamente como el agente causal de la
malformacion (Freeman et al. 1999), esto sin conocer si F. sterilihyphosum o el Fusarium

sp. (no identificado atin) son capaces de causar la enfermedad en arboles de mango.
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Los desordenes fisioldgicos como posibles agentes causales:

Kumar, et al., (1993), mencionaron que, segun otros investigadores, la
malformacion del mangd es causada por diferentes desordenes fisiologicos. Algunos
atribuyen la enfermedad a un exceso de humedad y no a agentes bidticos como los
hongos e insectos.

Singh y Dhillon, (1994), mencionaron que la enfermedad se debe a una alteracion
de la relacion Carbono/Nitrogeno. También hicieron referencia a otros trabajos realizados
por ellos mismos en 1989, donde se plantea un desbalance hormonal del tejido
malformado con cambios metabdlicos que provienen de la interaccion pardsito-
hospedero.

Singh y Dhillon, (1994), realizaron un estudio donde colectaron por tres afos
consecutivos tejido sano y enfermo (malformado) de arboles de mangé de dos afios de
edad para analizar posibles cambios metabdlicos. Sefialaron que los arboles con
malformacion exhibian niveles significativamente mas altos de carbohidratos totales,
azlcares totales y almidon que los arboles sanos. También encontraron que el tejido
malformado mostraba diferencias significativamente altas en el contenido total de
fenoles, ortodihidroxy fenoles, DNA, RNA, niveles de proteina, aminoacidos libres
totales, aminoacidos totales y amonia con relacion a tejidos sanos. Los mismos
investigadores encontraron en otro estudio posterior que estos cambios bioquimicos
asociados con la malformacién vegetativa son similares a aquellos asociados con la

malformacion floral del mango.



14

OBJETIVOS
Esta investigacion tuvo como objetivo principal identificar el agente causal
responsable de la malformacion vegetativa del mangé en Puerto Rico. Para poder
identificar el agente causal ésta investigacion propuso alcanzar los siguientes objetivos

especificos:

1. Realizar pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) al tejido infectado
para detectar agentes causales asociados a los sintomas, tales como: virus y
fitoplasmas.

2. Identificar y determinar si el dcaro presente en el material vegetativo es el agente
causal de los sintomas descritos.

3. Auislar e identificar hongos asociados al tejido enfermo.

4. Realizar pruebas de patogenicidad con los posibles agentes causales para recrear

los sintomas observados.
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MATERIALES Y METODOLOGIA
1. Determinar la presencia de fitoplasmas en tejido infectado.

Durante el mes de mayo de 2004 se colectaron varias hojas con tejido infectado
para determinar la presencia de fitoplasmas. Se colectaron entre ocho y diez hojas de
mango con sintoma de moteado. Las hojas se colectaron de diferentes arboles para formar
una muestra compuesta. La muestra se colocé en una bolsa plastica sellada y se envio a
los laboratorios de Agdia Inc. ubicados en Elkhart, Indiana en los Estados Unidos.

Se realizaron 11 tipos de pruebas de PCR para determinar presencia de
fitoplasmas. Las pruebas se repitieron durante el mes de septiembre de 2004.

1.1 Pruebas realizadas para detectar fitoplasmas:

® Ash yellows (AshY)
® Aster yellows (AY)

® C(Clover proliferation (CP)

® Coconut lethal yellows (LY)

® Elm yellows (EY)

® Lilac Witches-broom (LiWB)
® Maize bushy stunt (MBS)
® Potato Witches-broom (PWB)
® Tomato big bud (BB)

® \inca virescence (VR)

® \Western X-disease (WX)



16

2. Determinar la presencia de virus en tejido infectado.

Debido a que entre los sintomas observados en los arboles con malformacién se
encontraba un moteado en las hojas, aparentando dafo por virus, y debido a que trabajos
previos como el de Kumar, et al., (1993), mencionaban a los virus como posible agente
causal de la MV del mango, se decidio realizar pruebas de PCR para detectar la presencia
de particulas virales en el tejido infectado. Durante el mes de mayo de 2004 se colectaron
muestras que se enviaron a los laboratorios de Agdia Inc., (misma muestra utilizada para
las pruebas de fitoplasmas). Se realizaron 18 pruebas de PCR diferentes para determinar
la presencia de particulas virales. Dichas pruebas se repitieron durante el mes de
septiembre de 2004.

2.1 Pruebas realizadas para detectar particulas virales:

Begomovirus BEGOMO (PCR)
Bromovirus BROMO (PCR)
Carlavirus  CARLA (PCR)
Carmovirus CARMO (PCR)
Closterovirus CLOSTERO (PCR)
Comovirus COMO (PCR)
Curtovirus  CURTO (PCR)
Dianthovirus DIANTHO (PCR)
Fabavirus ~ FABA (PCR)
Ilarvirus ILAR (PCR)
Luteovirus  LUTEO (PCR)
Nepovirus ~ NEPO (PCR)
Potexvirus ~ POTEX (PCR)
Potyvirus POTY (PCR)
Tobamovirus TOBAMO (PCR)
Tombusvirus TOMBUS (PCR)
Tospovirus ~ TOSPO (PCR)
Trichovirus TRICHO (PCR)
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3. Identificacion de acaros observados en los arboles de mangé
3.1 Identificacion de &caros observados en hojas deformes

Se identifico el género y la especie de los acaros presentes en las hojas deformes.
Los 4caros se encontraron en el haz y en el envés de las hojas. Se tomaron fotos en un
microscopio electronico de rastreo modelo Jeol® JSM 5410 LV para complementar la
investigacion. La identificacion se realizé de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas
presentadas por Jeppson et al., (1975), lo cual fue corroborado por el especialista, el Prof.
Edwin Abreu Rodriguez, EEA, Isabela, P.R.
3.2 Identificacion de acaros observados en yemas axilares y peciolos de las hojas de
arboles de mango

Los 4caros de la familia Eriophyidae fueron observados en las yemas axilares y en
los peciolos de las hojas. Se colectaron muestras de dcaros en frascos de cristal con
alcohol etilico al 70%, se enviaron al “Invertebrate Diagnostician Central Science
Laboratory” ubicado en Sand Hutton, United Kingdom y al Dr. Ronald Ochoa (USDA,
ARS) para su identificacion. Se tomaron fotos en microscopio electronico para
complementar la identificacion.

3.2.1 Montaje de &caros para fotos en el microscopio electrénico

Los acaros de las especies P. latus, N.mangiferae y A. mngiferae se congelaron y
se colocaron directamente en el microscopio electrénico. A los 4caros de la familia
Cheyletidae se les aplico una cubierta de oro y se colocaron directamente en el

microscopio electronico. El microscopio se utilizo en “Low Vacuum”.
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3.3. Polyphagotarsonemus latus como posible agente causal

Una vez identificados los 4caros, se realizaron varios ensayos en los cuales se
infestaron arboles jovenes de mangéd (“seedlings™). Estos ensayos se realizaron con el
objetivo de identificar la relacion existente entre los sintomas y la presencia de acaros en
el tejido malformado. En los ensayos uno al cuatro se utilizaron poblaciones de 0, 5, 10 y
20 acaros de la especie P. latus por arbol, a las cuales nos referimos como tratamientos
T1, T2, T3 y T4, respectivamente. Se utilizaron un total de cuatro bloques por ensayo.
Cada bloque estuvo compuesto de tres arbolitos por cada poblacion de 4caros, para un
total de 12 arboles por bloque. Los arboles se colocaron en forma aleatorizada dentro del
bloque a una distancia aproximada de 0.33 x 0.33m unos de otros.

Los acaros P. latus utilizados en los ensayos uno al cuatro se obtuvieron a partir
de plantas de pimiento (Capsicum annum, L.). Se observaron hojas de plantas de
pimiento bajo un estereoscopio. Con un alfiler (tamafio triple cero) se extrajeron y se
contabilizaron los 4caros que se colocaron en cada arbol de mang6. Los 4acaros se
colocaron en pedazos de hojas tiernas de mango (2-3 cm? aproximadamente) y éstas a su
vez se colocaron sobre el dpice de cada arbol de mango a infestarse. Todos los ensayos se
realizaron en un umbraculo de la Estacion Experimental Agricola de Juana Diaz durante
los meses de junio de 2004 a enero de 2005.

Los pardmetros utilizados durante la investigacion fueron: 1) ruptura de
dominancia apical (presencia o ausencia de ramificaciones), 2) deformacion de las hojas
y 3) cantidad de 4caros presentes en las hojas (cantidad de acaros por cm.?). Las
observaciones y los conteos de 4caros se realizaron durante ocho semanas en cada

ensayo. Para los conteos de los acaros se utilizd6 un magnificador 20X (RadioShack®,
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modelo 63-1304). Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico SAS y se
realizo la prueba de diferencia minima significativa (LSD) con un alpha de 0.05.

Durante el proceso de investigacion se realizaron un total de seis ensayos. Se
realizaron cuatro ensayos con acaros de la especie P. latus y dos ensayos con acaros de
la especie N. mangiferae.

3.3.1 Arboles de seis a siete meses de germinados, inoculados con P. latus (ensayo
uno).

Los arboles utilizados en éste ensayo, proporcionados por la finca Alzadora
(RUM, UPR), tenian entre seis y siete meses de edad. Debido a que los arboles no tenian
una altura uniforme se dividieron en dos grupos. Dentro del primer grupo se colocaron
aquellos arboles que no sobrepasaban los 50 cm. de altura y los cuales se utilizaros en el
primer ensayo.

3.3.2 Arboles de seis a siete meses de germinados, podados e inoculados con P. latus
(ensayo dos).

Los arboles provenientes de la finca Alzamora que sobrepasaban los 75 cm. se
podaron a una altura promedio de 35 cm. Los arboles se podaron un mes antes de
inocularse con los acaros.

3.3.3 Arboles de seis semanas de germinados, inoculados con P. latus (ensayo
namero tres).

Se utilizaron arboles de la variedad pifia, provenientes de la EEA en Juana Diaz,
para realizar un ensayo y evaluar si existian diferencias en dafios entre la etapa
fisioldgica de los arboles de seis a siete meses de edad y los arboles de solo seis semanas

de germinados.
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3.3.4 Arboles de dos semanas de germinados, inoculados con P. latus (ensayo
cuatro).
Se realiz6 un cuarto ensayo con arboles de solo dos semanas de germinados a fin

de obtener evidencia suficiente para sustentar los resultados obtenidos.

3.4 Ensayos realizados con Neocalacarus mangiferae

Una vez terminados los muestreos en los ensayos uno y dos se utilizaron los
mismos arboles para realizar nuevos muestreos ya que se detectd una segunda especie de
acaros, no inoculados manualmente.

3.4.1 Acaros Neocalacarus mangiferae en arboles de seis a siete meses de edad,
podados (ensayo cinco).

De un total de 48 arboles, se utilizaron 12 como control los cuales se asperjaron
con acaricida Difocol [1,1-Bis (chlorophenyl) -2,2,2 —trichloroethanol], y se utilizaron
dos para extraer especimenes y tomarles fotos en microscopio electrénico. Los muestreos
se realizaron durante 12 semanas. Al igual que en los ensayos anteriores los pardmetros
utilizados durante la investigacion fueron: 1) ruptura de dominancia apical (presencia o
ausencia de ramificaciones), 2) deformacion de las hojas y 3) cantidad de acaros
presentes en las yemas axilares.

3.4.2 Acaros Neocalacarus mangiferae en arboles de seis a siete meses de edad,

sin podar (ensayo seis).

De un total de 48 arboles, se utilizaron 12 como control, los cuales se asperjaron

con Difocol y se utiliz6 uno para extraer especimenes y tomarle foto en el microscopio



21

electronico. Los muestreos se realizaron durante 24 semanas. Al igual que en los ensayos
anteriores los parametros utilizados durante la investigacion fueron los mismos que en el
ensayo cinco.

4. Aislamiento e identificacion de hongos asociados a la sintomatologia.

Se utilizé tejido de hojas y tallos de la planta para determinar la presencia de
hongos. Se tomaron muestras de tejido vegetativo de arboles en cada uno de los ensayos
previamente mencionados. El material vegetativo se desinfestd superficialmente con
alcohol etilico 70%, hipoclorito de sodio (0.05%), por un minuto y se lavoé con agua
destilada estéril. El tejido vegetal se transfirio a medio de cultivo con agar de papa y
dextrosa (PDA) acidulado con &cido lactico al 25% y a medio selectivo de Peptona con
PCNB. Los cultivos obtenidos se incubaron en placas Petri (drea de 64 cm.) a una
temperatura de 25° C por un periodo de 21 dias.

Uno de los hongos se identificd a nivel de género mediante claves taxondémicas y
fotos tomadas en microscopio electronico, mientras otros dos aislados se enviaron a
identificar a CABI Bioscience UK. La primera muestra estuvo compuesta por una placa
Petri con hongo aislado de material vegetativo de los arboles de seis a siete meses
podados y la segunda muestra por una placa Petri con hongo aislado de material
vegetativo de arboles del vivero de la Estacion Experimental Agricola, infestados con A.
mangiferae. Se realizaron pruebas de patogenicidad para determinar si existe relacion con

los sintomas observados.
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4.1 Pruebas de patogenicidad
Se realizaron pruebas de patogenicidad con dos hongos diferentes aislados de
tejidos de arboles de mangd con sintomas de SMM. Se asperjaron seis grupos de arboles

(cinco arboles por tratamiento). Los tratamientos fueron los siguientes:

Tratamiento uno: Arboles de mango sin herida + agua destilada estéril (control)
Tratamiento dos: Arboles de mango + heridas + agua destilada estéril (control)
Tratamiento tres: Arboles de mango sin herida + Pestalotia sp.

Tratamiento cuatro: Arboles de mango + heridas + Pestalotia sp.

Tratamiento cinco: Arboles de mango sin herida + Fusarium sp.

Tratamiento seis: Arboles de mango + heridas + Fusarium sp.

Las heridas se realizaron en el area del dpice y se asperjaron con una solucidén que
contenia conidias del hongo correspondiente a una concentracién de 1 x 10° conidias /
ml de solucion. Las heridas se realizaron con un alfiler de metal (tamafio triple cero)
flameado. Se realizaron aproximadamente 25 heridas en forma de puntadas por cada
arbol.

Todos los arboles se cubrieron con bolsas de polietileno transparentes ( 33 x 76
cm.) utilizadas como cdmara himeda durante un periodo de 72 horas. Para determinar la
concentracion de conidias se lavo una placa Petri (tamafio 64 cm) en 10 ml. de agua
destilada estéril y se le afiadié una gota de “Tween 20”. Para realizar el conteo de
conidias se colocd una gota del concentrado (lavado del cultivo en agua destilada estéril)
en un hemacitometro de 0.1 mm. de profundidad (“Brigth — Line Hemacytometer”). Una

vez determinada la concentracién de conidias deseada, se colocaron en 10 tubos de



23

ensayo con dos mililitros de solucion cada uno y se asperjaron en los arboles mediante el
uso de un atomizador. El mismo procedimiento se siguidé para ambos hongos y se
tomaron observaciones durante 12 semanas. Todas las pruebas se repitieron en dos
ocasiones. Estas pruebas de patogenicidad se realizaron en el invernadero localizado en el
Edificio Pifiero del Recinto Universitario de Mayagiiez.

5. Acaros observados durante los muestreos en los ensayos de tesis y durante varias
inspecciones al vivero de la Estacion Experimental Agricola.

Durante todo el proceso de muestreo se colectaron especimenes en los ensayos de
tesis con el propdsito de identificar posibles depredadores. Los especimenes se colocaron
en alcohol 70% y se observaron bajo el microscopio electrénico y bajo un microscopio de
luz.

Ademas se realizaron varias inspecciones en el area de produccion de patrones de
mang6 de la Estacion Experimental Agricola. Se pudieron observar otros sintomas de
malformacion y se colectaron otros acaros, los cuales pudieran estar asociados con los
sintomas observados. Finalmente se aislo material vegetativo para determinar e

identificar hongos asociados a los sintomas.
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RESULTADOS
1. Pruebas para determinar presencia de fitoplasmas
Las 11 pruebas de PCR realizadas por los laboratorios de Agdia Inc. para detectar
presencia de fitoplasmas resultaron negativas, en dos ocasiones por separado.
2. Pruebas para determinar presencia de particulas virales

Las 18 pruebas de PCR para detectar presencia de particulas virales también
resultaron negativas, en dos ocasiones por separado. (Apéndice 1).

Estas pruebas de PCR permitieron descartar los grupos de fitoplasmas y virus
antes mencionados como posibles agentes causales de los sintomas observados. Sin
embargo, hay que sefialar que aun cuando todas las pruebas de PCR resultaron negativas
no podemos descartar que no hallan particulas virales en el tejido, ya que recientemente
se han identificado nuevos grupos de virus (eg. crinivirus) los cuales no se analizaron
mediante estas pruebas.

3. ldentificacién de los acaros observados en los arboles de mango.
3.1 Identificacién de acaros observados en hojas deformes.

Los acaros observados en las hojas de los arboles de mang6 se identificaron como
Polyphagotarsonemus latus (Banks), (Acarina; Tarsonemidae). Estos 4caros se
encontraban en el haz y en el envés de las hojas jovenes de mang6 (hojas de coloracion

rojiza). En las figuras 3 y 4 se observan las diferentes etapas del ciclo de vida de P. latus.



Figura 3. Etapas del ciclo de vida de Polyphagotarsonemus latus. a) huevo,
b) ninfa.
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Figura 4. Adulto de Polyphagotarsonemus latus. a) hembra, b) macho.
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3.2 Identificacion de acaros observados en yemas axilares y peciolos de las hojas de
los arboles de mango.

Otro acaro identificado posteriormente lo fue Neocalacarus mangiferae
(Channabasavanna), (Acarina; Eriophyidae). Los acaros N. mangiferae se observaron en
los peciolos de las hojas y en las yemas axilares de los arboles de mango. Estos se
identificaron por el Dr. Ronald Ochoa de USDA/ARS. Este es el primer reporte de ésta
especie de acaro en el Caribe, (Apéndice 2). Los resultados de la identificacion realizada
a través del USDA se corrobord por: “Invertebrate Diagnostician Central Science
Laboratory” en Londres, UK. (Apéndice 3). El acaro N. mangiferae se describié por
primera vez en la India en el afio 1966, luego se reportd en Brazil en el 2000, en Australia
en el 2002 y se encontré en Puerto Rico en el 2003. De acuerdo a la revision de
literatura, es muy poco lo que se conoce sobre la biologia de este acaro. En el caso
particular de ésta investigacion no se estudio el ciclo de vida de N. mangiferae.

En las figuras 5 y 6 podemos observar al adulto de N. mangiferae y algunas de sus
caracteristicas morfologicas. Entre sus caracteristicas peculiares se puede mencionar las
bandas de cera en forma longitudinal en la parte dorsal del cuerpo y el patrén de lineas en

la parte superior de la concha prodorsal; caracteristicas utilizadas para su identificacion.



28

Figura 5. Parte dorsal del adulto de Neocalacarus mangiferae.
a) concha prodorsal (cp), b) cinco bandas longitudinales de cera (blc) en la parte dorsal
del cuerpo.
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Figura 6. Neocalacarus mangiferae. a) adulto, b) esfcturas de la pata: se observa el
empodium (em) el cual tiene 6 radios a cada lado, el tarso (t), la ufa (u) y las setas (s) de
la pata I.
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3.3 Polyphagotarsonemus latus como posible agente causal.
3.3.1 Arboles de seis a siete meses de germinados, inoculados con P. latus (ensayo
uno).

En el ensayo uno, realizado con arboles de seis a siete meses de germinados (sin
podar) las poblaciones de P. latus no se pudieron establecer como se esperaba. Luego de
diez semanas de muestreo no se observaron dafios asociados con la presencia del &caro.
Las poblaciones de 4caros disminuyeron semana tras semana hasta desaparecer por
completo (ver Apéndice 4). El promedio de 4caros por arbol en el ensayo uno fue de: 2.8,
0.7, 1.7, 0.9, 0.3 y 0.2 durante las primeras seis semanas respectivamente. Luego de la
sexta semana las poblaciones desaparecieron.

3.3.2 Arboles de seis a siete meses de germinados, podados e inoculados con P. latus
(ensayo dos).

En el ensayo dos se podaron 48 arboles debido a que éstos tenian una altura que
excedia la altura de los arboles utilizados en el primer ensayo. Las poblaciones de P.
latus no se pudieron establecer como se esperaba, por lo que tampoco se observaron
dafios fisioldgicos o alguna malformacion vegetativa asociada con los dcaros. En el
apéndice 5 se muestran las poblaciones de P. latus en el segundo ensayo. El promedio
de acaros por arbol en el ensayo dos fue de: 1.9, 2.1, 0.8, 1.7, 0.7, 0.9, 0.1 y 0.2 durante
las primeras ocho semanas respectivamente. Al igual que en el ensayo anterior las
poblaciones de acaros disminuyeron hasta que desaparecer por completo al finalizar el

muestreo (Fig. 7).
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Figura 7. Promedio de Polyphagotarsonemus latus por arbol durante los muestreos en
los ensayos uno y dos.
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En el primer ensayo realizado con P. latus el promedio fluctué entre 7.8 acaros
para el tratamiento dos (poblacion inicial de 5 4caros por arbol) y 4.6 &caros para el
tratamiento cuatro (poblacion inicial de 20 acaros) (Cuadro 1). En el segundo ensayo el
promedio fluctudé entre 6.6 y 13.3 4caros para los tratamientos dos al cuatro. En los

arboles de los tratamientos uno (controles) no se detectaron acaros.

Estos resultados concuerdan con la informacion brindada por Childers et al.,
(2003), al mencionar que el acaro P. latus solo puede alimentarse de tejido joven y tierno
y no de tejido fisiologicamente maduro como es el caso del tejido de arboles de seis a
siete meses. Las poblaciones solo se pudieron establecer en arboles con nuevos brotes,
pero una vez las hojas de éstos nuevos brotes desarrollaron por completo alcanzando

madurez fisiologica, las poblaciones disminuyeron.
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Cuadro 1. Promedio de acaros Polyphagotarsonemus latus por arbol en los tratamientos
de los ensayos uno y dos.

Tratamientos Promedio
Ensayo uno Ensayo dos
T1(0 acaros) 0.0 0.0
T2(5 acaros) 7.8 6.6
T3(10 acaros) 7.0 4.8
T4(20 acaros) 4.6 13.3
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3.3.3 Arboles de seis semanas de germinados, inoculados con P. latus (ensayo tres).

En ésta ocasion se utilizaron arboles de tan solo seis semanas de germinados.
Luego de ocho semanas de muestreo se observa que de un total de 48 arboles, 34
estuvieron infestados con acaros, lo que equivale a 70.8% de arboles infestados. De los
34 arboles infestados 18 presentaron hojas deformes, diez presentaron defoliacion en un
50% o mas, y cuatro desarrollaron brotes laterales, para un porcentaje de dafio de 52.9,
29.4 y 11.8, respectivamente.

No hubo un patrén de crecimiento poblacional definido al comparar un
tratamiento con otro. Este comportamiento pudo haber estado influenciado por el
crecimiento de los arboles. El crecimiento de los arboles no es continuo, lo que pudo
haber causado que las poblaciones fluctuaran dependiendo del desarrollo de los nuevos
brotes. También podemos observar que en el T1 (control) se infestd6 uno de los arboles
alcanzando poblaciones altas entre la quinta y la séptima semana (Fig. 8). Se
contabilizaron un total de 1732 4caros en los cuatro tratamientos (Fig. 9).

Se encontr6 que no hubo diferencia significativa entre los tratamientos con
poblacion inicial de 5 acaros/arbol (T2), 10 &caros/arbol (T3) y 20 acaros/arbol (T4).

Hubo diferencia significativa con respecto al control (T1) y los tratamientos T2, T3 y T4

(Fig. 9).
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Figura 8. Dinamica poblacional de Polyphagotarsonemus latus en los tratamientos,
durante ocho semanas de muestreos, en arboles de seis semanas de germinados.
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Figura 9. Total de acaros de la especie Polyphagotarsonemus latus por tratamientos en
arboles de seis semanas de edad durante ocho semanas de muestreos (ensayo tres).
T1( 5 acaros/arbol), T2 (10 acaros/arbol), T3 (20 acaros/arbol), T4 (0 acaros /arbol).
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El promedio semanal de 4caros para cada tratamiento durante las ocho semanas de
muestreo fue de 24.8, 63.6, 61.9 y 66.3 para los tratamientos T1, T2, T3 y T4
respectivamente. Estos resultados indican que los dafios causados por las poblaciones de
P. latus no responden necesariamente a una cantidad inicial de acaros y si a la etapa
fisiologica en que se encuentren los arboles.

Se tomaron muestras de material vegetativo para detectar la presencia de hongos,
pero no se aislaron hongos asociados con los sintomas observados. Debido a que no se
encontraron particulas virales, fitoplasmas y hongos en los arboles con hojas deformes y
con defoliacion podemos establecer que los sintomas estan directamente relacionados
con la presencia del acaro P. latus en los arboles. En el apéndice 6 podemos observar los
conteos poblacionales de acaros P. latus para cada arbol de los diferentes tratamientos
durante todo el muestreo en el ensayo tres.

3.34 Arboles de dos semanas de germinados, inoculados con P. latus (ensayo
cuatro).

Se utilizaron arboles de solo dos semanas de germinados aproximadamente. De
un total de 48 arboles de dos semanas de edad, se inocularon 36 y se infest6 uno de los
controles). De los 37 arboles infestados (77.1% de arboles infestados), 23 presentaron
hojas deformes, 13 presentaron defoliacion en un 50% o mas y cinco desarrollaron brotes
laterales para un porcentaje de dafio de 62.2, 35.1 y 13.5, respectivamente. En los arboles
del tratamiento T1 (control), se infesto uno de los arboles con P. latus y se observaron
hojas deformes en el mismo.

Al igual que en el ensayo anterior observamos que tampoco hubo un aumento

poblacional definido entre los diferentes tratamientos (Fig. 10). Se contabilizaron un total
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de 1555 4caros en los cuatro tratamientos (Fig. 11). También podemos observar que, al
igual que en el ensayo anterior, tampoco hubo diferencia significativa entre los
tratamientos T2 (5 4caros/arbol), T3 (10 acaros/arbol) y T4 (20 acaros/arbol) y si entre
los tratamientos T2, T3, T4 y el control (T1). El promedio semanal de &caros para cada
tratamiento fue de 16.8, 62.5, 53.8 y 61.4 para los tratamientos T1, T2, T3 y T4,

respectivamente (Ver Apéndice 7).
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Figura 10. Dinamica poblacional de Polyphagotarsonemus latus por tratamientos
durante los muestreos en arboles de dos semanas de edad ( ensayo cuatro).
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Figura 11. Total de acaros Polyphagotarsonemus latus por tratamientos durante las ocho
semanas de muestreos en los arboles de dos semanas de edad (cuarto ensayo).
T1( 5 acaros/arbol), T2 (10 acaros/arbol), T3 (20 acaros/arbol), T4 (0 acaros /arbol).
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En el ensayo tres y en el ensayo cuatro los arboles estuvieron infestados con
acaros por aproximadamente ocho semanas,tiempo suficiente para que los arboles fuesen
afectados por varias generaciones de 4caros. Se observo un porcentaje de hojas deformes,
defoliacion y desarrollo de brotes laterales mayor de 50, 25, y 10% respectivamente en
ambos ensayos (ver Cuadro 2). En el ensayo tres se observd un promedio minimo de
44.8, 77.3 y 119.3 acaros para causar deformacion en las hojas, defoliacion y desarrollo
de brotes laterales respectivamente. En el ensayo cuatro se observo un promedio minimo
de 30.0, 76.5 y 88.5 4caros para causar deformacion en las hojas, defoliacion y desarrollo
de brotes laterales, respectivamente (ver Cuadro 3).

De acuerdo a los resultados de los ensayos realizados con P. latus, los dafios estan
relacionados con poblaciones altas de acaros. Las poblaciones estan relacionadas con la

etapa fisiologica de los arboles (ver Cuadro 4).
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Cuadro 2. Porcentaje del dafio, causados por Polyphagotarsonemus latus en los arboles

de seis y dos semanas de germinados.

Sintomas Arboles de seis semanas de
Observados germinados (ensayo 3)

Arboles de dos semanas de
germinados (ensayo 4)

Arboles con Sintomas

% de dafio Arboles con Sintomas % de dafioq
Hojas deformes 18 52.9 23 62.2
Defoliacion 10 29.4 13 35.1
Brotes laterales 4 11.8 5 13.5

'El % de dafio est4 basado en la cantidad de arboles infestados por ensayo. En el ensayo 3
se infestaron 34 arboles. En el ensayo 4 se infestaron 37 arboles.
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Cuadro 3. Dafios observados en los ensayos nlimero tres y nimero cuatro en relacion a la
cantidad minima de acaros contabilizados en cada arbol en los diferentes tratamientos.

Sintomas
Ensayo 3
Hojas Defoliacién Brotes
Deformes ) Laterales

Acaros Acaros Acaros
T1(0 acaros) 69 69 129
T2(5 acaros) 41 80 118
T3(10 acaros) 52 81 108
T4(20 4caros) 17 79 122
Promedio 44.8 77.3 119.3

Sintomas
Ensayo 4
Hojas Defoliacion Brotes
Deformes Laterales

Acaros Acaros Acaros
T1(0 acaros) 36 98 98
T2(5 acaros) 27 101 101
T3(10 acaros) 26 53 81
T4(20 4caros) 31 54 74
Promedio 30.0 76.5 88.5
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Cuadro 4. Promedio de Polyphagotarsonemus latus por tratamientos en los cuatro

ensayos realizados.

Tratamientos Promedio
Ensayo uno Ensayo dos Ensayo tres Ensayo cuatro
T1(0 acaros) 0.0 0.0 24.8 16.8
T2(5 acaros) 7.8 6.6 63.6 62.5
T3(10 acaros) 7.0 4.8 61.9 53.8
T4(20 acaros) 4.6 13.3 66.3 61.4

Ensayo uno: arboles de seis a siete meses de edad, sin podar.
Ensayo dos: arboles de seis a siete meses de edad, podados.
Ensayo tres: arboles de seis semanas de germinados.

Ensayo cuatro: arboles de dos semanas de germinados.
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Estas deformaciones pueden deberse a toxinas inyectadas por los acaros durante
el proceso de alimentacion, segun menciona Childers et al., (2003), lo que eventualmente
causa defoliacion, . De acuerdo a las observaciones realizadas durante esta investigacion,
si la infestacion persiste luego de la defoliacion, los dcaros se alimentan de hojas que aun
no han comenzado a desarrollarse, o del area del 4pice. El hospedero pudiera estar
desarrollando brotes laterales en respuesta a que no se pueden desarrollar hojas nuevas.

Los dafios causados por P. latus en los ensayos realizados tanto en arboles de seis
semanas de edad (ensayo tres) como en los arboles de dos semanas de edad (ensayo
cuatro) fueron hojas deformes, defoliacion y desarrollo de brotes laterales (Figs. 12 y 13).
Ademas de los dafos observados no se aislaron hongos de los tejidos de los arboles
infestados con 4caros en ninguno de éstos ensayos, lo que indica que los sintomas
observados en los arboles de dos y seis semanas de germinados estan directamente

relacionados con P. latus.
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Figura 12. Dafio causado por Polyphagotarsonemus latus en arboles de dos y seis
semanas de edad. a y b) dafio en las hojas, c) arbol con hojas severamente deformes y d)
defoliacion parcial del arbol.
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Figura 13. Otros dafios causado por Polyphagotarsonemus latus en arboles de dos y seis
semanas de edad. a) defoliacion de 50% del arbol y b) desarrollo de brotes laterales.
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Estos dafios observados en los ensayos realizados con P. latus no son iguales a los
danos descritos y asociados con el SMM. Los dafios asociados a P. latus envuelven
deformacion foliar y defoliacion, mientras que los dafios asociados al SMM envuelven la
presencia de hongos y desarrollo de yemas axilares. Ademas, entre los sintomas del
SMM no se menciona la deformacion de hojas. Los resultados presentan sintomas
diferentes a los que se describen en el caso de malformacion vegetativa del mangd. Los
diferentes sintomas observados a través de diferentes estudios es una de las causas que
dificulta la identificacion de los agentes causales del sindrome de malformacion. En las
Figs. 14 y 15 podemos observar una comparacion de diferentes fotos con diferentes

sintomas o dafios tipicos de malformacion.



Figura 14. Sintomas asociados al sindrome de malformacion del mango
durante ésta investigacion. a) hojas deformes, b) defoliacion.
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Figura 15. Comparacion de diferentes sintomas asociados con el sindrome de
malformacion del mang6 en varios paises. a) inflorescencia de mang6 normal, b)
inflorescencia de mang6 con sintomas tipicos de malformacion en Israel, (fotos
por Stanley Freeman), ¢ y d) arboles con malformacion vegetativa en Juana Diaz,
P. R., e) arboles con malformacion vegetativa en Venezuela, (foto por Doreste S.
E.).
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3.4 Ensayos realizados con Neocalacarus mangiferae.
3.4.1 Acaros Neocalacarus mangiferae en arboles de seis a siete meses podados
(ensayo cinco).

Luego de diez semanas de muestreos en los arboles infestados originalmente con
P. latus (arboles de seis a siete meses podados) y una vez desaparecieron sus poblaciones,
se encontré6 un nuevo acaro identificado como N. mangiferae. Se realizaron muestreos
en los mismos 48 arboles durante un periodo de 12 semanas. Los muestreos se realizaron
en el area de los nudos. Las poblaciones promedio de N. mangiferae durante el muestreo
fluctuaron entre 1.3 y 12.4 4caros por arbol (Fig. 16). En los arboles infestados con N.
mangiferae se observo lo siguiente: (1) no hubo deformacion de las hojas, (2) no se
observd defoliacion de los arboles, (3) se observo muerte descendente de los apices, (4)
desarrollo frecuente de brotes laterales. De los 35 arboles infestados, 15 desarrollaron
brotes laterales, lo que representa un 42.9% de arboles con brotes laterales. Hubo un

promedio de 57.5 &caros por arbol durante el muestreo.
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Figura 16. Dinamica poblacional de Neocalacarus mangiferae en arboles podados de

seis a siete meses de germinados (ensayo cinco). Promedio de &caros por arbol durante 12

semanas en arboles podados.
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3.4.2 Acaros N. mangiferae en arboles de seis a siete meses de edad, sin podar
(ensayo seis).

A partir de la quinta semana después que comienzan los muestreos en el
ensayo cinco (arboles podados) se observan los acaros de la especie N. mangiferae en los
arboles sin podar, siendo €stos los mismos arboles que se utilizaron durante el ensayo
uno. De los 48 arboles, se asperjaron 12 (control) con Difocol y con Kelthane, y se utiliz6
uno para extraer acaros para identificacion, los 35 arboles restantes se mantuvieron
infestados con los acaros.

Debido a que no se observaron dafios asociados con MV en los arboles
durante los muestreos el conteo se extendid durante 12 semanas adicionales. Luego de
seis meses de muestreos del acaro de la especie N. mangiferae, no se observo desarrollo
de brotes laterales ni muerte descendente de los 4pices en ninguno de los arboles; como
se observd en el ensayo con los arboles podados. En la dindmica poblacional de N.
mangiferae durante los muestreos, se observd un promedio de 66.2 acaros por arbol
durante las primeras 12 semanas y 97.7 durante todos los muestreos (24 semanas) (Fig.

17).
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Figura 17. Dinamica poblacional de Neocalacarus mangiferae en arboles sin podar de
seis a siete meses de germinados. Promedio de acaros por arbol durante 24 semanas.
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4. Aislamiento e identificacién de hongos asociados con la sintomatologia.

En los ensayos realizados con P. latus en arboles de mang6 de seis a siete meses
podados y sin podar (ensayo uno y dos) y en arboles de dos y seis semanas de
germinados (ensayos tres y cuatro) se analizaron muestras de tejido vegetativo y no se
identificaron hongos asociados con los sintomas observados.

En los ensayos realizados con N. mangiferae se tomaron muestras de los apices
que presentaban muerte descendiente (arboles podados) y de los apices que no mostraban
dafio aparente (4rboles sin podar). Se aislaron dos hongos asociados al tejido infectado
de los arboles podados: Pestalotia sp. y Fusarium lateritium Ness: Gibberella baccata
(Wallr.) Sacc (ver apéndice 8). En el ensayo realizado con arboles sin podar (ensayo
seis) no se aislaron hongos del tejido de éstos. En la figura 18 se pueden observar
acérvulos y conidias de Pestalotia sp. y conidias de Fusarium lateritium aislados de
arboles de seis a siete meses podados (quinto ensayo). La presencia de estos hongos en el
tejido malformado nos indica una posible relacion de estos hongos con los sintomas

observados.
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Figuras 18. Hongos aislados de tejido vegetativo de arboles podados e infestados

con Neocalacarus mangiferae. a) acérvulos del hongo Pestalotia sp. sobre una hoja de
clavel, b) micelio con conidias de Pestalotia sp., c) conidias del hongo Fusarium
lateritium sobre un montaje en laminilla, d) crecimiento de Fusarium lateritium en medio
de cultivo Peptona PCNB.
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Se observaron diferentes etapas de dafio en los arboles infestados con el acaro de
la especie N. mangiferae y con el hongo F. lateritium o Pestalotia sp. La cantidad de
brotes laterales fluctuo6 entre dos y ocho brotes por arbol (Fig. 19).

Basado en los resultados del ensayo de los arboles sin podar, podemos observar
que en los arboles que se encontraba el acaro N. mangiferae y de los cuales no se aislaron
hongos, tampoco se observaron sintomas de malformacion, lo que indica que el acaro en
ausencia del hongo no produce dafio aparente a los arboles. La evidencia indica que los
sintomas de malformacion podrian causarse por la presencia de un hongo. Segun el Dr.
P. F. Cannon, quien identificd las muestras, el hongo F. lateritium se ha asociado con
cancros o sintomas de muerte descendente, especialmente en hospederos bajo estrés. El
hongo puede estar invadiendo los tejidos vegetativos mediante heridas causadas durante
el proceso de poda, aunque no se descarta que las heridas causadas por los 4caros puedan
también ayudar o acelerar el proceso de infestacion, ademas de que los acaros pueden
estar actuando como agentes diseminadores de patogenos.

Estos resultados guardan relacion con los articulos publicados por Navia &
Flechtman, (2000), y por Knihinicki & Boczek, (2002). Ambos articulos mencionaron
que no se han reportado dafios fisiologicos asociados con N. mangiferae. La presencia de
F. lateritium en arboles de seis a siete meses podados, puede estar causando los sintomas
tipicos de malformacion ya que el hongo Fusarium secreta gran cantidad de micotoxinas

en la parte de la planta infectada, (Ghosal et al., 1979).
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Figuras 19. Dafios observados en arboles podados e infectados con Fusarium lateritium
y Neocalacarus mangiferae. a) desarrollo de brotes laterales, b) area necrotica en el
apice, ¢) muerte descendente del apice.
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Trabajos previos realizados por: Rondon et al., (1984), Pernexny y Ploetz (1988),
Freeman, et. al., (1999), Britz, et al., (2002) atribuyeron la causa de la malformacion al
efecto causado por Fusarium spp. y no a la presencia de los acaros. Sin embargo todos
atribuyeron el sindrome de malformacion a diferentes especies de Fusarium: F.
decemcellulare, F. subglutinans (F. mangiferae), F. sterilihyphosum y una nueva especie
no descrita que se ha aislado unicamente del tejido deforme de mangé en el sur de Africa.
Esta falta de evidencia con relacion a la especie del hongo permite que todavia exista
incertidumbre con relacion al agente causal de la malformacion. En cuanto a Pestalotia

sp., ninguno de los arboles inoculados presentd algin tipo de sintoma asociado al SMM.

4.1 Pruebas de patogenicidad

Una vez aislados los hongos asociados con la malformacion del mango se
realizaron diferentes pruebas para determinar la posible relacion de éstos con los
sintomas observados. En la prueba donde se asperjaron arboles, con y sin heridas
mecanicas, con agua destilada estéril (tratamiento control) no se observaron cambios
fisiologicos relacionados con los sintomas. En la prueba donde se utilizaron arboles con y
sin herida, asperjados con Pestalotia sp., tampoco se observaron sintomas relacionados
con la malformacion. En los arboles sin heridas mecanicas inoculados con F. lateritium
no se observaron cambios asociados con malformacién. Sin embargo, en los arboles con
heridas, que se inocularon con F. lateritium, se observaron pequefios brotes laterales.
Luego de tres meses de observacion los brotes laterales se desarrollaron incompletamente.

(Fig. 20).
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Figura 20. Desarrollo de brotes laterales en arboles con heridas mecanicas inoculados
con Fusarium lateritium. a) brote en yema axilar, b) brote en la base del tallo.
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A pesar de que los brotes no se desarrollaron por completo en los arboles con
heridas mecanicas, asperjados con F. lateritium, se observaron areas necrdticas en los
apices de éstos arboles. Se colocaron varios arboles bajo un estereoscopio para observar
¢stas areas necrdticas. Se observo el desarrollo de pequefios cancros (ver seccion 5.). Se
observaron cancros en diferentes arboles con heridas mecénicas asperjados con F.
lateritium (Fig. 21). Se aislo material vegetativo de los arboles con cancros y se reaislo el

hongo de la especie F. lateritium, inoculado anteriormente.

De acuerdo a éstas observaciones, F. lateritium es patogeno a los arboles de
mangoé y necesita algun tipo de heridas para penetrar el tejido ya sean heridas mecénicas
o heridas causadas por acaros. Aunque no se observo desarrollos de brotes laterales con
la misma intensidad que en los arboles utilizados en los diferentes ensayos, se observaron
cancros. El hongo de la especie F. lateritium causa ambos sintomas: cancros y muerte
descendente de los apices. Es posible que no se haya observado muerte descendente
debido a que el tejido vegetativo de los arboles utilizados durante las pruebas de
patogenicidad era fisiolégicamente mas maduro que el tejido vegetativo de los arboles
podados. Durante los ensayos se observé muerte descendente en los brotes nuevos de los

arboles podados y no asi en los arboles no podados y fisiolégicamente mas maduros.
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Figura 21. Cancros observados en arboles utilizados durante las pruebas de
patogenicidad. a), b) y c) arboles con heridas mecanicas inoculados con Fusarium
lateritium, d) arboles con heridas mecanicas asperjados con agua destilada estéril,
(control).
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5. Acaros y otros sintomas observados durante los muestreos en los ensayos de tesis

y durante varias inspecciones al vivero de la Estacion Experimental Agricola.

En el ensayo realizado con N. mangiferae en arboles de seis a siete meses sin
podar (ensayo seis), aunque no se observaron sintomas asociados con el sindrome de
malformacion, aproximadamente el 10% de los arboles mostraban cancros en la parte
media y en la parte baja de los tallos y en los peciolos de las hojas. (Fig. 22).

En los ensayos de tesis se observaron otros acaros durante el tiempo de muestreo,
entre los cuales se encuentran: 1) Tetranychus sp. (Acarina: Tetranychidae), 2) acaros de
la familia Bdellidae (no se identifico la especie), 3) Tegonotus mangiferae (Acarina:
Eriophyidae), 4) Cheyletus ornatus (Acarina: Cheyletidae). Todos estos acaros se
observaron esporadicamente. No se realizaron estudios para determinar el efecto de éstos
en los arboles debido a que las poblaciones eran muy bajas, aunque no se descarta que

algunos de ellos actuen como posibles depredadores, (Fig 23).



Figura 22. Sintomas observados en arboles, sin podar, de seis a siete meses de
edad. a), b) y ¢) cancros en area de los tallos, d) y €) cancros en area de los
peciolos de las hojas en arboles sin podar.
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Figura 23. Especies acaros observados durante la investigacion.
a) Tetranychus sp, b) acaro de la familia Bdellidae, ¢) Cheyletus ornatos.
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En la etapa final de esta investigacion, en el area del vivero de la Estacion
Experimental Agricola en Juana Diaz se observaron acaros de la especie A. mangiferae
(Eriophyidae) en arboles con brotes laterales. Se encontraba bien protegido entre las
hojas inmaduras o en proceso de desarrollo; lo que concuerda con la informacion
publicada por Dorestes, (1984), donde éste sefala que la malformacion de las
inflorescencias y el superbrotamiento de las yemas es un problema relacionado con el
acaro E. mangiferae. Este 4caro vive bien protegido dentro de las yemas terminales y
preferentemente dentro de las hojas jovenes en formacion mas internas. Su alimentacion
ocasiona la muerte del tejido joven y no permite que las yemas se desarrollen
normalmente, por esta razdn, las ramitas terminales van quedando desnudas y sin hojas.

Se aislo material vegetativo del area de los apices de éstos arboles para determinar
la presencia de hongos asociados a éstos nuevos sintomas en los arboles del vivero. Se
aislo un hongo el cual se envio a identificar en conjunto con las muestras anteriores. El
hongo aislado en éstos arboles del vivero fue identificado como Fusarium equiseti
(Corda) Sacc.: Giberella intricans Wollenw. Segtin Dr. P. F. Cannon (quien identifico la
muestra). El hongo F. equiseti usualmente no es un patogeno agresivo, pero puede causar
pudriciones o formar parte de enfermedades en conjunto con otros organismos.

Sin embargo, los sintomas observados son muy similares a los observados por
primera vez en el vivero de la Estacion Experimental Agricola en Juana Diaz durante el
verano de 2003. Las figuras 24 y 25 nos muestran varias caracteristicas morfologicas de
A. mangiferae, asi como dafios en los arboles. Estos dafios podrian estar directamente
relacionados con la presencia del 4caro en los tejidos, especificamente si se relacionan a

la posibilidad de que éste proporcione portal de infeccion a Fusarium equiseti.
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En el area de produccion de patrones para injertos de la estacion experimental en
Juana Diaz, no se realizaron ensayos para determinar la dinamica poblacional de A.
mangiferae. Tampoco se determind la relacion entre los acaros, F. equiseti y los sintomas

observados.
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Figura 24. Aceria mangiferae en arboles de mango en el vivero de la Estacion
Experimental Agricola en Juana Diaz. a) concha prodorsal (cp) y las setas (s) orientadas
hacia atrds, b) parte ventral y la concha genital (cg) caracteristica de esta especie.



Figura 25. Sintomas observados en arboles de mangd
infestados con Aceria mangiferae.
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CONCLUSIONES

Al comparar los ensayos realizados con el acaro P. latus con los ensayos realizados
con el acaro N. mangiferae podemos observar dos tipos diferentes de malformacion
vegetativa y diferentes agentes causales asociados con la sintomatologia. Una
malformacion estd directamente relacionada con P. latus y causa malformacion foliar,
defoliacion y desarrollo de brotes laterales. Las poblaciones de 4caros se mantuvieron
durante mas tiempo en los arboles de dos a seis semanas y no asi en los de seis a siete
meses de edad. Los resultados concuerdan con Childers et al., (2003), ya que mencionan

que P. latus solo puede alimentarse de tejido joven y tierno.

La segunda malformacion estd directamente relacionada con hongos o con la
combinacion de hongos y dacaros. Los sintomas relacionados con ésta segunda
malformacion son: desarrollo de brotes laterales y muerte descendente de los apices. De
acuerdo a los resultados de las pruebas de patogenicidad el hongo de la especie F.
lateritium esta directamente relacionado con los sintomas de malformacion. Aunque no

se han reportado dafios asociados con N. mangiferae, éstos pueden actuar como agentes
diseminadores de F. lateritium. Segtin Chakrabarti, D.K., et al., (1997), las conidias del
hongo permanecen adheridas en la superficie de los dcaros. Estos mismos autores

mencionaron que se colocaron dcaros sobre un medio artificial de PDA donde se observo

la trayectoria de las colonias del hongo a través del paso de los 4caros.

Para determinar con mayor certeza el efecto de F. lateritium en arboles con SSM

hay que evaluar la funciéon y el efecto de una sustancia producida por los arboles de
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mangod, conocida como mangiferina (1,3,6,7-tetrahydroxyxanthone C2-B-D glucoside).
La mangiferina es una sustancia anti-Fusarium que bloquea los vasos del xilema,
dificultando el movimiento de patdégenos. La mangiferina es producida en cantidades
muy bajas en tejidos sanos, pero aumenta significativamente en tejido con SMM. El
hongo en respuesta a la interaccion con mangiferina pierde su habilidad de producir &cido
fusarico. Esto le causa pérdida en la habilidad de esporular en los vasos del xilema del
mango, (Chakrabarti,D.K. y S. Ghosal, 1989). Se requiere una cantidad balanceada de
mangiferina y de las poblaciones de Fusarium sp. para que se puedan manifestar los

sintomas, (Chakrabarti, D.K. y R. Kumar, 1998). De acuerdo a Chakrabarti, D.K., et al.,

(1997), el aumento en produccion de mangiferina reduce las poblaciones de 4caros y de

Fusarium sp.

Como se menciona en la metodologia, los arboles estuvieron separados a 0.33m de
distancia aproximadamente unos de otros. Esta separacion dificulta el movimiento de los
acaros entre los arboles. En el caso particular del vivero de la estacion experimental los
arboles se encuentran muy cerca unos de otros, situacion que favorece el movimiento de
los acaros a las areas mas tiernas y jévenes, causando un mayor porcentaje de dafio.

Los sintomas de moteado observados inicialmente se observaron solo en los arboles
de mango que estuvieron infestados con P. latus. Luego de realizarles pruebas de PCR a
las hojas con moteado, pruebas que resultaron negativas para la presencia de fitoplasmas
y particulas virales, no se pudo relacionar éste sintoma con algin agente causal. El

sintoma de moteado en las hojas queda sin resolverse luego de realizar esta investigacion.
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RECOMENDACIONES

Una vez realizada esta investigacion, aun quedan ciertas interrogantes por
contestar. Siendo ésta la primera vez que se reportan los acaros P. latus y N. mangiferae
en arboles de mang6d en P.R., se desconoce su ciclo de vida bajo las condiciones
climatologicas de la isla. El conocimiento sobre la biologia de éstos dcaros es muy
importante ya que nos ayuda a conocer mejor las diferentes etapas del ciclo de vida, lo
que a su vez nos permite tomar mejores decisiones al momento de aplicar diferentes
medidas de control. Entre las diferentes medidas de control se encuentra el control
biologico. Basados en las diferentes especies observadas en los arboles durante esta
investigacion, se pueden realizar trabajos futuros dirigidos a evaluar su efecto y
capacidad como posibles depredadores.

En las diferentes inspecciones realizadas en el area del vivero de la Estacion
Experimental Agricola en Juana Diaz se detectdé la presencia A. mangiferae. En los
arboles donde se detecto el acaro se observaron sintomas tipicos de malformacion. Estas
observaciones en el area del vivero pueden dar paso a nuevas investigaciones para
evaluar el efecto y la relacion de A. mangiferae y F. equiseti con los sintomas
observados.

Por otro lado, luego de realizar varias pruebas para detectar particulas virales y
fitoplasmas, no se pudo esclarecer el agente causal del moteado en las hojas. La
realizacion de diferentes técnicas de estudio bajo un microscopio electronico de
transmision pudieran ayudar a detectar particulas o sustancias asociadas con el moteado

en las hojas de mango.
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Diferentes estudios han reportado varias especies de Fusarium como las causantes
del SMM. La realizacion de estudios, en los cuales se lleven a cabo pruebas con las
especies de Fusarium reportadas como posibles causales de la malformacion, ayudarian a
esclarecer la etiologia de la malformacion del tejido vegetativo del mango.

Finalmente, se pueden dirigir estudios enfocados a determinar los niveles de
mangiferina y su efecto en arboles de mangd con sintomas de malformacion.
Investigaciones como ésta son de suma importancia ya que existe una gran variedad de
estudios que relacionan los sintomas de malformacion con los niveles de mangiferina en
la planta. Incluso, autores como Chakrabarti,D.K. y S. Ghosal, (1989), Chakrabarti, D.K.
y R. Kumar, (1998), mencionaron que la aplicacion de mangiferina en forma de quelatos

(mangiferin Zn*" and mangiferin Cu®"), es un método efectivo en el control del SMM.
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Apendice 1. Resultado de pruebas para grupos de virus realizadas por Agdia Inc.,

Indiana, Estados Unidos.

Q agdia

Agdia Incnrporated - 30380 County Road G Elkharr Indiana 46514 USA
1-800-622-4342 = 574-264-2014 = FAX 574.264-2153 » http:/ www.agdia.com

11-jun-04

Nisael Mieves

P.O. Box 1797
Moca, PR 00676
PUERTO RICO

AGDIA TESTING SERVICES REPORT Activity: 2004051815
Sample(s) received: 18-May-04 ReportNum: 1
One sample was tested for the presence of the following:

CA MO(PCR)
Closn CLOSTERO (PCRY
Comovirus Group COMO (PCR)
‘Curtovirus Group. CURTG(PCRY

Dianthovirus Croup DIANTHO (PCR)

:Fabavirus Group: TTTABACICR).

| Ilanrlrus Group : ILAR {PCR)
i Grenif = Hpe

The mango leaf sample tested negative for the following virus groups by PCR.

Begomovirus Group
Bromovirus Group
Carlavirus Group
Carmovirus Group
Closterovirus Group
Comovirus Group
Curtovirus Group
Dianthovirus Group
Fabavirus Group
Harvirus Group
Luteovirus Group
Nepovirus Group
Potexvirus Group
Potyvirus Group
Tobamaovirus Group
Tombusvirus Group
Tospovirus Group
Trichovirus Group

The mango leaf sample tested negative for the presence of known Phytoplasmas. A positive result
in the Phytoplasma Nested PCR Test could not be confirmed by Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) analysis.

Thank you for using Agdia Testing Services. Please contact us by phone: (574)264-2014 or by fax:
(574)264-2153 if you have any questions or comments,

Sincerely,
;"’-I d 7
. g».fc-.f;/r,z_.,q__.

hn Rascoe
Testing Services



Apéndice 1. continuacion. Resultados de las pruebas de grupos de virus
y fitoplasmas por segunda ocasién.
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Apéndice 2.
Identificacion de &caros por USDA

Alex Segarra (Pl)

From: Leyinska wiscovitch@aphis.usda.gov

Sent: Wednesday, October 20, 2004 9:05 AM

To: asegarra@uprm.edu; j[chn@uprm.ecu

Subject: Re: Meocalacarus mangiferae {Acari: Eriophyidae) Mew to Puerto Rico
Attachments: pic10568._gif.: Neocalacarus.jpg

plcl0568.gif (& KB) Meccalacarus.jpg
(110 KB)

Sood afterncon!
Ams requested, thessa are the ID results for the Acari you send uns for identification.
Pleasa, contact Lionel if yvou need additional informatiomn.

I xnow he will gladly assist you in any way possible.

Alsc, in the last e-mail (see below), yvou will find a telephone number for the specialist
whe identify the pest, Dr. Ochea. Feel frea to call him for additional details.

Let us know how we can bse of assistance.

Levinska

(Embedded image moved to file: picloSeE.gif)
————— Forwarded by Leyinska Wiscovitch/PR/APHIS/USDA on 10/19/2004 04:03 PM

Lionel Pagan

To: Leyinska Wiscovitch/PR/AFPHIS/USDAEUSDA,
Norma Rosario/PR/APHIS/USDARITSDE
10/15/2004 oo
12:20 PM Subject: Re: Fwd: Neocalacarus mangiferae
tAcari: Eriophyidasl New to FPuertoe Rico

Dr. Ronald Ochoa wants me to send all field information and observations regarding this
new find in Puerto Rico. Please let me know.

Lionel Pagan - PPQ Entomcologist
USDA-APHIS-PPQ . P.O. Box 37521
Airport Statiom , San Juan, P.E. 00921
tel. 787-253-4699 -- fax. 7BT-253-T7837
150 Cencral Sector, Bldg. C-Z=2
Warshouse No. 3

Carclina, P.R. 00375

---- Forwarded by Lionel Pagan/FR/APHIS/USDE on 1015704 10:53 AM =-==--=
Petexr A

Touhey To : "ronald ochoa®
<rochocamsel .barc ..usda.govs>, Lionel Pagan/PR/APHIS/ USDAZUSDA

10/18/04 (=l
05:31 PM Subject: Re: Fwd: Neocalacarus mangiferae
~ 1
Channabasavanna 1966. Univ. Agric. Sci. Hebbal , Bangalore, India, pp-
101-102.

Amrine, J. W. 19%6. Xeys to the world genera of the Eriophvoidea {Acari:
Prostigmata) . Indira Pubklishing Houge, 188 pp.

mmrine, J.W. and T. A. Stasny . 1994. Catalog of the Eriophvoidea (Acarin
Prostigmata) of the World. Indira Publishing House. 798 pp.

An illuastration of the mite i3 atcached.

[8ee attached file: Neocalacarus.jpgl



Apéndice 2. continuacion.
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Apéndice 3. Identificacion de acaros en “Invertebrate Diagnostician Central

Science Laboratory” Sand Hutton York YO41 1LZ. UK.

Having thoroughly check the morphmetrics of your specimens with the
original description I can confirm that the preserved mites collected
from Spondias spp. in Puerto Rico are in my opinion examples of
Neocalacarus mangiferae Channabasavanna: Fam: Eriophyidae, the sole
representative of this genus known at the present time.

This species was described in India in 1962 having been collected as a
vagrant from the foliage of the common Mango (Mangifera indica L.). The
original description states that this species does no apparent damage to

the host. This species was also reported in Brazil in 2000 and Australia

in 2002 also on Mango.

Your specimens are interesting as they represent both a new geographic
record and more significantly Spondias is a new host record for this

species, although both Mango and Spondias are as you know members of the
plant family Anacardiaceae. To this end your find is worth publication
particularly if the host can be accurately identified.

I hope that you find this information of some use, I am only sorry that
it has taken so long to complete this identification, however accuracy
is the most important consideration with such tasks.

Your specimens,the slides I have prepared in order to do the
identification work and a covering letter will be sent back to you in
due course and our invoice will follow thereafter.

If you have any addition questions regarding this identification please
contact me directly.

Regards,
Joe

J C Ostoja-Starzewski Phone: +44 (0)1904 46 2213
Invertebrate Diagnostician GTN: 5129 2213

Central Science Laboratory Fax: +44 (0)1904 46 2250
Sand Hutton Email: J.Starzewski@csl.gov.uk

York YO41 1LZ. UK Web: http://www.csl.gov.uk
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Apéndice 4. Poblaciones de Polyphagotarsonemus latus en arboles de 6 a 7 meses sin

podar (ensayo #1) durante 8 semanas. (Hojas deformes = H. D.)

Brotes

H. D. | Defoliaciéon

23

23

33

17

13
12

23

10

11

Replica | Acaros

Tratamiento | Bloque

Ensayo
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Apéndice 5. Poblaciones de Polyphagotarsonemus latus en arboles podados (ensayo 2)

durante & semanas de muestreo.

Brotes

Defoliacion

H. D.

Acaros

16

17

14

21

13

20

12
26

30

15

28

22

Replica

(Hojas deformes = H. D.)

Bloque

Tratamiento

Ensayo
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Apéndice 8. Identificacion de hongos aislados en arboles de mango6 podados y en arboles
del area de produccion de patrones de mango6 para injertos en la EEA.






