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RESUMEN

[ un vivero comercial de Quillota (17 Region,
Chile), durante los afios 1994 v 1995 se produjo  en
plantas de palto ( Persea americana Aill.), un sibito
decaimiento de éstas, caracterizado por sintomas ini-
ciales de marchitez, pérdida de turgor de las hojas, aso-
ciada a clorosis vy necrosis marginal v al mismo tiempo, a
nivel de las raices, se ohservo una pudricion severa de
color café oscuro a negro. Solo por concepto de estos
problemas, se destruveron 22.000 plantas en dos aiios. |
partir de lazona de avance de las lesiones radiculares, se
aislo en forma consistente colonias de Cylindrocarpon
destructans. no detectandose  representantes del género
Phytophthora. Con ef proposito de determinar la posible
Juente de indculo, se efectuaron aislamientos desde el
sustrato empleado. sus diferentes componente v de se-
millas, recuperdandose este patogeno solo desde la are-
na de rio v suelo de tranque.

De acuerdo con los resultados obtenidos a par-
tir de los diferentes aislamientos, las priiebas de pato-
genicidad v los sintomas observados, se considera a C.
destructans como el agente causal de una nueva enferime-
dad que afecta a plantas de palio en vivero.

INTRODUCCION

Durante los afios 1994 - 1995 sc observo en plan-
tas de palto ( Persca americana Mill. ) producidas a nivel
de vivero comercial. sintomas iniciales de marchitez. ob-
servandose un rapido colapso de las hojas apicales. con

SUMMARY

During 1994 and 1995 a severce decav was
observed affecting potted plants of avocado ( Persea
americana A ill. ) grovwn at a commercial nursery, located
in Quillota, 1" Region of Chile. The decayv consisted of a
suddenly dieback of the plants, showing signs of loss of
trgor in the leaves associated to a imarginal chlorosis
and necrosis whereas a severe brownish 10 blackish rot
could he ohserved at the level of the roots. This disease
caused in two vears the death of more than 22.000 potted
plamis. ['rom the basis of the lesions present in the roots,

Jiungal colonies of Cylindrocarpon destructans were

consistently isolated. swhile no representatives of the ge-
nera Phytophtora were detecred. 1With the purpose of
deternining the possible source of inoculations, isolates

Sirom the substrare, it different components and its seeds

were made, concluding that this pathogen could only be
detected in the sand from river and the soil of water
reservoir Considering the results of the different isolates,
pathogenicity test and singns observed. it is demostrated
that C. destructans is the causing agent of a new disease
affecting avocado plants groywn under nursery: conditions.

un decaimiento regresivo de las plantas en la parte aérea,
debido a pérdida de turgor de las hojas (sintoma de un
«quitasol cerrado») (Fig.1A). Al observar cl sistema
radicular se visualizaron sintomas de pudricién de color
oscuro a nivel de raices v raicillas (Fig. 1B). Presentados
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los primeros sintomas ¢n la parte aérea. cl desarrollo de la
enfermedad fue relativamente rapido. produciéndose la
muerte de 20 a 235 % de las plantas al cabo de dos a tres
meses ( 22.000 plantas cn dos anos).

Esta patologia fue inicialmente confundida con
tristeza dcl palto. cuvo agente causal es Phytophthora
cinnamomi Rands. Sin cibargo. s descarto la relacidn
con la cnfermedad antes descrita. debido a quc los sinto-
mas aéreos difieren. va que csta produce: clorosis. dismi-
nucion dcl tamafio foliar v un decaimiento mds lento cn las
plantas afectadas a nivel de vivero. Ademas. a partir de las
raices provenientes de drboles afectados, no se aislé nin-
guna especie de Phytophthora. incluso cstrategias de con-
trol quimico normalmente emplcadas para esta patologia.
no cjercicron ningun efecto.

De acuerdo con los andlisis fitopatologicos clcc-
tuados a plantas alectadas. rcalizados en ¢l Laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la Universi-
dad Catdlica de Valparaiso. s¢ aislo cn forma consistente a
partir de raicillas enfcrmas, cstructuras reproductivas co-
rrespondiente al  géuero Cylindrocarpon (C.destructans).
¢l que de acuerdo con antecedentes bibliograficos. es ca-
paz de causar pudricion de raices («root rot») en diferentes
hospedadores de los géneros: Abies, dster. Beta. F'ragaria,
Grinseng, Juglans. Lilium. Malus. Narcisus. Pinus. Prunus,
Rhododendrim, Solamum, Vitis, entre otras (Covier &
Roave. 1988: Daughtrey eral,, 1995 Domscher al., 1930,
Grasso. 1984 Matua & Mivazawa. 1984. Montecchio &
Causin. 19953 Ogawa. er. /.. 1993). Enlabibliografia chile-
na. solo figura la presencia de C. destructans afectando
raices v cuello de plantas de vivero de  Pinus radiata
(Andrade, 1990).

No obstante lo antes mencionado, ¢l género
Cylindorcarpon sc cncuentra asociado a raices cn otras
especies vegetales. siendo un habitante comun de la
rizdsfera. es decir. sin causar en estos hospedadores enfer-
medad (Campbell. 1985: Dahm & Strzelczyk. 1987). Porlo
tanto. para determinar su asociacion a decaimiento en plan-
tas de palto. sc cfectuaron prucbas de patogenicidad .

Otro aspecto importante que consideramos. fuc
la posible fuente de indculo de este microorganismo. ana-
lizando especialmente los difcrentes componentes del
sustrato emplcado v las semillas.

Por las razones anteriormente expuestas. nues-
tros objetivos fucron:

-Aislar el agente causal a partir de plantas enfer-
mas, semillas de palto v de muestras del sustrato y sus
componentes empleados para la produccidn de plantas en
macctas.

-Efectuar pruebas de patogenicidad en plantas de
palto aparentemente sanas. inoculadas con tres difcrentes
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aislamientos dc Cylindrocarpon sp. v determinar la espe-
cic involucrada.

METODOLOGIA

Este (rabajo fue realizado obteniendo material
vegetal enfermo y sustrato desde ¢l vivero de la Estacion
Experimental La Palma. pertenccicnte a la Facultad de Agro-
nomia de la Universidad Catélica de Valparaiso.

1.- Medios de cultivo

Para los diferentes aislamientos efectuados. sc
emplearon los siguicntes medios de cultivos: Agar Papa -
Dextrosa acidificado a pH 5.5 (APDA). Agar Extracto Mal-
ta (AEM). Medio Selectivo para Fusarium (MSF) (Nash
& Snyder (1962) citado por TSAO (1970) ). Agar Czapeck’s
(CZA)y Agar Spczicller Nihrstoffarmer. mas extracto de
levadura (SNAY), todos medios empleados para el aisla-
mientos de especics del género Cylindrocarpon (Braviord.
1992).

2.- Aislamiento desde raices

Para aislar al agente causal a partir de raices en-
fermas. sc scleccionaron plantas de palto en bolsa con
diferentes grados de intensidad de ataque, algunos con
sintomas de clorosis. v otros con clara marchitez del brote
apical en la partc aérea. A partir de la zona de avance de las
lesiones obscrvadas en las raices. sc extrajeron (rozos de |
a 1.5 ¢ de largo. los que fucron superficialmente desinfec-
tados por 15 segundos en una solucion de hipoclorito de
sodio al 1%. lavadas profusamente cn agua destilada esté-
ril (ADE). secadas v luego scmbradas en placas con APDA
y MSF. Una vez obtenido ¢l crecimiento micelial, se proce-
dié a aislar colonias esporuladas del hongo a placas con
APDA con ¢l propésito de obtener colonias individuales,
las quc fueron subcultivadas a partir de los apices dc las
hifas. Los cultivos puros. mantcnidos a 53°C. fueron conser-
vados en (ubos dc ¢nsayo con ADE v SNAY.

3.- Aisfamiento desde Jas semillas

Para el aislamiento de especies de Cylindrocarpon
a partir de semillas. sc procedio a la obtencidn de éstas
desde ¢l material empleado como portainjertos a nivel de
vivero. las que correspondian a ta variedad Mexicola. Para
cl aislamiento sc cmplco placas con APDA, AEM y MSF,
sembrandose trozos tanto de la testa como del endosperma.
con y sin esterilizacion previa con hipoclorito de sodio al
1% por un minuto.

4.- Aislamientos desde el sustrato y sus componentes

Se efcctuaron aislamientos a los difercntes com-
ponentes del sustrato. arcna de rio. acicula de pino, suclo
de tranque nuevo ( extraido recientemente ). suelo de tran-
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que antiguo ( suelo utilizado ¢l afio anterior ), arena rubia
mas aserrin, v dos mezclas. una elaborada recicntemente
(arenade rio. tierra de hojas, suelo de tranque y acicula de
pino) (1:1:1: 1 v/~ ) (sin desinleccion) y la otra realizada
cl afio anterior ( esterilizada con vapor ). En todos se cm-
pleé un método de dilucidn (Ix10-y Ix10 “ml/g de suelo)
en tres medios selectivos APDA modificado con 100 ppm
de streptomicina. MSF v AEM.

5.- Prucba de Patogenicidad

Para la realizacién de la prueba dc patogenicidad
se procedid a obtener plantas sanas de palto. eligiéndosc
portainjertos de tres meses de desarrollo v que no presen-
taron signos visibles de pudricion a nivel de las raices o
raicillas. Las plantas clegidas correspondicron a {a varie-
dad Mexicola, cuyas semillas habian sido preliminarmente
analizadas como libres de patdgenos. especialmente del
género Cylindrocarpon. Se utilizé el mismo sustrato ante-
riormente empleado en la formacion de portainjertos. con
cl propésito de asegurar el desarrollo de la enfermedad. al
no alterar las condiciones de humedad ni de pH.

Las plantas se mantuvieron bajo condiciones de
sombreadero, siendo inoculadas con dos aislamientos ob-
tenidos desde arena (7 A-1 v 7 A-3) y uno desde suelo de
tranque (7 A-4). mas un cuarto aislamiento obtenido a par-
tir de raices de palto ( 8-1). La metodologia de inoculacion
consistié en la multiplicacion del inoculo cn placas con
APDA. las que fueron incubadas a 22°C por 7 dias,
procediéndose a extraer el micelio y conidios ¢ incorporar-
lo en ADE. luego se homogenizé en una licuadora hasta
obtener una concentracién de 1 x 10¢ propagulos/ml. incor-
porandose 100 ml de esta solucién al sustrato de cada plan-
ta a inocular. Se inocularon 6 plantas por cepa dejiandose 6
plantas sin inocular como testigo. Luego de ser inocula-
das. las plantas fueron mantenidas bajo condiciones de
sombreadero hasta el desarrollo de sintomas. La evalua-
cion sc efectud en tres plantas a los dos meses post -
inoculacion, efectuandose reaislamientos a partir de raices
danadas. La segunda evaluacién se efectud a los ocho
meses post - inoculacion en las tres plantas restantes de
cada tratamiento. :

6.- Identificacién de la especie de Cylindrocarpon.

Una vez obtenidas las cepas puras de Cylindro-
carpon, sc procedio a suestudioen APDA, CZAy SNAY.
Se consideraron las siguientes caracteristicas:

a) Macroscopicas en APDA v CZA (textura de
las colonias, color de anverso- reverso, pigmentos, didme-
tro de crecimiento a los 10 dias a 25°C).

b) Microscépicas en  SNAY (forma - tamafio de
las células conididgenas, macro. microconidios y clami-

dosporas). Estas ultimas caracteristicas morfométricas, se
basaron en un minimo de 20 mediciones al azar por cada
estructura analizada, basandonos en los trabajos de Booth,
1966 . Samuels & Brayford, 1990; Brayford, 1992.

RESULTADOS Y DISCUSION

La sintomatologia de este nuevo problema se ex-
presa inicialmente con una menor tasa de crecimiento de
las plantas, las que se vuelven cloréticas, con marchita-
micnto de las hojas superiores y muerte regresiva en la
parte aérea de las plantas (Fig.1A). Estos problemas son
indirectamente producidos como consecuencia de una
pudricion severa de raices, siendo afectadas inicialmente
las raicillas. tanto la corteza como el cilindro vascular, abar-
cando posteriormente a todo el sistema radical (Fig. 1B).

1.- Aislamientos desde raices

A partir de la zona de avance de las lesiones en
las raices, s¢ aislo en forma consistente colonias de
Cylindrocarpon. Este aspecto, unido a la total ausencia
del género Phytophthora en las raices dafiadas (aunque
se utiliz6 en forma paralela un medio selectivo para su
aislamiento ( P10 PV) (Tsao. 1970), permitieron descartar
que fa patologia observada correspondia a un ataque de
tristeza del palto. Ademas, la especie Phytophthora
cinnamomi Rands, s¢ caracteriza por causar inicialmente
pudricion s6lo a nivel de la corteza de las raices. Tampoco
fue observado un pardeamiento o estrias necréticas a ni-
vel del tejido xilematico. En Sudafrica, se report6 la presen-
cia de especies de este género afectando plantas de palto
cv. Hass, injertadas sobre los portainjertos Duke 7 y G755,
donde las plantas presentaron una pudricién severa de
sus raices, sin embargo, se observéd que plantas con ade-
cuado nivel de Ny P se mantenian sanas (Barnard, 1988).

La total descomposicidn de los tejidos de 1a raiz,
tanto de la corteza como estela, concuerda con estudios
realizados en frejol. en donde se demostré que laestela y la
corteza de la raices son frecuentemente colonizadas por
Cylindrocarpon sp. (Campbell. 1985). Este mismo autor
describe otro estudio realizado con raices apicales de Fi-
cia faba, donde C. destructans demostro ser un coloniza-
dor primario.

2.- Aislamiento desde semillas

Al analizar los tejidos tanto externos como inter-
nos, no se detectod la presencia de colonias correspondien-
tes al género Cylindrocarpon. Esimportante aclarar que
algunas semillas fueron obtenidas de frutos recojidos del
suelo; v por lo tanto, las semillas podrian haber sido colo-
nizadas por este patogeno cosimopolita de habitat geofilico
(Domsch et al., 1980).
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3.- Aislamientos desde sustratos v sus componentes

A partir de los 21 aislamicntos cfectuados a los
diferentes componentes del sustrato. sélo sc aislaron co-
lonias de C. destructan on arena de rio v suclo de tranque
nucvo.  Bsto. resulta 16gico al analizar los factores que
predisponen el desarrollo de fas especies correspondicn-
tes a este género. las quc preficren condiciones de exceso
de agua (Daughtrey er af., 1995). situacion comin cnarena
de rio v enun suclo provenicnic de tranque. espectalmente
en este tltimo. por sus condiciones dce saturacion de agua
v anaerobiosis. Es interesante destacar la ausencia de eslte
género cn ¢l sustrato compucsto por aciculas de pino. in-
cluso cn los aislamientos clectuados con siembra directa.
aunque C. destructans, comunmentce es capaz de coloni-
zar la rizoslera de especies de pino ( Andrade. 1996,
Unestam. 1995).

Cabe destacar. que no fuc posible aislar colonias
de Cylindrocarpon cit mezcla de suclo nueva o antigua.
sicndo que plantas desarrolladas cn este sustrato presen-
taron la enfermedad. Esto podria explicarse en base a que
la mctodologia cmpleada solo cs capar de detectar pobla-
clones cercanas o superioresa [000 u.f.c/ml

4.- Prucha de Patogenicidad en plantas

Esta prucba fuc realizada durante los meses de
octubre de 1995 vencro de 1996, Las plantas se establecic-
ron bajo condiciones de sombreadero con ¢l proposito de
que la temperatura del sustrato fucra moderada v existic-
sen condicioncs para el desarrollo de la enfermedad. Adc-
mas. con cstc mismo objetivo. las plantas ficron regadas
constantemente cada dos a (res dias. ascgurandosc de cste
modo condicioncs dc saturacion de agua cn ¢l suclo.

Al cabo de 30 dias de¢ inoculadas las plantas. al-
gunas de ellas conienzaron a mostrar sintomas de clorosis
Vv menor crecimicnto. en comparacion con ¢l tratamiento
testigo. Al cabo de 62 dias post - inoculacion s¢ procedio
a la evaluacidn del dano a nivel del sistcma radical. exis-
ticndo un notorio dano en plantas inoculadas con algunas
cepas. como facepa 7 Al ( Fig. [E). en comparacion conel
tratamicnlo testigo. La cepa 7A-4 obtenida desde suclo de
tranque fuc ia que presentd cn forma mias homogénea cl
mavor dano a nivel de raices (Cuadro 1.

Para posteriores cvaluaciones sc dcjaron tres
plantas correspondicnics a cada uno dc los cuatro trata-
mientos clectuados. observandose a los ocho mescs de
inoculadas sintomas de pérdida de turgor de las hojas (Fig,
IF). existiendo cn las plantas inoculadas un dafio severo
en todo cl sistema radicular. apreciandosce ¢ste de color
café oscuro a negro. Barnard (1989). asocia problemas de
pudricidn scvera de raices en plantas de palto por Cylin-
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drocarpon spp.. al estudiar cl cfecto de plantas cv. Hass
injertadas sobre Duke7 v G755 en macetas con solucion
Hougland. eliminando cn éstas la presencia de macro o
micronufricntcs.

CUADRO 1. Patogenicidad de 4 cepasde C.
destructans, inoculadas en raices de plantas de palto *

Tratamicento Sin daifio Moderado
o leve a Severo

Testigo 3/3 —

7 Al 1/3 2/3

7 A3 1/3 2/3

7 A4 —_ 3/3

8 Al 1/3 2/3

(*) Se evaluo un toral de tres plantas por iratamiento a
los dos ineses post-inoculacion

Es importante senalar que ¢l clecto patogénico
de esta especic. sc debe a una colonizacion directa de los
tejidos radicales produciendo pudricion de raicillas v rai-
ces. También se ha seiialado un cfecto indirccto. como
demostraron en 1967. Cartwright v Whitc (cn Ashtony
Willis 1982). quienes aislaron desde cultivos puros de C.
destructans un compucsto fitotoxico. denominado
Nectrolide. capaz de detener ¢l crecimiento v ennegrecer
las raices de Encalyptus. Por otro lado. Dabm & Strzelezyk
(1987). destacan a . destructans, como un hongo pionero
cn la colonizacion de raices. v aungue no siecmpre ¢s un
patogeno fuerte. ha sido demostrada su patogenicidad en
nuimcrosas cspecies forestales. {rutales v ornamentales
(Andrade. 1996: Covicr & Roanc. 1988 Dahm & Strzelczyk.
1987 Grasso. 1984: Matua & Mivazawa. 1984 Unestam ¢f
al., 1989).

Con ¢sta prueba queda demostrada la patoge-
nicidad dc cepas de C. destructans, al causar dafio en
plantas de palto cultivadas cn macctas.

S.- Identificacion de la especic de Cylindrocarpon

Los 4 grupos de Cvlindrocarpon descritos por
Booth (1966). a pesar de no scr naturales. permiticron cn
forma practica una bucna ubicacion dc nuesiras ccpas
dentro del grupo 3. Sc penso inicialmente.en Cylindro-
carpon didymum mis que en C. destructans (Besoain &
Piontelli. 1997). por sus caracteristicas macroscopicas (cre-
cimiento v color de las colonias). sus macroconidios. pre-
dominantemente con | septo en los cultivos vicjos v la
ausencia inicial de clamidosporas.  Sin embargo. basando-
1n0s posteriormente cn las observaciones cfectuadas por
Samuels & Bravford (1990). referentes a las variaciones
observadas en Nectria radicicola v sus anamorfos (C.des-
tructans). comparamos nuestros aislamientos con las 5 va-
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riantes morfoldgicas descritas. La morfologia de los macro-
conidios en cultivos frescos ( predominantemente con 3
septos (Fig C y D), permitieron junto a todas las otras ca-
racteristicas macro y microscdpicas, concluir que el taxon
correspondia a C. destructans (Zinss.) Scholten.

Todas las cepas analizadas e inoculadas presen-
taron la siguientes caracteristicas morfologicas:

Coloniasen APDA 'y CZA de 34 - 62 mm de dia-
metro a los 10 dias a 25°C.

En APDA, micelio flocoso de aspecto aterciope-
lado, inicialmente de color beige, para posteriormente ad-
quirir una coloracion café rojiza. El reverso de las colonias
con tonalidades desde el beige al caf€ oscuro (con las mis-
mas tonalidades en CZA).

Células conidiogenas abundantes, cilindricas, de-
rechas, que se adelgazan hacia el apice, monofialidicas , en
verticilios o dispuestas en forma irregular, 21-48 x 2-3umen
labase, 1.5- 2 um en el dpice. Micronidios lisos, elipsoides
a cilindricos 0-1 septo, 4 - 9 x 3-4 um . Macronidios en
esporodoquios. lisos, rectos a levemente curvos, cilindri-
€os, con adpices obtusos y una base de insercion ligera-
mente protuberante, 28 y 36 x 5- 6 um, con 1-3 septos.
Clamidosporas globosas. lisas. pigmentadas en ¢l tiempo.
solitarias, en cadenas o racimos. terminales o intercalares

10-12 um.

Las caracteristicas morfolégicas observadas en
nuestras cepas, concuerdan en gran parte con las obser-
vadas en cepas de C. destructans aisladas en plantulas de
Pinus radiata por Andrade (1996), en la IX Region.

CONCLUSIONES

En este estudio quedd demostrada la capacidad
de cepas de C. destructans, de causar pudricion de raices
y raicillas y un dafio generalizado en las plantas de palio.

Los componentes que estarian incorporando el
indculo al sustrato empleado cn la produccion de plantas
de palto, corresponden a la arena de rio v al suelo de
tranque (nuevo).
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