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1. 1 NTRODUCCI ON

La "Tristeza del palto", causada por Phytophthora

cinnanomi es |la enfernmedad mas inportante que afecta a
este cultivo, tanto en Chile cono en el mundo (COFFEY

1991; GARD AZABAL y RCSENBERG 1991).

Dentro de las estrategias de control integrado,
encontranbos la incorporacion de nmateria organica, el

nmanej o del suelo, del agua de riego y el control quim co.

Desde el punto de vista del control quimco, la
aplicacion de fosetil de aluminio o &acido fosforoso han
contribuido a sol uci onar este problenma. Sin enbargo, una
vez realizadas las aplicaciones quimcas, es conun
observar |a reaparicion de problemas. En parte puede
deberse a una situaci 6n de nal nmanejo del agua de riego,
ya que nmuchas veces sistemas radiculares atrofiados
aunque estén tenporalnente libres de este probleng,
vuel ven a contamnarse al existir asfixia radicular. Esta
i mportancia del agua y |la opci 6n de manejarla para
permtir |a recuperaci 6n de arbol es afectados por I|a
"tristeza", notivaron |a presente investigaci 6n, cono una
etapa prelimnar a nodo de poder honogeni zar el nateri al
de trabaj o para investigaci ones posteriores, y determ nar

gque efectivanente estan tratando | os arbol es que estan



afectados  por Phytopl thora ci nnanoni . por |lo tanto se

desarrollan | os siguientes objetivos:

-Sel eccionar arboles con diferentes grados de ataque:
aparentenente sano, nedi ananente afectados y severanente
afectados a partir de apreciaciones visuales de la

canopia y del sistenma radicular.

-Real i zar ai slam entos del agente causal de arboles con
"tristeza" y establecer wuna netodologia para Ila

identificacion de Phvtophthora cinnamom a nivel de

| aboratori o.

-Real i zar pruebas de patogenicidad de cinco cepas
ai sl adas de arboles enfernos nediante |a inocul aci 6n de
plantas de palto aparentenente sanas, nantenidas bajo

condi ci ones de sem sonbr a.



2. REVISION BIBLI ORAFI CA

2. 1. Género Phytopht hora:

2.1.1. Taxononi a

El género Phybophthora esta en la Division Mstigonmycot a.

Sus principales caracteristicas son el m celio
filamentoso, cenocitico y al gunas veces pseudoseptado. La
reproducci 6n asexual se Ileva a cabo por zoosporas
fl agel adas, las que son producidas en esporangi os.
Pertenece a la Subdivisidén Diplonastigonycotina, por
producir zoosporas biflageladas y presentar neiosis
gamet angi al (AGRI 0OS, 1978; RIBEIRO, 1978; ALEXOUPOLUS vy
MM, 1979).

Cl ase Oonycetes, debido a su reproducci 6n sexual por
contact o ganetangi al produci endo oosporas. Los hongos de
esta clase tienen un talo que varia desde uno sinple y
uni celular hasta un mcelio filanmentoso nmuy ramficado

(AGRICs, 1978; RIBEIRO 1978, ALEXOQUPOLUS y M MS, 1979).

Orden Peronosporal es, donde se encuentran |as especies
mas especializadas de |os Oomycetes. ElI esporangio es
limoni forme u oval ado, pudiendo ser sésil o deciduo. Las
zoosporas a su vez son reniformes y biflageladas. La

reproducci 6n sexual ocurre entre un anteridio y un



oogoni o, claramente difetouciados, pudi endo ser
honot al i cos o heterotéalicos (AGRIOS, 1978; RI BEIRO 1978;
ALEXQUPOLUS y M M5, 1979).

Fam lia Pythiaceae. (AGRIOS, 1978; RIBEIRO, 1978;
ALEXOPOLUS y M MB, 1979).

Phyt opht hora y Pybhium son géneros de la famlia

Pyt hi aceae. La forma correcta de distincidn entre anbos
géneros esta en l|la germ naci 6n esporangial, pues |as
zoosporas de Pythium se diferencian en una vesicula
formada en el extreno del -esporangio, en canbio en

Phyt opht hora se producen y diferencian en el esporangio,

sin formar vesicula (ALEXOPOULCS y M M5, 1979).
2.1.2. Morfologia

El mcelio se caracteriza por ser hialino, ligero o
profusanente ranificado, cenocitico, pero en |la nedida
gque el tienpo transcurre se pueden apreciar carentes de
protoplasma y a veces aparecen septas. A veces el mcelio
se presenta nudoso, las hifas se ramfican en angul os
rectos y a nmenudo estranguladas en su base. E
esporangioforo es indiferenciable de las hifas. Los
esporangi os son de tamafio variable, de forma usual nente

ovoide, piriforme u linoniforine. Son incoloros o de color



amarillo leve. En algunas especies se produce Ila
proliferaci 6n, en donde el nuevo esporangi o crece desde
| a base de un esporangio vacio. Las proliferaciones
pueden ser internas o externas y el esporangi o puede ser
caduco o deciduo. El contenido interior se divide en un
nanero indefinido de zoosporas, dependiendo de Ila
especie. Las zoosporas son renifornes y biflagel adas
(WATERHOUSE, 1963; R BEIRQ 1978).

Posee cl am dosporas apapi | adas, con posicion terminal o

intercalada, y su forma varia de esférica a ovoide

(WATERHOUSE, 1963; R BEIRQ 1978).

La oospora es el resultado de la interaccion del oogonio,
que es general nente esférico a piriforne y ubicado en e
apice de una hifa lateral, con el anteridio, que
corresponde a wuna hifa engrosada y nultinucleada

(WATERHOUSE, 1963; R BEIRO 1978).

Los esporangi os son estructuras, muy inportantes, ya sea por
su rol en la reproducci 6n asexual conmp por su gran
variabilidad en genes y tamafios, y permten Ila
identificacién de |as diferentes especies (R BEIRQ 1978;
ALEXQUPULUS y M M5, 1979; NEWHOXK et al ., 1978).



2. 2. Phytopht hora ci nnaanom :

2.2.1. Hospederos

Phvt opht hora ci nnanom fue descrita por prinmera vez por

Rands en 1922 y desde ese tienpo se ha constatado que
causa pudricion de raices y/o cancros en aproxi nadamente
1000 especies diferentes en unos 70 paises (COFFEY,
1991).

Phyt opht hora cinnanomi Rands es la responsable de la

“tristeza" en paltos y de la "pudricioén al cuello" de

nogal es (LATORRE, 1988a).

Se citan cono hospederos adenmas del palto y el nogal a

especi es cono Eucal yptus nargi nata, Ananas conosus, finus

echinata y nuchas especies ornanentales cono |a azal ea,
canelia y rododendro, entre otras. Gran numero de
especies nativas de Australia son hospederos, al igual
que las especies provenientes de clinmas tropicales o
subtropicales (THORN y ZENTMYER, 1952; ROTH, 1963; PI NTO
y ENGLISH, 1972; DOWSH, GAMS y TRAUTE-HEIDI, 1980;
ZENTMYER, 1980; ZENTMYER, 1983).

2.2.2. Sintomatol ogi a

Phvt opht hora ci nnanom puede atacar paltos de diferentes




edades, incluyendo éarbol es reci én propagados. E dafio mas
severo se produce en suelos pesados o suelos |ivianos
arenosos con un inpedinento de drenaje (BEKEY, 1987;
QCFFEY, 1991).

El sintoma nmAs destacable de |la enfermedad en paltos
consiste en la nuerte progresiva del follaje. Las hojas
produci das son nas pequefias, existiendo una amarillez y
clorosis progresiva, que comenza en l|las ramas
superiores. Posteriornmente, se va produciendo una
defoliacidén y nuerte de |las ranmas hasta causar |la nuerte
del arbol (CRANDALL, 1948; VERGARA, 1957; BEKEY, 1987,
LATORRE 1988a; ZENTMYER, 1980; COFFEY, 1991; WHITE,
1991).

Es caracteristico en arboles con un estado avanzado de | a
enf ernedad, que carezcan de nuevos crecimentos y adenas,
gue presenten una carga abundante y de bajo calibre

(ZENTMYER, 1980; CCFFEY, 1991).

En los prinmeros estadios de |a enfernedad, es comin que
los arboles presenten mayor carga frutal, producto
probabl enente de |a acunul aci 6n de carbohidratos en la
parte superior del arbol, siendo un efecto atribuido a la

nmuerte de raices (ZENTMYER 1980).



En al gunos casos, se puede observar el tronco afectado
por la formaci 6n de cancros con presencia de exudados o
secreciones (ZENTMYER, 1980; LATORRE, 1988b; COFFEY,
1991).

Todos estos sintomas aéreos, son producto de una invasion
a nivel de las raicillas absorbentes (1-3 mm de
di anetro), las que presentan una pudricio6n negra y firne,
gque puede progresar en |ongitud (ZENTMYER, 1980; COFFEY,
1991).

El fruto del palto tanbién puede ser colonizado por

Phyt opht hora ci nnanom produci endo una pudricién firnme,

de un color café. Sin enbargo, este sintoma no es nuy

comin baj o condi ci ones de canpo (ZENTMYER, 1980).
2.2.3. Epidem ol ogia

En 1960 y 1961, se reportd que |as zoosporas noviles eran
atraidas por la zona de elongacién de las raicillas del
palto, mucho mas que por |la zona de diferenciacién de |a

raiz (ZENTMYER, 1960; ZENTMEYER, 1961).

En 1966 se logro determ nar que |la sustancia |liberada en
el exudado radicular, que ejercia una atraccio6n positiva
del tubo germnativo de l|la zoospora hacia la zona de

el ongaci 6n, correspondia a anmi noaci dos (ZENTMYER, 1966).



2.2.4. Factores predi sponentes

La enfermedad "Tristeza del palto" causada por
Phyt opht hora ci nnamom se produce y favorece bajo

condi ci ones de alta hunedad (BEKEY, 1987).

Son muchos | os autores que concuerdan que |os factores
que predisponen a los frutales, conp el palto o citricos
entre otros, a una infeccidn por especies del género

Phyt opht hora, tiene relacion con l|la acunulacién de un

exceso de hunedad.

Esta condici 6n se puede presentar por una mala practica
de riego, por presencia de niveles freaticos altos, o
bi en por el uso de suel os de textura pesada, con drenaje
deficiente. Oros factores inportantes son las |esiones o
heridas en el tronco o raices, ya sea por el uso de
maqui naria u otra herramenta, pues a pesar que

Phyt opht hora es capaz de penetrar directanmente, su accién

se ve facilitada, aunmentado el riesgo de la infeccidn
(PINTO y ENGLISH, 1972; ZENTMYER, 1980; MORALES, 1985;
MORALES y MORENO, 1986; BEKEY, 1987; LATORRE, 1988abc;
COFFEY, 1991).

Ademés, otro factor significativo es |a acumulaci én de
guano junto al tronco, pues este sustrato rico en
nutrientes es ideal para el desarrollo de |os hongos,

| os



cuales al tener un huésped susceptible vy condiciones
anbi entales favorables inician el proceso infeccioso

(PINTO y ENGLI SH, 1972; MORALES y MORENO, 1986).

Sin enbargo, suelos ricos en materia organi ca favorecen
el desarrollo de la mcroflora antagonista (ZENTMYER

1980) .

El contenido de hunedad del suelo es un factor decisivo

en el ciclo de la enfernmedad causada por Phytophthora

cinnanmom . La alta humedad del suelo provee |a condicion
de agua libre, que favorece la |iberacién de zoosporas
del esporangio. Ademas, favorece el nmovimento de |as
zoosporas hacia las raicillas absorbentes. La |iberacidn
de exudados radiculares, generan un gradiente
qui m ot &xi co, capaz de atraer gran numero de zoosporas.
La infecci6n y répida nuerte de raices, es seguida por |la
formaci 6n en pocos dias de esporangios y clam dosporas.
Esto permte perpetuar el ciclo de la enfernmedad

(ZENTMYER, 1980; BEKEY, 1987; QOCFFEY, 1991).

La reduccion en el intervalo de riego aplicando igua
volunen de agua, causa que el suelo se sature més
frecuentenente. Esto puede increnentar el nunero de
oportuni dades posibles para |a producci 6n de zoosporas,

segui do por su liberacion, |lo que se traduce en un



aunmento del inoculo (LUTZ, MENGE y HENDER, 1988).

Especial mente, la interaccion entre |a hunedad del suel o,
tenperatura de éste y la aireaci 6n estéan influenciando |a

pat ogsni ci dad de Phytophthora cinnanom. La hunedad de

suelo es el prinmer factor que influye en el desarrollo de
este patogeno y tanbi én tenperaturas del suelo del orden
de 15°C hasta 30°C las que favorecen la infeccién y su
desarrol | o, aconpafiado todo esto de una buena aireacion
(15-16% O,), pues se trata de un hongo aerdbico (CURTIS y
ZETMYER, 1949; ZETMYER 1980).

En relacion al pH cuando éste fluctua entre 4,5y 7,5,
se pueden observar arboles severanente afectados, vy
cuando fluctla entre 6 y 6,5 es ideal para la infeccidn y

desarrol |l o del hongo (ZETMYER 1980).

2.2.5. Estructuras de sobrevivenci a

El género Phytophthora se caracteriza por sobrevivir a

través de la colonizacion de materia organica en
desconposicion y tanmbién por nmedio de propagul os

dor mantes (WESTE, 1983).

Est os propagul os se ven af ectados en su sobrevivencia por

factores cono |a tenperatura y |a humedad (WESTE, 1983).



Estructuras de sobrevivencia son el mcelio en materia
organica en desconposicién y propagulos en forma de
esporangi os, clam dosporas y oosporas (PINTO y ENGLI SH,
1972; WESTE, 1983; MORALES y MORENO, 1986; COFFEY, 1991).

Phyt opht hora ci nnai nom sobrevive primero conmo

cl am dospora en raicillas afectadas. Este tipo de
estructura es |iberada eventual nente en el suelo en donde
persiste por |argos periodos. La produccién, tanto de
cl am dosporas cono esporangios, ocurre en el suelo con
tenperaturas sobre 13°C hasta 30°C, siendo el rango de

tenperatura Optima entre 21°C y 24°C (COFFEY, 1991).

En la mayoria de |os suel os este patdgeno sobrevive conp
cl am dospora, pero la estructura dormante con nayor
habi | i dad para sobrevivir bajo condiciones extremas es |a

oospora (COFFEY, 1991).

Tanto oosporas conp clam dosporas tienen una ¢ruesa
pared, que |as hace nuy resistentes a la falta de hunedad

( BEKEY, 1987).

2.2.6. Descripcion y caracteristicas de Phytophthora

cli nnanom

Las especies del género Phytophthora, de acuerdo a sus

caracteristicas norfol 6gi cas, fueron agrupadas en siete



grupos encontrandose |a especie Phytophthora cinnanom en el

sexto grupo, que posee las siguientes caracteristicas:
esporangi os no papil ados, con proliferacion vy
persistentes; el anteridio es mayoritarianente anfigeno;
en |l a producci 6n de oosporas exi sten especi es honotal i cas

y heterotalicas (WATERHOUSE, 1963).

La descripciéon original de Phytophthora cinnanom es

publ i cada por Rands en 1922. |Informaci 6n adicional es
propor ci onada por \Waterhouse y Waterston en 1966. R beiro
en 1978 aporta nuevos conocimentos para ayudar a su
i dentificacién, por ser una de l|las especies de éste

género de mas dificil identificaci on (ZENTMYER 1980).

Una caracteristica distintiva de esta especie es el
aspecto coraloide del mcelio, con frecuentes nodul os
redondeados, alcanzando la hifa un dianetro de ocho
mcrometros o nas. Ademas presenta un gran namero de
cl am dosporas (WATERHOUSE y WATERSTON, 1966, citado por
ZENTMYER 1980; R BEIRQ 1978, NEWHOX et al ., 1978).

Las cl am dosporas son nmayoritariamente termnales y rara

vez intercalares. Phytophthora cinnanom |as produce en

forma abundante en cultivos artificiales y especialnente
en agar jugo V-8. Su forma varia desde globosa a

piriforme y generalmente tiene un dianetro que fl uctula



entre 31 - 50 mcronetros, siendo el pronmedio 41
m cronmetros (RANOCS, 1922, citado por ZENTMYER, 1980;
NEWHOCK et al ., 1978)

Son formadas |lentamente a partir de una porcidén de
mcelio en raicillas enfermas y |iberadas en suel o cuando
éstas mueren. Es el principal propagul o recol ectado en
muestras de suelo. CGermna formando tres a once tubos
germnativos, esto ocurre en presencia de exudados
radiculares (MRCETICH y ZENTMYER 1967; MRCETICH vy
ZENTMYER  1968).

Por otro lado, 1los esporangios son estructuras
reproductivas que tienen |a capacidad de increnentar el
inoculo en nuy poco tienpo a través de |a producci6n de
zoosporas (ZENTMYER, 1980). Los esporangios no se
observan féacilnente en forma natural, y nenos alun en
nmedi os de cultivo comunes; pero si son produci dos cuando
se transfiere mcelio desde una soluci6n nutritiva a agua
(RANDS, 1922, citado por ZENTMYER, 1980). Estos carecen
de papilas y generalnmente su forma es elipsoide a ovoi de,
no son caducos y poseen proliferacidén interna. Su
di nensi 6n varia de acuerdo a las diferentes condiciones
durante su desarrollo, variando sus nedidas entre 15-122

m cronetros de longitud y 11-71,4 mcronetros de ancho,



con pronedios reportador; entro .1.3,6 y 7.5 mcroénmetros de

|l ongitud, y entre 25,9 y 47 mcrénetros de ancho

(ZENTWER 1980).

Al igual que otras especies del género, Phytophthora
cinnanom |ibera zoosporas cuando l|la tenperatura del
| i qui do donde esta el esporangi o es disninuida en varios
grados °C. En condici6n nornal, cada esporangi o produce
entre 10 y 30 zoosporas noviles y biflageladas en su
mayor i a nononucl eadas, pues sOlo se ha observado un bajo
porcentaje de zoosporas binucleadas (ZENTMYER, 1980;
OCOFFEY, 1991).

Los estadi os sexual es raramente son produci dos en nedi os
con agar en cultivos puros, pero si son producidos en
forma abundante al estar creciendo con Phvtophthora

crvpt oaea (WATERHOUSE y WATERSTON, 1966) .

Los estadi os sexual es se pueden producir en Phytophthora

ci nnanmom por un cruzamento interespecifico con otras
especies del msnb género o bien por cruzan entos
i ntraespecifieos en cepas nornales heterotalicas, pues

Phyt opht hora ci nnanom es reconoci da por ser una especie

heterotalica con un tipo A conpatible con uno A2. En
altino caso, aunque es nucho mas escaso, puede ocurrir |a

producci 6n de oosporas por cruzam ento honotd&lico de



cepas puras, pero s6lo bajo condiciones especiales, en
cultivos adultos o jovenes cono resultado de una
aparente estinulaci on quimca, por ejenplo por extracto

de raices de palto en |a presencia de Trichoderna. Esto

se ha visto s6lo en el tipo A2, que es mas comin y no en
el tipo Al, que es obtenido rara vez en | os aislamentos
(SAVAE et al ., 1968, ZENTWER 1980).

Las di nensi ones del oogoni o, oospora y anteridio se ha
visto que varian de acuerdo al tipo de cruzam ento,
siendo significativanmente nas |largo el oogoni o y oospora
en un cruzam ento honotalico del tipo A2, que en un

cruzamento heterotalico entre Al y A2 (ZENTMYER 1980).

Segun WATERHOUSE y WATERSTON (1966), | os oogoni os m den
en pronmedio 40 mcronetros de dianmetro y cono méaxi no 58
mcronmetros y a nmedida que envej ecen van adquiriendo un
tono amarillo o dorado. El anteridio es general nente
anfigeno, largo, cuya dinensién se encuentra entre 21-23

m croénetros de |longitud por 17 mcroémetros de ancho.

La caracteristica norfoldgica de la mayoria de |os

ai slam entos realizados de Phytophthpra cinnanom .

presentan un crecimento mcelial con patrédn tipo roseta
otipo canelia en el nedio de cultivo Agar Papa Dextrosa

(PDA) (TUKER 1931; ZENTMYER 1980).



2.3. Metodol ogi a experi nental asoci ada a Phyt opht hor a:

2.3.1. Aislamientos y cultivos

Las especies del género Phytophthora pueden ser

detectadas y aisladas a partir de cualquier tejido
infectado del hospedero, vya sean raices, frutos,
sem|las, hojas o cancros, y tanbién a partir de
propagul os dormantes presentes en el suelo (AGRIOS, 1978;

ZENTMYER, 1980; TSAO 1983).

La deteccion y/o aislamento de hongos del género

Phvt opht hora desde tejidos vegetal es recién infectados,

con un activo crecimento mcelial, es generalnente
realizable. Sin enbargo, si el tejido proviene de un
hospedero con estado avanzado de l|la enfernedad, o de
suel os natural nente infectados, especialnente |[os que
contienen un bajo nivel de propagul os, es extrenadanente
dificil o inposible, si no se utilizan técnicas

apropi adas (TSAQ 1983).

Es asi cono fue necesario el desarroll o de nuevos netodos
para aislar, porque |os nétodos convenci onal es no eran
ef ectivos para la mayoria de | as especies del género,

I ncl uyendo a Phyt opht hora ci nnanom (ZENTMYER, 1980).




La dificultad radica mnmuchas veces en el antagonisno e
interferencia con el rapido crecimento de la mcroflora
asociada y en la lenta energencia de |os propagul os
dormantes, en general clam dosporas, provenientes del

tejido infectado o del suelo (TSAQ 1983).

Las técnicas especiales de aislamentos, conb el uso de
cebos y nedios selectivos, han permtido superar estas

di ficul tades (ZENTMYER, 1980; TSAOQ 1983).

El éxito que se obtenga en los aislamentos desde
nmuestras de suelo utilizando cebos, dependera en gran
nedi da del tipo de propagul o dornmante, densi dad de éste,
interferencias de |a mcroflora asociada, condiciones
edaficas y del cebo que se utilice (JEFFERS y ALW NCKLE
1988).

Ceneral nente el material vegetal a utilizar cono cebo es

sel ecci onado de hospederos, para |os cual es Phytophthora

Sp. es patogénica, pues |la susceptibilidad es una

caracteristica a considerar en esta técnica (TSAQ 1983).

Es asi que fue comin por muchos afos, la utilizacién de
frutas cono cebos para aislar hongos de la famlia
Pyt hi aceae, especialnmente el género Phytophthora

(ZENTMYER, 1980; TSAQ 1983).




Con el fin de reducir |a contam naci 6n por otros hongos
del suelo, conb Pythium sp., se nodificaron |as técnicas.
CAMPBELL (1949) nodificdé la técnica al introducir suelo

en el fruto que era utilizado cono cebo.

Los frutos de palto son un cebo muy selectivo para

recuperar Phyt opht hora  ci nnanom ( ZENTMYER, 1960;

ZENTMYER y OHR, 1978; TSAO, 1983). Ademés, |la gruesa y
firme piel de la palta sirve de barrera a otros hongos

(ZENTWER y OHR, 1978).

En esta técnica se deposita el fruto del palto en una

nuestra de suelo infectado por Phytophthora cinnanmom .

contenida en un recipiente. A la nuestra se |e adiciona
un alto contenido de hunedad y la fruta se incuba por
cuatro a cinco dias a una tenperatura de 24°C - 27°C.
Luego se renueve el fruto, se lava y deja a la msm
tenperatura por algunos dias. La presencia del hongo se
expresa con el desarrollo de nmanchas purpuras o cafés en
| a zona de contacto del fruto con el agua (ZENTMYER et

al ., 1960; ZENTMWER y OHR 1978).

Oros cebos wutilizados para aislar Phytophthora

ci nnanom son: frutos de manzano (CAMPBELL, 1949), hojas
de pina (ANDERSQN, 1951), semllas de Persea, indica
(ZENTMYER, 1960; ZENTMYER y OHR, 1978), radicul as de




lupino (CHEE y NEWHOOK, 1965; MARKS et al., 1972),

cotil edones de eucaliptus (MARKS y KASSEBY, 1974;

GREENHALGH, 1978, citados por TSAO, 1983).

Tanbi én se pueden ai sl ar especies del género Phytopht hora

a partir de tejidos infectados del hospedero.

Phyt opht hora cinnanom puede ser detectado y aislado

facil nente desde raices con la sintomatologia tipica de
avance del hongo. Siendo el hospedero, |a especie Persea

anericana MIIl, se puede aislar rapidamente desde

raicillas de 1-3 mlinmetros de dianetro que presenten la
sintomatol ogia tipica correspondiente a una pudricion
negra y firme, que se origina desde l|la zona de
el ongaci on. Las raicillas deben |avarse con agua
destilada. Se cortan segnentos de aproxi madanente 1 cm de
| argo que presenten |la zona de avance del patédgeno. Luego
se pueden sunmergir por unos segundos en una sol uci 6n de
al cohol al 70% con e fin de prevenir posibles
cont am naci ones. En segui da se depositan sobre un trozo
de papel absorbente y una vez secas se ponen en el nedio
de cultivo (AGRICS, 1978; ZENTWER, 1980; TSAOQ 1983;
COFFEY, 1991).

Phyt opht hora cinnanoni crecera desde las raicillas

af ectadas en unas 48 horas a tenperatura noderada (20 °C



- 28 °Q , permtiendo asi obtener un cultivo puro (ZENTMYER,

1980)

Son muchos los nedios posibles de utilizar en el

aislamento de P. cinnanom . cono Cornneal Agar, PDA V-8

AGAR, aunque el wuso de nedios selectivos permte
asegurar un mayor porcentaje de éxito (ZENTMYER, 1980;
TSAQ 1983).

Se asegura un mayor éxito al utilizar nedi os sel ectivos
en aislamentos a partir de hospederos infectados, porque
ciertos antibidéticos y fungicidas permten nmnimzar |a
interferencia de bioantagonistas, conpo bacterias vy
hongos, que tienen una tasa de creci mento nmucho mayor a

| a especi e del género Phytophthora (ECKERT y TSAO, 1962;

TSAOQ 1983). Incluso este género fue uno de |os primeros
para el cual se reportaron nedios selectivos para su

aislamento (TSAQ 1970).

Los nedi os selectivos son frecuentemente nas utilizados
en aislamentos a partir de tejidos que del suelo, y nas
bien a partir de tejidos envejecidos, secos 0 nuy

decaidos (TSAO et al.,, 1976, citado por TSAQ 1983).



Si el nmedio selectivo en electivo, no en necesario
esterilizar la superficie de la nuestra. Adenmas, el uso
I nadecuado de desi nfectantes causa nmuchas veces |la nuerte

de Phytophthora, sp. cercana a |la superficie desinfectada

(TSAQ  1983).

Un nedio selectivo efectivo contiene apropiadas
concentraci ones de agentes antim crobiales que inhiben a
un anplio espectro de hongos y bacterias indeseadas y que

no son toéxicos para Phytophthora (ZENTMYER, 1980; TSAQ

1983), y se basan en el principio de inhibicion selectiva

(TSAQ 1970).

Es asi cono especies del género Pythiumsp. y Mrtierella

sp. al crecer en este nedio base, tienen un crecimento
débil no denso, de tal nmdo que las colonias de
Phyt opht hora son claranente visibles y aislables (TSAQ

1983).

Dentro de la lista de medios selectivos mas conunes,
predom na conmo nmedi o base el Agar Harina de Miiz (Corn
meal ) (ECKERT y TSAO 1962; HAAS, 1964; ZENTMYER, 1980;
TSAO, 1983), Agar jugo V-8 (ZENTMYER, 1980; BIELENIN vy
JONES, 1988; MATHERON y MATHJKA, 1988), Agar Papa
Dextrosa (MASAGO et al., 1977) y otros conp Agar de
Mal ta, Agar de Arveja, Agar Agua (TSAO 1983).



En relacion a la uatilizacion do otras sustancias,

Phyt opht hora se caracteriza por responder frente a

compuestos toxicos en forma nmuy diferente a la gran
mayoria  de hongos. Por eso es posible usar excel entes
qui m cos sel ectivos para aislar Phytophthora (BARTN CKI -
GARAO Ay WANG citados por TSAQ 1983).

Los antibi 6ticos, dentro de |os quimcos antimcrobiales,
son los nmhs efectivos y utilizados para la inhibicion

bacterial en | os nedios para aislar hongos (TSAQ 1970).

Exi sten agentes antibacteriales que provocan |a
i nhi bi ci 6n de hongos Pyt hi aceos, especi al nente del género

Phyt opht hora. Algunos de ellos corresponden a

cloranfenicol, <clortetraciclina, neomcina, novobicina,

oxitetraciclina y streptom cina (VAARTAJA, 1960; ECKERT vy
TSAQ 1962).

Sin enbargo, existen otros antibidticos posibles de

utilizar en nmedios selectivos para Phytophthora. cono

anpicilina, penicilina, rifanpicina y varicomcina 0 sus
combi naci ones, cuando se utilizan en |la concentraci 6n
adecuada (ECKERT y TSAQ, 1962; TSAO 1983). De todos, la
vancom cina, es generalnente el antibiotico mas utilizado

(TSAQ 1983).



En un nedio selectivo se deben utilizar antibioticos que
cunplan con las caracteristicas de ser estables en el
nedi o, sol ubles, poseer un anplio espectro de acciodn
sobre bioantagonistas y no ser toéxicos para el
m croorgani sno a cultivar (ECKERT y TSAQ 1962).

Tanto la penicilina conb l|la vancomcina poseen estas
caracteristicas y son utilizadas en |os nedi os sel ectivos

para Phytophthora (ECKERT y TSAOQ 1962).

Por otro lado, la pinmaricina conb |la nistatina inhiben el
desarroll o de hongos no pertenecientes a la famlia
Pyt hi aceae, siendo nuchos de estos antagonistas de

Phyt opht hora sp. ; pero no tiene un efecto inhibitorio

detectable sobre el <crecimento y/o esporulacién de

Phyt opht hora sp. y Pythium sp. (VAARTAJA, 1960; ECKERT vy

TSAO 1962). Ademés, la pimaricina es un antibiotico de

anplio espectro, mayor que la nistatina y mas efectivo

(TSAQ 1983).

La piramicina al no inhibir la esporulacion, no dificulta

la identificacidon de |a especies del género Phytopthora.

Ademas es efectivo a bajas concentraci ones, muy soluble y
estable a altas tenperaturas, pudiendo ser esterilizado
al autoclavar el nedio. Todas estas razones hacen que sea

incluido este antibiotico en | os nedi os sel ectivos para



| as especies de este género (ECKERT y TSAO, 1962; OCANA y
TSAO, 1966; TSAQO, 1983).

Benom|lo y pentacloronitrobenceno (PCNB) son dos
fungicidas sintéticos, tanmbién utilizados en |os nedi os

sel ectivos para Phytophthora conb agentes antim coticos,

pues son selectivos y no toxicos para especies de este
género y en general de la famlia Pythiaceae (TSAQ,

1983).

La tasa de crecimento de Pythium sp. es usual nente nmucho

mayor a |a de Phytophthora sp. en nmuchos nedi os conunes,

por 1o cual se dificulta su identificacién y aislamento
desde tejidos y suelos infectados (MASARD et al., 1977,
DOVSCH, GAMS y TRAUTEHEI DI, 1980) . La incorporaci 6on de
hynexasol en concentraciones de 25 y 50 m crogranos/m
incluido en un nedio selectivo, logra inhibir el
crecimento de Pythiumsp., sin afectar el crecimento de
Phyt opht hora sp. (MASAGO et al., 1977; TSAO y QJY, 1977,
SOLEL y Pl NKAS, 1984).

El fungicida hynexasol, por otro lado, resultd

inhibitorio para Mrtierella sp. , que general nente esta

presente en altas densidades en el suelo dificultando asi

tanbi én el aislamento de Phytophthora sp. (TSAO y QJY,
1977).




Simlar efecto tiene iprodione en inhibir el crecimento

de Pythium sp. sin afectar a Phytophthora sp. (SOLEL y
P NKAS, 1984).

El medio selectivo en base a Agar Harina de Miz
desarrol |l ado por OCANA y TSAO (1966), denom nado P10VP, vy
gue contiene piramcina, vancomcina y PCNB, es nuy
efectivo para detectar y aislar especies del género

Phyt opht hora. El uso de este nedio selectivo ha permtido

aislar con éxito Phytophthora cinnanom a partir de

raicillas infectadas (ZENTMYER 1980).

JEFFERS y MARTIN (1986) reconocieron la utilidad del
nmedi o sel ectivo. P10VP, ya que no afecta la identificacidn

de | a especi e del género Phyt opht hor a.

OCANA y TSAO (1966) determ naron que |as especies del

género Phytophthora. incluyendo Phytophthora cinnanom .

presentan diferentes sensibilidades a la pimaricina. Si
el nmedio selectivo contiene 100 ppm de pinmaricina se
inhibirada la germnaci 6n de |as clam dosporas, sin enbargo
con 10 ppm no se ven afectadas. En canbio, el crecimento

mcelial no se ve afectado al usar 100 ppm

Reconocer las diferentes sensibilidades del mcelio vy

cl am dosporas, es particularnmente inportante al aislar



desde el suel o  Phytophthora ci nnanom . donde |as

cl am dosporas son nornalnmente el principal propagalo

dormant e (ZENTMYER, 1980).

2.3.2. I ncubaci 6n

Phyt opht hora cinnanom se favorece por tenperaturas

noderadas. El rango de tenperatura Optima para su
crecimento es de 20°C hasta 32,5°C. La tenperatura
mnima es desde 5°C hasta 15°C y |la naxi na desde 30°C
hasta 36°C. El crecimento no es conmin a 36°C ( ZENTMYER
1980) .

La tenperatura de incubaci 6n enplea el principio general
de hacer |las condiciones nenos favorables para el
desarroll o de mcroorgani snos indeseados asociados a

Phyt opht hora. aunque | as condi ci ones estén bajo el Optino

de las diferentes especies del género. Tenperaturas bajas
de incubaci6n, 15°C- 20°C, reducen la tasa de
mul tiplicacidén en bacterias, nuchas de l|as cuales son

extremadanent e antagoni stas para Phytophthora. siendo |a

supresi6n del <crecimento bacterial especialnente
i mportante durante el prinmer y segundo dia. Tanbién
aparece Pythium sp. en la mayoria de |os nedios para

ai slar Phytophthora. y su crecimento se ve dismnuido

por tenperaturas bajas de incubaci 6n (TSAQ 1983).



Debido a que la luz inactiva la pinaricina y otros poli énicos, |os

nmedi os sel ectivos para Phytophthora que contienen estos

qui m cos deben ser incubados en l|a oscuridad (TSAG

1983) .

Tanbi én BIELENIN y JONES, (1988); FALLONM y GROGAN,
(1988); JEFFERS y ALDW NCKLE, (1988) <coinciden en esta
condi ci 6n en sus experiencias con diferentes especies del

géner o Phyt opht hor a.

La emergencia de |las colonias de Phytophthora sp. a

partir de trozos de tejidos o particulas de suelo
I nfectado sobre nedios selectivos, usualnente com enza
entre el primero y segundo dia, y nuchas veces es
conpletada recién al tercer a cuarto dia. Oras veces
puede denorar incluso entre seis a siete dias, hasta
tener establecida una colonia visible, pues |os
propagul os dormantes pueden necesitar ms tienpo para

germ nar (TSAQ, 1983).
2.3.3. Esporul aci é6n
2.3.3.1. Potencial hidrico

La hunedad del suelo es uno de |os factores anbi entales

mas i nportantes para Phytophthora cinnanonm en relacioén

al crecimento y esporul aci on. La humedad rel ativa



cercana al 100% favorece | a producci 6n de esporangi os

(ZENTMYER, 1980; RI BEI RO 1978)

Phyt opht hora ci nnanoni sdlo forna esporangi os en nedi 0s

de cultivo |liquido, conb en extractos de suelo (MEHRLI CH
1935, citado por ZENTMYER, 1980; ZENTMYER y MARSHALL
1959), y raranente o nunca |los forma en nedios solidos

(ZENTMYER  1980) .

Las sol uciones m nerales salinas inducen a |la fornacioén

de esporangi os (CHEN y ZENTMYER, 1970; ZENTMYER 1980).

El agua no es indispensable para |a produccion de
cl am dosporas y oosporas, sin enmbargo, pueden ser
producidas en un nedio liquido (MRCETICH y ZENTMYER,
1967) .

Se observé que Phvtophthora cinnanomi tiene el nayor

crecimento "in vitro" en nedios de cultivo |iquido,
cuando el potencial osnmdtico es del orden de -2 a -8
bars, que corresponde al rango de tolerancia de |la
mayoria de las plantas econdnm canente interesantes. Este
pat 6geno no crece a potenciales osnmdticos del orden de
-20 hasta -30 bars (STERNE, 1976; STERNE et al., 1976,
ci tados por ZENTMYER, 1980).



La producci 6n de esporangi os es usual nente o6ptinma cuando el
rango del potencial métrico se encuentra entre -0,025 vy

-0, 3 bars (DUN WAY, 1975).

La aireaci on en conbi naci 6n con | a hunedad, es un factor

i nmportante en |a formaci on de esporangi os (ZENTMYER,

1980) .

La alta hunmedad del suelo favorece la infeccidn, porque
exi ste un aunento en la formaci 6n de esporangi os y
proporciona | as condiciones para la |iberaci 6n, novilidad

y transporte de | as zoosporas (ZENTMYER, 1980; COFFEY,
1991).

2.3.3.2. Tenperatura

Phyt opht hora cinnanmom forma esporangi os principal nente

cuando |la tenperatura se encuentra entre 21°C vy 31°C, vy
oosporas cuando se encuentra entre 16°C y 21°C (ZENTMYER,
1980; COFFEY, 1991).

No se observa producci 6n de esporangi os a tenperaturas
inferiores a 12°C y superiores a 30°C, sin enbargo, su

producci 6n es abundante a 24 °C (ZENTMYER y MARSHALL,
1959) .



2.3.3.3. pH

General nente se considera que PhytophthQa cinnanmom

crece mejor en un nedi o 4ci do (ZENTMYER 1980).

Reduci endo el pH de un extracto de suelo no estéril desde
7,4 hasta 4,5 , se determin6 que |la produccion de

esporangi os no di smnuia (ZENTMWER y MARSHALL, 1959).

CHEE y NBEWHOX (1965), citados por ZENTMYER (1980),
obtuvi eron una buena produccién de esporangios en
extracto de suelo no estéril cuando el pH se encontraba

entre 4y 7 .

ZENTMYER (1980) a travées de toda | a evidencia, determna
que el pH entre 6 y 6,5 seria el Optim para la

producci 6n de esporangi os.
2.3.3.4. A reacion

Phyt opht hora cinnanm: se caracteriza por ser tolerante a

di ferentes concentraciones de oxigeno y dioxido de
carbono, en relacion al crecimento mcelial y a la
producci 6n y germ naci on de sus esporas (MTCHELL vy

ZENTWER 1971) .

La infecci 6n puede ser acel erada con una buena aireaci6n,

pues es inportante en |a producci 6n de esporangi os. Sin



enbargo la interelacion entre el potencial hidrico y la

ai reaci 6n es conpl ej a (ZENTMYER, 1980).

La producci 6n de esporangi os se puede ver reducida por |a
falta de oxigeno o tanbién afectada por un exceso de

di 6xi do de carbono (M TCHELL y ZENTMYER, 1971)

GOODI NG y LUCAS (1959) concluyen que la formaci 6n de
esporangi os ocurre en |as zonas donde el mcelio tom

contacto con |la superficie de |la solucién de incubaci én.

2.3.3.5. Luz

GOODI NG y LUCAS (1959) concluyen que la luz es
indi ferente en |l a formaci 6n de esporangi os en

Phyt opht hora parasitica var. nicotianae. Sin enbargo,

seglin ARAGARI y HINE (1963) la luz puede inhibir, no
influir o estimular la esporulacién de |las especies

perteneci entes al género Phytopht hpra.

ZENTMYER (1980) concluye que | a producci 6n de esporangi os
en extractos de suelo era mayor en oscuridad y minino con

| uz conti nua.

ZENTMYER y RI BEI RO (1977) determ nan que |a producci 6n de

esporangi os en phytophthora cinnanomi no depende de |a

| uz. Los esporangi os son formados bajo un anplio rango de



| ongi tudes de onda, extendi éndose desde 300 nmm (cercano

W) hasta 1300 nm (infrarrojo) y en |a oscuri dad.

Aparentenmente P. cinnanom se encuentra adaptada para
produci r esporangi os a cual qui er profundi dad, pues la |uz

no es requerida para producirlos (ZENTMYER 1980).
2.3.3.6. Agentes m crobi ol 4gi cos

ZENTMYER y MARSHALL (1959), a través de sus
i nvesti gaci ones, conprobaron que la producciodn de

esporangi os en Phytophthora cinnanom. no ocurre cuando se

autoclava o se filtra con filtro bacterioldgico |a

muestra de extracto de suel o.

Estos estudios indican que un agente m crobi ol 6gico,
probabl enente una bacteria, esta involucrada en el
proceso de estimulaci 6n para |a producci 6n de esporangi os

(ZENTMWER, 1980; QOCFFEY, 1991) .

Se encontro que |as especies del género Pseudonorias. son

agentes mcrobiol 6gicos, con un rol inportante en Ila
estimulacién para la formaci 6n de esporangi os (CHEE vy

NEWHOCOK, 1965; AYERS y ZENTMYER, 1970).
2.3.3.7. Nutricioén

AYERS y ZENTMYER (1971) postulan que | as bacterias y



otros m croorgani snbs en una nuestra de extracto de suelo
no estéril contribuyen a alcanzar |a baja condicion
nutritiva que favorece el canbio del estado vegetativo al

de esporul aci 6n.

FAUCETT y KLOTZ (1934), citados por CANCINO (1966),
i dearon un medio para inducir la formaci 6n de esporangi os

en phytophthora sp. Para ello transfirieron el mcelio

desde el agar nutritivo a un caldo débil de jugo de
ciruel as, incubandolo por unos 10 a 15 dias. Luego se
transfirié a una placa de petri con agua hasta quedar
sumergi do, logrando inducir wuna gran produccion de

espor angi os.

GOODI NG y LUCAS (1959) utilizan diferentes sol uciones de
i ncubacion a 24 °C para inducir la formacion de

esporangi os en phytophthora parasitica var . nicotianae.

cono: agua bidéstilada, agua destilada y solucién de
nitrato de potasio 0,01 M en agua destilada. El mcelio
se transfiere desde una placa con PDA a otra con la
sol uci 6n correspondi ente, hunedeciendo so6lo el mcelio y
obteniendo |la mayor cantidad de esporangios en |a
soluci 6n de nitrato de potasio 0,01 My la nmenor en agua
bi desti |l ada. Ademas, determ nan que |a profundidad con

gue se sunerge el mcelio debe ser solo la suficiente



para hunedecerlo, porque l|la produccién de esporangi os
dism nuye en la nedida que |a profundidad aunmenta hasta

cubrir el mcelio.

WLLS (1954), citado por GOODI NG y LUCAS (1959), seiial a
gue |l a soluci6n de incubaci 6on tiene el enentos capaces de
iniciar las transformaciones bioquimcas para Ila
formaci 6n de esporangi os. Adenas, concluye que esto se

| ogra con | a adicion de conpuestos i6ni cos.

HALBALL y FORRESTER (1977), citados por ETCHEVERRY
(1991), indican que la presencia de iones conb K+2, M+2,
Fe+3 y Ca+ en la soluci on de incubaci 6n, pueden estiml ar

| a esporul aci 6n del género Phyt opht hor a.

CHEN y ZENTMYER (1970) encontraron que |a fornmaci 6n de

espor angi os en Phyt opht hora ci nnanom se puede .obtener al

agotar el contenido nutritivo del mcelio joven, por
nmedi o de continuos |avados con agua destilada estéril,

segui do por una incubaci 6n en una sol uci 6n sal i na.
2.3.3.8. Edad

GOODI NG y LUCAS (1959) determ nan que en |a nedida que el
m celio envejece, aunenta la tendencia a formr

espor angi os en Phytopht hora parasitica var nicotianae.




En canbi o, AYERS y ZENTMYER (1971) sefialan que el mcelio
juvenil forma con mayor facilidad esporangi os, que un
mcelio con varias semanas de edad. Por |o tanto, ellos
prefieren trabajar con mcelio joven y en activo

creci mento.
2.3.4. Metodol ogia de inocul aci 6n

Ml NTOSH (1964) , citado por CANCI NO (1966) sefiala que |a
i nocul aci 6n al sustrato es una buena alternativa de

i nfecci 6n, que se ve favorecida con abundante ri ego.

La fuente de inoculo que se requiere para |la infeccidn,
pueden ser |as estructuras reproductivas o |as
infectivas. En |la segunda alternativa se encuentran | os
trozos de hifas resultantes de l|la fragnentaci 6n del

mcelio (RRBEIRQ 1978) .

En el caso de Phytophthora cinnanom se utiliza el

m celio fragnentado cono particula de inoculo. Esta es
una buena alternativa, pues resulta dificil inducir la
formaci 6n de las estructuras reproductivas en esta

especi e (ZENTWER, 1980) .

El msno autor seflala que la acciéon del micelio de

Phyt opht hora ci nnanom . puede producir infeccid6n en |a

zona de el ongaci 6n de | a raices.



Buenos resul tados obtiene, BAKTQLOTTI (1989), al realizar
I nocul aciones al sustrato con mcelio fragnentado en
Kiwi, esparragos y franbuesa. En estos ensayos |as
concentraci ones fueron: 2*10 propagulos/m en kiw vy

esparragos; . 4*10 propagul os/ M en franbuesa.

Se seflal a tanbi én que |la concentraci 6n de | a suspensi én

de propagul os en especies del género Phytopht hora debe

fluctuar entre 1*10 hasta 1*10 propagulos/m, para

asegurar una buena infecci on (LATORRE, 1992)*.

*LATCRRE, B. Ing. Agr. MSc., PhD. Pontificia Universidad
Cat6lica de Chile. Cormuni caci 6n Per sonal



2.3.5. Eval uaci 6n del dono on pifiatas do palto afectadas

Para evaluar |a severidad del dafilo causado por P.

ci nnanom en paltos adultos, se han wutilizado dos

nmet odos: el prinmero consiste en evaluar el crecimento
del brote durante una o dos tenporadas, y el otro en una
apreciaci 6n visual. Es asi, cono PINTO y CARRENO (1986),
al evaluar diferentes tratam entos quin cos, nmarcaron
cinco brotes termnales por arbol, a 15 cm por debajo de
| a yema apical. Los brotes se sel eccionaron al azar, en
el contorno de los arboles en direcciones opuestas y se
mdi 6 en dos tenporadas por varios periodos el dltino
crecimento. Sin enbargo, en |a segunda tenporada de
eval uaci 6n determ naron que el Optinm nunero de brotes

era de 9-10 por planta.

Qra forma de evaluar |a severidad de |la enfernedad es |a
utilizada por COFFEY en 1991, nediante una escala
numéri ca cuyo rango iba de cero a cinco, basandose esta
escala en la sintomatologia visual, donde cero
corresponde a un arbol sano y cinco a un arbol
severanente afectado. La escala es subjetiva y considera
el vigor del arbol, la defoliacion, nuerte de ramllas y

col oraci 6n del follaje.



3. MATERI AL Y METODO

3. 1. Ubicaci 6n del ensayo:

Para |l evar a cabo este ensayo se sel eccionaron arbol es

de | a especie Persea anericana. MII, variedad Hass sobre

patron Mexicol a, ubicados en |a Estaci 6n Experinental La
Pal ma, perteneciente a la Facultad de Agrononia de |a
Uni versidad Catélica de Valparaiso, ubicada en la

provincia de Quillota, Quinta region.

Los paltos fueron seleccionados por presentar diversos
grados de desarrollo de |la enfernedad "Tristeza del
palto", con el propo6sito de aplicar diversas cargas de
agua (reducidas en 15%y 35%, con el fin de determ nar
el efecto que tiene |a reduccion de |a carga de agua en

| a recuperaci 6n de | os paltos afectados por phytophthora

ci nnanom .

La nuestra estd formada por 18 paltos sanos, 18 paltos
noder adanent e af ectados y 18 paltos severanente afectados

por Phvt opht hora ci nhnanom .

La superficie abarcada en total por el ensayo, es de
apr oxi madanente 15.000 netros cuadrados, encontrandose
dividido este ensayo en seis bloques. Por |lo tanto, se

eligieron al azar, dentro de cada bl oque, tres arboles



sanos, tres arboles noderadanente afectados y tres

arbol es severanente afectados por Phytophthora ci nnanom .

3.2. Eleccio6n de | os arbol es:

La nuestra de 54 arboles se eligio en base a la
sintonmatol ogi a visual, considerando por |lo tanto el vigor
del arbol, el estado de |la canopia, presencia de ramllas
nmuertas, coloracién del follaje, tamafio de |as hojas,
carga frutal, calibre de los frutos, la sanidad vy

cantidad de raicillas presentes bajo |a canopi a.
3.2.1. Caracterizaci 6n de | os grados de severi dad de dafio

Para la clasificacion de los paltos en tres grados de
severidad de dafio, se utilizo la siguiente escala, en

donde:

-arbol sano: es un arbol vigoroso, tupido, con gran
niunero de brotes sanos y vigorosos; no presenta
ramllas nuertas, el follaje presenta una
tonalidad verde y sus hojas alcanzan un buen
tamafio; su carga frutal es adecuada y de buen
calibre. El sistema radicular presenta un gran
narmero de raicillas que cubren practicanente toda
|la superficie bajo la canopia y presentan un

porcentaje infino de raicillas con pudricioén. Las



- ar bol

ar bol

raicillas tienen una tonalidad que va desde

bl anco hasta anmarill o | eve.

nedi ananent e afectado: presenta caracteristicas
intermedias entre un arbol sano y uno severanente
enferno. Es decir, los arboles clasificados en
esta categoria son arbol es decaidos, con noderado
vigor. El follaje enpieza a decaer, se observa
clorotico y las hojas son de nenor tanmafio. La
brotaci 6n es nediana a baja y de poco vigor. La
carga frutal es adecuada, pero de nenor calibre.
El sistema radicular se ve ya afectado, pero no
cuesta encontrar raicillas bajo Ila canopia.
Apreciando, sin enbargo, que en Su mayoria
presentan el sintoma caracteristico de avance de
pat 6geno desde la zona de elongacio6n, que

corresponde a una pudricion negra y firne.

severanente afectado: presenta a sinple vista
falta de vigor, se ve muy decaido, el follaje
reduci do, pues ha perdido paul ati nanente sus
hojas, y se han secado |los extrenmos de |as
ramllas. Es decir, es un arbol a través del cua
se puede ver el otro lado y el follaje que adn

conserva esta cloroético. No existe practicanente



brotaci 6n en esta etapa de l|la enfernedad. La
carga frutal es baja y de calibre pequefio. Por |o
tanto, se aprecia un colapso generalizado y el
porcentaje de raices sanas es practicanente nul o,
siendo dificil encontrar raicillas bajo Ila
canopia, pues en su myoria ya han sido
desi nt egradas por el patogeno. Las pocas raices
gue se encuentran tienen |la pudricion avanzada y
en las raices nmAs viejas se aprecian manchas de

col or cast afo.

3.3. Al slam ento:

3.3.1. Muestreo de raices

Se tomaron nuestras de raices en los cuatro puntos
cardi nal es de cada arbol que conpone la nuestra, ya sea

sano, noderadanente af ectado o severanente af ectado.

Se utilizé una pala para extraer las nuestras que
contenian trozos de raicillas, raices secundarias vy
princi pales, junto a un buen volumen de suelo, para

evitar que se deshidrataran.

Las nuestras se depositaron por separado en bol sas de
polietileno, siendo clasificadas y posteriornmente

Il evadas al | aboratorio de Fitopatologia de |a Facultad



de Agrononia de |a Universidad Catdlica do Val parai so.

En el laboratorio se lavaron |las raices de cada nuestra
con agua bidestilada, para posteriornmente extraer de
ellas, ocho o diez segnentos de aproxi nadanmente 1 cm de
| ongi tud, desde la zona marginal de la |esidn, es decir
| a zona de avance del patodgeno. Estos segnentos se
| avaron en agua bidestilada estéril, para ser secadas

| uego sobre papel absorbente.

Una vez secos los trozos de tejido, fueron depositados en
el nmedio de cultivo selectivo P1OVP (OCANA y TSAQ, 1966),
siendo posteriornente incubadas en oscuridad durante
siete dias a una tenperatura pronedio de 22°C, en canara

de i ncubaci 6n.
3.3.2. Medios de cultivo

Se utilizé inicialmente el nedio selectivo P1OVP,
formul ado en base al nedio agar harina de nmaiz, que
contiene ademas 10 ng/l de pimariciiia, 200 ng/l de

vancom cina y 100 ng/ 1 de pentacl oronitrobenceno.

Transcurridos | os siete dias correspondientes al tienpo
de incubaci 6n, se deternmind el porcentaje de recuperacion
del patdgeno a partir de las raices y se procedi6 a

extraer tres trozos desde el margen de | as col onias en



activo crecimento, siendo repicados a Agar Agua, Yy
nuevanente incubadas a 22°C. Luego fueron nuevanente
senbradas en PDA y una vez que se conprobd |la pureza de
la colonia, se extrajeron trozos de cultivo puro para ser

guar dados en Agua destilada estéril.

Las caracteristicas propias del mcelio desarrollado en
los diferentes nedios de cultivo fueron observados

nmacr oscopi camente y m croscopi canment e.

3.3.3. Conservaci 6n de | as cepas obtenidas en | os

ai sl am ent os

Se procedié a conservar |los aislamentos, cuando se
obtuvi eron colonias puras en Agar Papa Dextrosa. Para
ello se renovieron cinco trozos de mcelio puro desde el
margen de la colonia en activo crecimento. Siendo
posteriornente traspasados a un tubo con tapa rosca que
contenia cinco m de agua destilada estéril. El tubo se
cerrO6 y selld con parafilmy se dejaron por cinco dias a
22°C, para ser luego trasladado a un refrigerador a 5°

- 1C.

3.4. ldentificaci 6n de Phytopht hora sp.

3.4.1. Aislamentos a identificar



En el Laboratorio de Fitopatologia de |la Facultad de
Agronomia de la Universidad Catdlica de Val paraiso, se
sel eccion6 un conjunto de aislamentos, eligiéndose al
menos ono de un grupo con iguales caracteristicas de
colonia y mcelio, siendo utilizados |os aislamentos de
cultivos puros, C8, Cl6, C25, (C33, (C34, (C38, 48, 5l y
C52, aislados de las nuestras de raices, |os que fueron
sonetidos a distintos tratamentos, destinados a inducir
|l a esporul aci on, necesaria para la <correcta

i dentificacion del género y o especie de Phytopht hor a.

3.4.2. Tratam entos para inducir |a esporul aci én

Los aislamentos fueron cultivados en el nedio de cultivo
Agar Papa Dextrosa. La incubacién se realizé en |a camara

durante ocho dias a 25°C.

Posteriornente, de cada cultivo se extrajeron con el
sacabocado de 6 mm diez trozos desde el borde en activo
crecimento de las colonias, |las que fueron col ocadas en
placas de petri con seis diferentes tratam entos
correspondiente a distintos caldos o soluciones para

| ograr esporul aci 6n.

Tratamento N°|I : Consisti® en colocar |os diez trozos
de mcelio en una placa de petri que contenia 15
m



de jugo diluido do extracto de zanahoria cono
soluci 6n de incubacién. Las placas fueron

i ncubadas en |la camara por 72 horas a 25°C

Tratanmiento N°2 :Se procedi6 a lavar los diez trozos de
m celio con agua bidestilada estéril a 5°C, para
| uego sunergirlos en una soluci 6n salina durante

4 m nut os.

La sol uci 6n salina fue fornulada utilizando:
Ca (NX®)2 ;2,36 g/l
KNO3 : 0,50 g/l
My S04 * 7 H20 : 1,00 ol

QUELATO DE Fe : 1,00 ¢/l
EDTA 113,00 g/l
KOH © 7,50 g/l

Fe SO4 * 7 H20 :12,45 g/l

Posteriormente se lavdé el mcelio con agua
bi destilada estéril. Luego fue incubado por 72
horas a 25°C en una soluci 6n de extracto de suelo
al 15% Term nado este periodo, fue repetido una

vez mas el procedi m ento.

Tratam ento N°3 : Los diez trozos de mcelio se col ocaron

en una sol uci 6n de incubaci 6n conpuesta por agua



bi destilada estéril, y nitrato do potasio (KNCB O, 1
M . B mcelio fue incubado en |a céamara por 72
horas a 25°C.

Tratamento N°4 : Los trozos de mcelio fueron col ocados
en una soluci 6n de jugo hervido de zanahorias nas
KNG3 (0,1 M, siendo tanbién incubado en Ia

camara por 72 horas a 25°C

Tratam ento N°5: Los trozos de mcelio fueron col ocados
en una solucion de suelo al 15% preparada con
agua bidestilada estéril, incubandose |uego por

72 horas a 25°C

Cunplido el plazo de incubacion en |a camara, se procedi 0

a buscar esporangi os u otras estructuras reproductivas.

Tratamento N°6: Los aislamentos fueron cultivados en el
nmedio de cultivo Agar Agua. La incubacié6n se
realizé en |la camara por tres dias a 25°C
Posteriornmente, de cada cultivo se extrajo diez
trozos de 1cm de dianetro desde el borde de
crecimento de las colonias, |los que fueron
col ocados en una sol uci 6n de i ncubaci 6n conpuest a
por 100 g de arvejas, 0,8 g de carbonato de

calcioy 1 1 de agua destil ada.



Este caldo se prepar6 noliendo los 100 g de
arvej as congel adas y agregandol e inicial nente 200
m de agua destilada. Se hirvio por tres m nutos
a fuego lento. Luego se adicionaron |los 800 m
restantes de agua destilada, para conpletar el

l[itro.

Por ultino se agregaron los 0,8 g de carbonato de
calcio y fue posteriornente filtrado dos veces,
utilizando para ello nuselina. Luego se autoclavo

el caldo por 20 m nut os.

La incubaci 6n en el caldo de arvejas duré cinco

dias a 25°C en | a canara.

Transcurrido este periodo se procedi6 a |avar el
mcelio con agua bidestilada estéril. Después fue
transferido el mcelio a una nueva placa con 15
m de agua bidestilada estéril, siendo nuevanente
i ncubada en la camara a 25°C por cinco dias. Al
térmno de ellos, se procedidé a buscar
esporangi os o0 estructuras reproductivas en el

m cel i o.

3.5. Ensavo de pat ogeni ci dad:

El ensayo de patogeriicidad fue realizado en plantas de



palto var. Edranol, provenientes del vivero de |a
Estaci 6n Experinental de |la Facultad de Agrononia de la

Uni versidad Catdlica de Val parai so.

Se seleccion6 material vegetal aparentenente sano, altura

honmogénea y vi gor equi val ent e.

Las plantas se mantuvieron en | os contenedores originales
de polietileno de ocho 1, cuyo sustrato estaba conpuesto
por una nezcla de tierra, arena y tierra de hoja, en
relacion 1:1:1. E sustrato fue previamente esterilizado

con vapor.

La inoculacidén se efectud utilizando ai sl am entos
proveni entes de |os paltos que conmponen |a nuestra de 54
pl ant as, gue presentaban el cuadro patol 6gico
correspondiente a |a enfernmedad denom nada "tristeza" del

pal to, causada por Phytophthora ci nnamom .

Para tal efecto, se utilizaron |as cepas 16, 25, 34, 38 y
52 que presentaban el crecimento mcelial con patron
tipo roseta o tipo canelia sobre PDA que es una
caracteristica morfoldégica de la mayoria de 1os

ai sl am entos real i zados de Phvtopht hora ci nnanom .




3.5.1. Inocul aci 6n al sustrato

El ensayo se |levo a cabo con 18 plantas de palto o
uni dades experinentales, wutilizando tres por cada
tratam ento correspondiente a una cepa, mas el respectivo

tratam ento testigo.

Para realizar la inoculacion se vaci6é mcelio puro
correspondiente a tres placas de cada aislamento de seis

dias de edad a 300 m de agua bidestilada estéril

El mcelio contenido en agua fue fraccionado durante

cinco mnutos en el agitador mecani co.

La suspension se adiciondé directamente al sustrato de
cada planta, recibiendo cada una 50 m de |a suspension

correspondi ent e.

Una vez honpgeni zada |la nezcla se mdid |la concentraci én
de propagul os infectivos en cada suspensi on, nediante |la
utilizacion de wun hematocimetro, obteniéndose |as

Si gui entes concentraci ones:



CEPA ., CONCENTRACION DE . TLPOQ D
» PROPAGULOS INFECTIVOS . INOCULACICON
N¢.propagulos/ml .

C 16. 1,90*10° . al sustrato
c 25. 1,35%10° . al sustrato
C 34. 1,50*%10° . al sustrato
C 38. 1,65%10° . al sustrato
C 52, 1,25*106 . al sustrato
Test. s . 55

Al tratamento testigo se |le adicionaron 50 m de agua

destil ada por pl anta.

Las inocul aciones se realizaron la prinera semana de

novi enbr e.

Se procurd6 inundar y saturar por conpleto el contenedor,
para | o cual se regdé cada planta con 500 m cuatro veces

al dia, durante tres neses.

Las plantas o unidades experinentales se dispusieron

al eatori anente en un sonbr eadero.

3. 6. Eval uaci 6n:

3. 6.1 Eval uaci 6n descriptiva

Se realizaron observaci ones descriptivas rel aci onadas con



aspectos norfol 6gicos y fisiol égicos de |as plantas, ya

sea clorosis foliar, vigor, cantidad de raices y sani dad

de ell as.

3. 7. Recuperaci 6n de Phyt opht hora ci nnanom :

El pat 6geno fue reaislado desde |las raices infectadas de
| as uni dades experinmentales, utilizando técnicas

nmenci onadas en el punto 3. 3.



4. PRESENTACI ON Y DI scusl ON DE RESULTADCS

4.1. Sintomatologia de los arboles que conponen Ila

muestra:

4.1.1. Sintomatol ogia aérea

La sintomatologia aérea observada en |os paltos
medi ananent e af ectados y severanente afectados (Cuadro 1,
Anexo 1) es simlar a la sintomatol ogia aérea asoci ada a

| a enfermedad causada por Phytophthora cinnanonm . que es

descrita por VERGARA (1957): BEKEY (1987); LATORRE
(1988a); ZENTMYER (1980); COFFEY (1991).

Por lo tanto son paltos que presentan clorosis,

defoliacion y nuerte progresiva de las ramllas (Figura

D .



CUADRO 1. Sintomatologia de |os paltos del ensayo
asociado a |l a enfermedad causada por
Phy tophthor a sp.

Arbol es sanos: Todos | os arbol es consi derados sanos en el
ensayo se caracterizan por poseer un Vvigor
alto, abundante brotaci 6n, sin presencia de

clorosis foliar y una alta carga.

Arbol es nedi ananmente enfernos: Los arbol es considerados
medi ananente enfernobs en el ensayo se
caracterizan por poseer un vigor nedio,
brot aci 6n noderada, clorosis noderada y baja

car ga.

Arbol es severanmente enfernobs: Los arboles considerados
enfernos se caracterizan por presentar un
vigor bajo, escasa brotacion, presencia

clorosis severa y baja carga.




FI GURA 1.

A. Sintonatol ogia de un palto severanente

enferno. Notese |a presencia de brotes
defoliados en |a parte aérea

B: Sintonatol ogia de un palto nedi anarment e
enf er no.



FI GURA 1.

C. Sintomatol ogia de un palto sano. Nbotese

presenci a de abundantes brotes vi gorosos.



4.1.2. Sintomatol ogia del sistema radicul ar

La pudricion negra y firme a nivel radicular en |os
arbol es nedi ananmente y severanente afectados, es tanbién
simlar a la sintomatologia asociada a |a enfernedad

denom nada "tristeza" del palto causada por Phytophthora

gi nnanom y descrita por ZENTMYER (1980) y COFFEY (1991).

Ademas, se observa que en l|la nedida, que |os arboles se
encuentran mAs conpronetidos dism nuye tanbién el

cubrimento radicular bajo |la canopia (Cuadro 2, Anexo

2 .

Se manifiesta claranmente que |a sintomatol ogia aérea es
el reflejo del estado sanitario de las raices,

concordando con | o sefial ado por ZENTMYER (1980).



CUADRO 2. Sintonmatologia del sistema radicular de |os
pal t os que conponen |a nuestra, asociado a |a
enf er medad causada por Phytopht hora sp.

Arbol es sanos: Presencia de abundantes raices y todas se
observan visualnmente sanas en |o0os cuatro
sectores evaluados de todos |os arboles

consi der ados sanos.

Arbol es nedi ananente enfernobs: Presencia nobderada de
raices y se observan desde noderadanente
afectadas a nuy afectadas en los cuatro

sectores eval uados de | os arbol es.

Arbol es severanmente enfernps: Ausencia de raices O
presencia escasa en |os cuatro sectores
eval uados de | os arboles. Las escasas raices

se observan severanent e dafadas.




4.2. A slam ento:

4.2.1. Recuperacion de Phytophthora sp. desde |as

nmuestras de raices

Se recuper6 Phytophthora sp. a partir de cada palto o

uni dad experinental que conpone el ensayo, independiente
del grado de afeccion, determ nando asi el porcentaje de
recuperaci 6n en cada uni dad experinental (Anexo 3) . Los
porcentajes obtenidos indican que existe una exitosa
recuperaci 6n del patdégeno, tanto en arbol es nedi ananent e

y severanente enfernos, cono en arbol es sanos.

Esto nos sefiala que la nejor forma de evaluar |a
severidad de |la enfernmedad es | a apreciacion visual de |a
canopia o evaluaci 6on del largo del brote (aspecto que

sera realizado en | a segunda etapa).

Tanbi én nos indica que el huerto de palto sel eccionado

esta infectado con Phytophthora en forma nmas 0 nenos

pareja, por |o que se podria esperar una respuesta al

manej ar adecuadanente el agua de ri ego.



4.2.2. Medios de cultivo

De acuerdo a | os resultados obtenidos, se conprueba que
el nmedio selectivo Pl1OVP fue eficiente para aislar

Phytophthora sp. a partir de las raices daiiadas que

presentaban el sintoma caracteristico de avance del
hongo. Esto concuerda con | o sefal ado por OCANA y TSAO
(1966) y ZENTMYER (1980).

Se confirmb que el uso del nedio de cultivo Agar Agua
mnimza el crecimento de bioantagonistas y no el de

Phyt opht hora sp. Esto es corroborado por TSAO (1983) .

En algunas cepas fue necesario realizar constantes
repiques, para elimnar la interferencia de agentes
ant agoni stas, cono Pythiumsp. y ciertas bacterias. Esto
ocurre principalnmente en nedios de cultivo no selectivos

y nutritivos, cono Agar Papa Dextrosa.
4.2.3. Conservaci 6n de | as cepas ai sl adas

Los aislamentos C8, Cl6, C25, (C33, C34, (C38, 48, (o1, y

C52 de Phytophthora sp. conservados en agua destil ada

estéril a 5 °C + /- 1 °C durante dos hasta tres neses,
fueron recuperados sin problema en el medio de cultivo

Agar Papa Dextrosa (PDA).



4.3, identificacion de Phytophthora sp.

El mcelio de los aislamentos C8, Cl6, C25, (33, C34,
C38, (C48, Cb1 y Cbh2 presentd las siguientes
caracteristicas norfol 6gi cas: cenocitico, hialino, nmuy
ram ficado, ramficaciones en angulo recto, aspecto

coral oide y nudoso (Figura 3.A).

Las colonias de los aislamentos C8, Cl6, C33 y (38,
presentaron crecimento tipo canelia (Figura 2. A, y los

aislamentos 5, C34, 48, C51 y C52 tipo roseta (Figura
2.B.

Debido al crecimento tipo roseta o canelia, que
presentan |las colonias de |os aislamentos en el nedio de
cultivo Agar Papa Dextrosa, y a las caracteristicas
norfol 6gi cas del micelio, se presune que pertenecen al

géner o Phyt opht hor a.

Sin enbargo, para identificar |a especie involucrada en
| os ai slamentos, es necesario contar con |a presencia de

estructuras reproducti vas.

Esto se logré en los aislamentos Cl6 y C34 (Figura 3.0,
cuando se realizo el tratamento de induccidén de Ila
esporul aci 6n nurero tres y seis, determ nando asi que |as

cepas 16 y 34 corresponden a Phyt opht hora ci nnanom




Los restantes aislamentos CO @5, (C33, (C38, 48, C51 vy
C52 sonetidos tanbién a los distintos tratamentos, no
pudi eron ser identificados debido a |a ausencia de

estructuras reproductivas.

Sin enbargo, en todos |os aislamentos sonetidos a |os
tratamentos tres y seis, se observd |la presencia de un
gran nunero de clam dosporas, en su nayoria term nales

(Figura 3.B).

Posi bl enente | os aislamentos no identificados perdieron
su capacidad reproductiva por el largo periodo que
transcurri 6 desde el aislamento hasta que se realizaron
| os tratam entos de inducci 6n de |a esporul aci 6n. AYERS y

ZENTMYER (1971) determ naron esta m sna condi ci 6n.

Bl tratamento nanero seis logro inducir la esporul acion

| o cual es respaldado por AYERS y ZENTMYER (1971),
gui enes postulan |a necesidad de alcanzar una baja
condici6n nutritiva para lograr el canbio del estado
vegetativo al de esporulacién. Esto se habria realizado
al transferir el mcelio previanente |avado, desde el
cal do de incubaci 6n de arvejas a una nueva placa con agua

bi destil ada estéril.



FIGURA 2. A aislamentos, Cl6 , C33 y C38, con patroén de
crecimento tipo caneli a.

B: aislamentos, C25, C34, C52 y C53, con
patron de crecimento tipo roseta.



FI GURA 3. A. Vista microscopica (20 x) del mcelio del
ai slamento C34, identificado cono
Phvt opht hora ci nnanom . B: Vista
m croscopi ca (40 x) de una
cl am dospora term nal del aislamento C34.
Mde 28,9 mcrénetros de di anetro. C Vista
m croscopi ca (40 x) de un esporangio
del aislamento C34 . Mde 29.5 * 23.4
m cr onet r 0s.



4. 4. Eval uaci 6n del ensayo de pat ogeni ci dad:

Se eligieron al azar dos plantas de palto de las tres
exi stentes por cada tratamento correspondiente a cada
cepa, mas dos plantas testigo de un total de tres para
evaluar |la patogenicidad de |as cepas aisladas en

terreno.
4.4.1. Eval uaci ones descri ptivas

Se evaludé el vigor de las plantas, la clorosis del

follaje y el estado sanitario del sistenma radicular.

Se utilizdé una escala nunérica desde cero hasta cinco,
donde cero corresponde a un arbol sano y cinco a un arbol

sever ament e af ect ado.

La eval uaci 6n en base a la sintomatol ogia visual (Cuadro
3) arrojo diferencias notorias entre el testigo y las
pl antas i nocul adas con |os aislamentos Cl6 y C38. Existe
tanbi én una diferencia nmenos marcada con | os aislamentos
5 y C34, pero la inoculacion con C52 no tiene cas

di ferencia con el testigo.

La clorosis es un sintoma inportante del follaje en
arbol es afectados por especies del género Phytophthora

(PINTOy ENGAISH 1972; MIRALES, 1985)




En las plantas eval uadas, |a necrosis superé a |la etapa
de pudricion de raicillas, existiendo una pudricion

severa con destrucci 6n del tejido radicular (Figura 4).

La sintomatol ogia observada al final del del ensayo es

simlar a la descrita por ZENTMYER (1980) y COFFEY (1991)

en pal tos.

ZENTMYER (1980) indica que cepas aisladas de una msnma
especi e pueden poseer diferente grado de virulencia.
Simlar situaci 6n se presenta al observar |os resultados
de | a eval uaci 6n del ensayo de patogenicidad, siendo |as

cepas 16 y 38 las mas p' atogénicas y la cepa 52 |la nenos

pat ogéni ca.

Sin enbargo, | as diferencias observadas entre el testigo
y las plantas inocul adas con |os distintos aislam entos,
pueden atribuirse en parte al diferente grado de

virul encia de | as cepas, conp tanbi én a |a influencia de

| a canti dad de i nocul o.



CUADRO 3. Si nt omat ol ogi a aérea, sintonatol ogi a
radi cul ar y eval uaci on del grado de
af ecci 6n en | os paltos inocul ados al
sustrato.

.2

Cepa.Repeticidn.Sintomatologia .Estado .Evaluacion,

. Aérea .Sanitario de
- .las Raices .
Clé Rl y R2 .Clorosis severa.Totalmente . S
. .bajo vigor .desintegradas.
€25 . Rl y R3 .Clorosis severa.Severamente . 3
.bajo vigor .afectadas
c34 Rl vy R2 .Clorosis .Moderadamente. 2
. .moderada, .afectadas .
. .vigor medio
c38 . R1 .Clorosis severa.Severamente . 3
' .bajo vigor .afectadas 5
. R2 .Clorosis severa.Totalmente . 5
.bajo vigor, .desintegradas.
.necrosis en . .
,ramillas
C52 . R2 y R3 .Clorosis leve .Levemente . 1
. .vigoroso .afectadas "
Test. Rl y R2 .Clorosis leve .Visualmente . 0
. .vigoroso . 5ano

* Oa b5, donde O corresponde a una planta sana y 5 a una

pl anta severanent e af ect ada.



TESTIGOND

FNDCULADD CERA TESTEGORD
FYO ~ tNOCULADD

FIGURA 4 : Siiitomatologia observada en |las plantas
i nocul adas en |los aislamentos Cl6 y C38 en
rel aci on al testigo.



4.5. Reaislamento de Phvtophthora sp .

Real i zados | 0os procedi mentos necesarios para reaislar el
hongo desde las raices de |las plantas de palto inocul adas

al sustrato, sélo fue posible obtener Phytophthora sp.

desde | as uni dades experinentales inoculadas con |as

cepas Cl6 y C38.



5.  CONCLUSI ONES

En esta investigacion se pudo seleccionar plantas de
palto con tres grados de ataque de "Tristeza", siendo el
nej or nétodo de seleccidén la apreciacién visual de la
canopia en conjunto con |a evaluacion de las raices. H

aislamento de cepas de Phytophthora a partir de raices

enfermas fue |Ilevado a cabo con éxito al utilizarse |la

nmet odol ogi a desarrol | ada por ZENTMYER (1980) .

En relacion a la identificacion de cepas de Phytopht hor a.

la nejor metodologia fue al utilizarse una soluci 6n de
i ncubaci 6n a base de arvejas, que permtio identificar
los aislamentos Cl6 y C34, cono Phytophthora ci nnanom .

Sin enbargo | os aislamentos C8, C25, (C33, (C38, 48, (51

y C52 no pudieron ser identificados, dado que al ser
sonetidos al msno tratamiento de induccion de la

esporul aci 6n, no formaron estructuras reproductivas.

Fi nal mente, se probd |a patogenicidad de |os aislam entos

de Phytophthora correspondientes a |as cepas Cl6, C38,

5 y C34 obtenidos a partir de las nuestras de raices
i nfect adas, existiendo |la msna sintonmatol ogia asoci ada a
arbol es enfernos, recuperandose posteriornente el

pat 6geno i nocul ado.



6. RESUMEN

Se selecionaron arboles de |a especie Persea anericana

MII, variedad Hass sobre patron mexicola, ubicados en |a
Estaci 6n Experinental La Palma, Quillota, de la Facultad

de Agronomia de | a Universidad Catdlica de Val parai so.

La el ecci6n de |as unidades experinentales se hizo en
base al grado de ataque o grado de desarrollo de la
enf ernedad denom nada "tristeza" del palto, causada por

Phvt opht hora ci nnanom , diferenciando tres grados,

aparentenente sano, nediananente afectado y severanente

af ect ado.

El ensayo se dividid en seis bloques, constituyéndose
cada uno de tres arbol es el egi dos al azar por cada grado
de ataque. A futuro se aplicara a estos arboles cargas de
agua reducidas en 15%y 35% con el fin de determnar qué

efecto tiene en |la recuperaci 6n de |l a pl ant a.

Se tomaron nuestras de raices en los cuatro puntos
cardi nal es de cada palto, para corroborar |a presencia

del pat 6geno, presum bl ement e Phyt opht hora ci nnanmomi .

Se desarroll 6 una netodologia de aislanmento para

recuperar el patoégeno, que consistio en el uso del nedio



de cultivo selectivo P1OVP, repicando posteriornmente en
nmedi o de cultivo Agar Agua y |luego en Agar Papa Dextrosa.

Esta nmetodologia permtio aislar exitosamente el

pat 6geno.

Las caracteristicas norfol 6gicas y el crecimento patroén
tipo canelia o roseta, que presentan |las colonias de |os
aislamentos, en el nedio de cultivo Agar Papa Dextrosa,

permten presumr que pertenecen al género Phytophthora.

Los aislamentos fueron sometidos a distintos
tratam entos de induccidén de la esporulacién. Se
desarrol |l 6 una mnetodol ogia de identificacion, utilizando
una sol uci 6n de incubaci 6n a base de arvejas (tratamento
N°6), que permtio identificar |los aislamentos Cl6 y

C34, cono Phyt opht hora ci nnai noi ni .

Ademés, se evalud |a patogenicidad de |as cepas ai sl adas,
i nocul ando el sustrato de las plantas. Transcurridos tres
meses fueron eval uadas, pudi éndose asoci ar | a
sintomat ol ogi a observada a |la presentada por |os paltos

at acados.
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ANEXO 1

Si ntomat ol ogia de | os paltos del ensayo asociado a |la
enf ermedad causada por Phvtopht hora sp.

N° del .N° del . Grado . Sintomatologia visual aérea
4rbol .bloque .afeccidn. Vigor.Brotacién.Clorosis.Carga.

medio.moderada .moderada. baja.

2 1 M

4 1 S alto .abundante.ausente . alta.
5 1 E bajo .escasa .gevera . baja.
6 1 M medio.moderada .moderada. baja.
7 1 M . medio.moderada .moderada. baja.
8 1 8 . alteo .abundante.ausente . alta,.
9 1 . E . bajo .escasa .severa . baja.
10 1 . s . alto .abundante.ausente . alta,
12 1. E . bajo .escasa .severa . baja.
13 2 E bajo .escasa .severa ,. baja.
14 2 E . bajo .escasa .severa . baja.
i5 2 s . alto .abundante.ausente ., alta,
16 3 E bajo .escasa .severa . baja.
17 2 M medio.moderada .moderada. baja.
18 2 E bajo .escasa .severa . baja.
19 2 S . alto .abundante.ausente . alta.
20 . 2 M medio.moderada .moderada. baja.
21 . 2 S . alto .abundante.ausente . alta.
22 2 M . medio.moderada .moderada. baja.
23 3 E bajo .escasa .severa . baja.
24 . 3 . M medio.moderada .moderada. baja.
25 . 3 . M medio.moderada .moderada. baja.
26 3 . M medio.moderada .moderada. baja.
28 3 . E bajo .escasa .severa . baja,.
29 . 3 S alto .abundante,ausente . alta,
30 . 3 S alto .abundante.ausente . alta.
31 . 3 5 . alto .abundante.ausente . alta.
a2 4 M . medio.moderada .nmoderada. baja.
33 4 M medio.moderada .moderada. baja.
34 4 E bajo .escasa .severa . baja.
35 4 E bajo .escasa .severa . baja.

S: sano M nedi ananente afectado E: severanente afectado



ANEXO 1(cont)

Sintonatol ogi a de | os paltos del ensayo asociado a |l a
enf ermedad causada por ghyt opht hora sp.

N°® del .N° del . Grado . Sintomatologia visual aérea
arbol .blogue .afeccidn. Vigor .Brotacidén.Clorosis.Carga.

36 . alto .abundante.ausente . alta.

4 5 s .
37 4 . S . alte .,abundante.ausente . alta.
38 4 E . bajo .escasa .s8evera . baja.
39 4 S . alto .abundante.ausente . alta.
40 4 M medio.moderada .moderada. baja.
41 5 E bajo .escasa .severa . baja.
42 5 M medio.moderada .moderada. baja.
43 5 E bajo .escasa .sevexra . baja.
44 5 s alto .abundante.ausente . alta.
45 5 S alto .abundante.ausente . alta.
46 5 M medio.moderada .moderada. baja.
47 5 E . bajo .escasa .severa . baja.
48 S M . medio.moderada .moderada. baja.
49 5 s alto .abundante.ausente . alta.
50 6 s alto .abundante.ausente . alta.
51 6 M medio.moderada .moderada. baja.
52 6 E . bajo .escasa .severa . baja.
53 6 E . bajo .escasa .sevexra . baja.
54 6 B bajo .escasa .severa . baja.
55 6 M medio.moderada .moderada. baja.
56 6 S . alto .abundante.ausente . alta.
57 6 M . medio.moderada .moderada. baja.
58 6 S . alto .abundante.ausente . alta.

S: sano M nedi ananente afectado E: severanente af ectado



Si nt omat ol ogi a del

ANEXO 2

sistema radi cul ar de | os paltos que

conponen | a nuestra, asociado a | a enfernmedad causada por

Phyt opht hora sp.

N°del .Nivel .Muestra.

Cubrimiento . Estado Sanitario
&xrbol. de las ralices de las raices
2 M .Noxte Moderado a . Moderadamente
. abundante afectadas
. Sur, . Moderado Moderadamente
. .Este, vy. . afectadas
. .Oeste .
4 , 8 .Norte, . Abundante . Sanas
L] L] SUI i L] .
.Este y
L] .Oeste L] -
S E .Norte, . Muy bajo . Severamente
.8ur y . afectadas
.Oeste
.Este . Bajo . Severamente
. . afectadas
6 M .Norte y. Moderado Moderadamente
. .Sur afectadas a sanas
.Este . Abundante . Moderadamente
. . . afectadas a sanas
.Oeste Moderado a Moderadamente
. . . abundante afectadas a sanas
7 M .Norte, Moderado a Moderadamente
. .Este yv , abundante . afectadas
.Deste .
. Sur Moderado Moderadamente
afectadas

S:sano

M: medianamente afectado E:

severamente afectado



ANEXO 2(cont.)

N°del .Nivel .Muestra. Cubrimiento .

Arbol.

de las raices

Estado Sanitario
de las raices

S .Norte, . Abundante .
.8ur, .
.Este y
.Deste

Sanas

E .Norte, . Escaso
.8ur,
Bste, vy.
.Oeste

Totalmente
desintegradas

10 L]

S .Norte, . Abundante .Sanas

.8ur,
.Este, vy.
.Oeste L] -

E .Norte, . Escaso
LSur, .
.Bste, v.
.Deste . 5

Totalmente
desintegradas

13

L

E .Norte, . Escaso .
.sur, . .
.Bste, vy,

Oeste

Totalmente
desintegradas

‘14 .

E .Norte, . Escaso
.8ur, .
.Este, vy.
.Oeste .

Totalmente
desintegradas

15 .

S .Norte, . Abundante
.5ur,
.Este, vy. .
Deste. . 5

Sanas

S:sano

M: medianamente afectado E:

severamente afectado



ANEXO 2(cont.)

N°del .Nivel .Muestra. Cubrimiento . Estado Sanitario
arbol. . . de las raices . de las rafices
'16 . E .Norte . Moderado . Moderadamente
5 : afectadas
.Sur v . Bajo . Moderadamente a muy
.Este . . afectadas
.Oegste . Moderado . Moderadainente a muy
afectadas
17 . M .Norte, . Moderado a . Moderadamente a
. Sur, . bajo . Severainente
. .Bste y . . afectadas
. ,Oeste . 5
-18 . B .Norte, . Bajo . Severamente
. .sur, . " . afectadas
. .Este vy .
‘ ,Qaste ., 5
19 . 8 L,.Norte, . Abundante . Sanas
.. .Sur,
.Bste vy . .
.Oes te * L]
20 . M .Norte, . Moderado . Moderadamente
: . .8ur, . . afectadas
. .Este y .
» loeste L] L]
21. . 8 L,Norte, . Abundante . Sanas
. , sur,
.EBste y
.OQeste
22 . M .Norte, . Moderado . Moderadamente
' .Sur, . . afectado
.Este vy
.Oeste

S:sano M nedi ananente afectado E: severanente afectado



ANEXO 2 (cont.

N°del .Nivel .Muestra.

Cubrimiento

Estado Sanitario

“Arbol. de las raices de las raices
23 ‘E .Norte Moderado a Moderadamente a
bajo severamente
afectadas
.Sur vy Moderado . Moderadamente a
.Este severamente '
Qeste afectadas
24 ., M .Norte, Moderado Moderadamente a
. .8ur, vy afectadas
. .Este .
.Oeste Abundante a Moderadamente
5 moderado afactadas_
25 . M .Norte y. Moderado Moderadamente
.Deste . afectadas
.Sur vy Moderado a Moderadamente
_ .Este bajo afectadas
26 . M .Norte y. Abundante a . Moderadamente
S .OQeste moderado . atectadas a sanas
.Sur y Moderado Moderadamente
.Este . afectadas
'28 . E .Norte, Bajo . Severamente
S .Sur y afectadas
. .Qeste
.BEste Moderade a . Moderadamente a
. . . bajo . severamente
. . afectadeos
29 S .Norte, Abundante Sanas
. -Sur, L L]
.Este y .
.Qeste
S:sano M nedi ananente afectado E: severanente afectado



ANEXO 2 (cont.)

N°del.Nivel .Muestra.
arbol, .

Cubrimiento
de las rafces

Estado Sanitario
de las_raices

30 . S8 .Norte, Abundante Sanas
. .8ur, .
. .Este y
. Oeste
31 . 8 .Norte, Abundante Sanas
. .Sur,
. .Este y
} .Oeste
32 . M .Norte, Bajo Moderadamente a
. .Sur, . . severamente
.Este y . . afectadas
.Oeste ., 5
33 . M .Norte, . Bajo . Moderadamente
. .Este y afectadas
.Qeste
.Sur . Bajo . Moderadamente a
. severamente
afectadas
34 E .Norte, . Bajo Moderadamente a
.Bste y . severamente
.Qeste . afectadas
. Sur . Escaso . Totalmente
. desintegradas
35 . E .Norte y. Bajo Moderadamente a
. .Este severamente
afectadas
.8ur y .Bajo Severamente
.Oeste . afectadas
36 + 8 L.Norte, . Abundante . Sanas
. .SUI,
. .Este y
. Oeste

S: sano M

medi ananent e af ectado E

severanent e af ectado



ANEXO 2 (cont.)

N°del.Nivel .Muestra. Cubrimiento . Estado Sanitario
arbol. . ‘ . de las raices . de las raices
37 . S .Norte, . Abundante . Sanas
.8ur,
. Este vy _ .
* -Oeste L] *
38 . E .Norte y. Escaso . Totalmente
.Sur . . desintegradas
Este y . Bajo ., Severamente
. .Oeste . . afectadas
39 ., S .Noxte, . Abundante . Sanas
. SUI ¥
.Este y
.Qeste
40 , M .Noxrte y. Moderado . Moderadamente a
»Sur . . Severamente
afectadas
. .Este v . Moderado . Moderadamente
. .Qeste . . afectadas
21 . E .Norte, . Escaso . Totalmente
.Sur, . . desintegradas
.Este, vy.
.Oeste .
42 . M .Norté, . Moderado . Moderadamente
.Este y . . afectadas
.Qeste
.sur . Bajo . Moderadamente
. . afectadas
43 . E .Norte, . Escaso . Totalmente
g . 8ur, . . desintegradas
. .Bste, vy.
. .Oeste

S: sano M nedi ananente afectado E: severamente af ectado



ANEXO 2 (cont.)

N°del .Nivel .Muestra.

Cubrimiento

Estado Sanitario
. de las raices

arbol. . de las raices
44 .Norte, Abundante Sanas
L3 Sur F
Este ¥y
.Oeste
45 :. .Norte, Abundante Sanas
. - SU.I ¥
.Este y .
.Oeste
a6 . .Norte y. Bajo . Severamente
. . 5urx . afectadas
.Este y Bajo . Moderadamente
. .Oeste . . afectadas
47 .Norte, . Bajo Moderadamente a
. .Sur vy . . severamente
.Este - . . afectadas
.Qeste . Moderado a Moderadamente
' . bajo . afectadas
48 .Norte . Bajo Moderadamente
. . afectadas
.Sur, . Bajo . Moderadamente a
.Este y - . severamente
. .Qeste . afectadas
48 .Norte, . Abundante . Sanas
. . Sur, .
.Este ¥y
. .Oeste
50 .Norte, . Abundante Sanas
. sur ] L)
.Este y .
L] loes te - -

S: sano

M nedi ananent e af ect ado

E: severanente afectado



ANEXO 2 (cont.)

N°del.Nivel .Muestra.
arbol., .

Cubrimiento
de las raices

Estado Sanitario
de las raices

51 . M .Norte y. Abundante a Moderadamente-
.Beste moderado afectadas
.Sur y Moderado Moderadamente
.Cegte afectadas

52 . M .Norte, Bajo . Severamente
.Sur, " afectadas
.Este y
.Oeste

53 . M .Norte, . Bajo Severamente
.Sur, afectadas
.Este vy
.Oeste

54 . E .Norte y. Bajo Moderadamente
. 8ur afectadas
.Este y . Moderado Meoderadamente
.Deste afectadas

55 ., M .Norte, Moderado Moderadamente

' .Este y afectadas
.Oeste
.Sur Moderado a Moderadamente
.Oeste ., bajo afectadas
"856 . 8 .Norte, Abundante Sanas
. .Sur,

.Este y .
Qeste

57 . M _.Norte y. Bajo Moderadamente

; : . Sur . afectadas
.Este y Modexado Moderadamente
.Oeste

afectadas

S: sano M

nedi anament e afectado E

sever anent e af ect ado



ANEXO 2 (cont.)

N°del .Nivel .Muestra. Cubrimiento . Bstado Sanitario
arbol. . . de las raices . de las ralices
58 ., 8 .Norte, . Abundante . Sanas
.Sur,
Bgste vy
.Oeste

S: sano M nedi ananente afectado E: severanente afectado



ANEXO 3

Por cent aj e de recuperaci 6n de Phytophthora sp. desde |as
rai ces.

N° del .N°® del . Grado . % de Recuperacidn
4rbol .blogue .afeccidén. NORTE . SUR . ESTE . OESTE

2 1 M . 55 % S0 % 78 % . 58 %

4 1 =] . 50 % 43 % 50 % . 44 %

5 1 E . 50 % 67 % 42°'% . 58 %

6 1 M . 60 % 44 % 56 % 56 %

7 1 M . 42 % 45 % , 60 % 55 %

8 1 ' s . 30 % 36 % 27 % . 33 %

b 1 E 55 % 60 % 42 % . 70 %
10 1 S . 40 % 36 ¥ . 40 % 25 %
12 1 E . 67 % . 83 % .100 % 70 %
13 2 E 78 % . 45 % . 70 % 50 %
14 2 E 44 % . 90 % 82 % . 67 % .
15 2 s . 33 % 42 % 33 % . 38 ¢ .
16 3 E . 67 % 58 % . 25 % . 57 % .
17 2 M 80 % 42 % . 67 % . 30 %
18 2 E 54 % . 50 % . 89 % . 33 %

19 2 S 45 % . 38 % . 40 % 25 %
20 2 M 70% .50 % . 58% ., 67% .
21 2 . S ., 60 % 40 % . 60 % . B0 %

22 2 M . 25 % 33% . 33 % 50 %

23 : 3 : E 67 % 67 % 56 % . 69 %

24 3 M 69 & .62 % .67 % ., 56 %
25 3 M 53 % . 50 % . 43 % . 38 % 5
26 3 M 64 % . 42 % . 33 % . 33 % .
28 3 E 70 % 92 % . 54 % . 50 %

29 . 3 s . 27 % 36 % 29 % . 29 %
30 . 3 s . 46 % 36 5 . 27 % 33 &
31 5 3 5 = . 25 % 55 % . 46 % 45 %
32 4 . M . 25 % 25 &% . 45 % 33 %
33 4 5 M . 25 % 50 % . 17 % 33 % 5
34 4 E 17 % 50 % . 38 % 38 %
35 4 E 92 % 80 % 58 % 53 &
36 4 S 32 % 45 % 33 % 39 % .
37 4 S 40 % . 37 % . 39 % 27 %
38 4 E 83 % . 90 % .100 % 77 %

S sano M nedi ananente af ectado E: severanente afectado



ANEXO 3 (cont.)

Porcent aj e de recuperaci 6n de Phvtophthora sp. desde |as
rai ces.

N° del .N° del . Grado . % de Recuperacién .
drbol .blogque .afeccidn. NORTE . SUR . ESTE . OESTE .
39 4 S 35 % 38 % . 41 % 39 %
40 4 M . 63 % 64 % . 72 % 50 %
41 5 E .100 % 89 % .100 % 78 %
42 5 M 50 % . 60 % 50 % 53 %
43 5 E 67 % . BO % . 78 % 73 %
44 5 S . 50 % ., 33 % . 41 % 5¢ %
45 . 5 S8 . 37 % 29 % 32 % 30 %

46 . 5 M . 56 % .63 % . 46 % . 67 %

47 5 E 64 % . 83 % .64 % , 73 %
48 . 5 M 50 % . 64 % 67 % 53 % .
49 . 5 S 28 % . 35 % 27 % 29 %

50 6 S .25 % , 30 % . 32 % 33 %

51 6 M .59 % . 67 % ., 64 % . 79 %
52 6 E .61 % .67 % ,69% ,77%

53 6 E . B1L % ., 65 % 65 % 78 %

54 6 E .79 %, 80 % 76 % 73 %

- 55 6 M . 76 % 70 % 72 % . 71 %
=133 6 8 . 28 % 34 % .27 % . 24 %
57 : 6 . M .56 % ,65% , 57 % . 58 %
58 . 6 . S . 45 & |, 40 % 30 % . 37 %

S: sano M nedi ananente afectado E severanente af ectado



