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1. RESUMEN DEL PROYECTO DE TITULO DE

Fernando De Andraca Hurtado para el grado de Ingeniero Agronomo

presentado el 26 de Mayo de 1997 . Titulo : Etiologia y Control de la Tristeza

del Palto causada por Phytophthora cinnamomi.

Resumen Aprobado : @ % 5(

El aumento del cultivo del palto (Persea americana) en Chile, la
importancia de la tristeza (P. cinnamomi) y la reciente introduccion de M-5,
fungicida en base de 4cido fosforoso, motivaron esta investigacion. Los
objetivos fueron: Determinar la etiologia de la tristeza en la zona de Peumo,
VI-Region y evaluar el fungicida M-5 . Con el fin de evaluar la efectividad de
este nuevo fungicida, se seleccionaron paltos cv. Hass sobre portainjerto
Mexicola, de doce afios de edad, ubicados en Peumo, donde se aplicaron los
siguientes tratamientos segin un disefio completamente al azar con cinco
repeticiones: M-5 (1,5 inyecciones de 15 ml/ 1,5 m de didmetro de copa),
Alliete 80 WP (20 ml/ 3m” de proyecion de la copa), Ridomil 5G (50 g/ m* de
proyeccion de copa), Phyto-Fos (1,5 inyecciones de 15 ml/ m de didmetro de
copa), mas un testigo sin tratamiento. La efectividad de estos tratamientos se
determind por la evolucion de la infeccion radical, el contenido de nitrogeno
foliar a los seis meses de realizados los tratamientos, crecimiento y vigor,
necrosis y calibre de la fruta. Se establecio la patogenicidad de 15 aislamientos,
10 de raiz y 5 de suelo, en bioensayos de tubérculos de papa y estacas de palto
del cv. Hass. Posteriormente en paltos cv. Hass de 1 afio de edad mantenidas

bajo condiciones de semisombra.



Los fungicidas M-5 (acido fosforoso) y Ridomil 5G (metalaxilo) fueron
muy efectivos otorgandole a la planta una proteccion mayor o igual a 120 y
180 dias respectivamente. Todos los aislamientos de P. cinnamomi fueron
patogénicos en paltos cv. Hass sobre portainjerto Mexicola. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05) en didmetro del tallo,
namero de hojas y reaislamiento de P. cinnamomi. No obstante, hubo
diferencias en virulencia. Existio una alta correlacion ( R=0,95) entre las
pruebas de patogenicidad realizadas en tubérculo de papa y la prueba de
patogenicidad realizadas en estacas de un afio de paltos cv. Hass. Por lo tanto,
los aislamientos causantes de la tristeza del palto correspondieron en su

totalidad a P. cinnamomi.



2. ABSTRACT

The growth of avocado (Persea americana) cultivation in Chile, the
importance of Phytophthora cinnamomi and the recent introduction of M-5, a
phosphorous acid-based fungicide, motivated this research. The objectives
were the following: To determine the etiology of P. cinnamomi in the Peumo
area (VI region), and to evaluate M-5 fungicide. In order to evaluate this new
fungicide’s efficacy, 12 year old Hass avocados grafted on Mexicola rootstocks
were selected. These were located in Peumo, where the following treatments
were applied with a totally random criteria: M-5 (1,5 injections 15ml/1,5m
bower diameter), Alliecte 80 WP (20ml/3m” of bower projection), Ridomil 5G
(50g/m” of bower projection), Phyto-Fos (1,5 injections 15ml/1 m. bower
diameter), and one sample without treatment. These treatments” efficacy was
determined by the evolution of the radical infection, the level of foliar nitrogen
six months after the treatment had started, degree of growth and strength,
necrosis and fruit size. The pathological origin on 15 isolations were identified
(10 were in the roots and 5 were on the soil) on potato tubers and Hass
avocado slips by bio-tests. Afterward, the same was done on one year old Hass
avocados under semi-shade conditions.

M-5 (phosphorous acid) and Ridomil (metalaxil) fungicides proved to
be very effective, providing the plants a protection greater or equal to 120 and
180 days respectively. Every P. cinnamomi isolation proved to be pathogenic
in the Hass avocados grafted on Mexicola rootstocks. Statistically significative

differences (p<0.05) were observed in the stem’s (sprout) diameter, number of



leaves, and reisolation of P. cinnamoni. Al P. cinnamomi isolate obtained
were pathogenic, however, there were differences in virulence. A high
correlation ( R = 0.95) was obtained between the pathological tests on potato
tubers and the ones done on one year old avocado slips. Therefore, all the

isolations causing the disease were attributed to P. cinnamomi.



3. INTRODUCCION

La tristeza del palto (Persea americana) producida por Phytopthora
cinnamomi Rands, es sin lugar a dudas la enfermedad del palto mas
importante a nivel mundial. El hongo, se dispersa a través del suelo, del agua y
durante la comercializacion de plantas. Se localiza en el aparato radical
provocando su podredumbre. Su accion se intensifica en terrenos humedos,
€scasos en oxigeno y con temperaturas de 25 a 30°C.

La sintomatologia de esta enfermedad se caracteriza por un
decaimiento progresivo del arbol con la presencia de hojas pequefias, cloréticas
y parcial o totalmente escaldadas. Presencia de cancros ocasionales en el cuello
de los arboles y una evidente pudricion de las raices. Eventualmente los &rboles
severamente infectados colapsan. Ocurre como focos delimitados en el terreno
y asociados a condiciones de mal drenaje. Se favorece con exceso de humedad
en el suelo y con existencia de heridas en el tronco o en las raices (Latorre,
1995).

Las ramas comienzan a secarse por el &pice. Las raices se presentan
como quemadas o ennegrecidas. El mayor dafio a las raices se produce durante
los meses invernales, pero la parte aérea del arbol muestra los sintomas mas
graves de la enfermedad bastante mas tarde, al comienzo de la primavera. Esto
se debe a la ruptura del equilibrio hidrico entre vegetacion y raices por la
mayor transpiracion de la parte aérea (Calabrese, 1992).

Algunas de las practicas orientadas a reducir el impacto de la

enfermedad son: Cultivo de plantas en viveros limpios (esterilizaciéon con



bromuro de metilo, uso de polvo de sulfato de cobre para limpiarse los pies a la
entrada del vivero, lavado de herramientas con fungicidas, uso de agua de pozo
o de rios clorada), uso de patrones resistentes (Duke 6, Duke 7, Thomas),
fumigacion del hoyo de plantacion con bromuro de metilo, plantaciones en
tierras libres del patdgeno, seleccion adecuada del terreno, descartando areas
donde el drenaje es deficiente. Otra practica bastante comuin es el uso de
camellones, de manera que las raices se desarrollen en una zona sin 0 con
menor cantidad de zoosporas, también es recomendable realizar estudios del
agua de riego, posible presencia de napas fredticas y hacer una
micronivelacion del terreno para favorecer un adecuado escurrimiento del agua
y evitar que ésta se acumule en algunos sectores. También ha sido probada la
solarizacion, pero sin resultados positivos.

En huertos establecidos una nutriciéon balanceada puede favorecer la
regeneracion de raices de reemplazo donde ha sido atacado por P. cinnamomi.
Particular importancia se le da a la nutricion con calcio, fésforo y boro, los
cuales son muy importantes para la raiz en crecimiento (Wostenholme, 1981).
Un nivel favorable de calcio en el suelo reduce la incidencia y severidad de
¢sta enfermedad en palto (Snyman y Darvas, 1982).

A nivel de huerto, frecuentemente la expresion de sintomas visibles de
Phytophthora esté asociado a problemas de drenaje del agua del suelo (Sterne,
et al., 1978). Si los arboles afectados de tristeza no son recobrados
rapidamente, ninguna deficiencia nutricional o toxicidad inductda por la
enfermedad puede ser corregida. Los arboles con raices infectadas por
Phytophthora en Queensland, Australia, se han encontrado con un bajo nivel
de nitrogeno, fésforo, azufre, zinc y boro en relacién a los arboles sanos

(Whiley y Pegg, 1987).



El dafio de las raices como resultado de la infeccion de P. cinnamomi
puede tambi€n resultar en una acumulacién de cloruros en las hojas ( Whiley et
al., 1987) particularmente si la irrigacion de agua es alta en cloro o si ¢l cloruro
de potasio es usado como una fuente de potasio. En suelos infectados con P.
cinnamomi se recomienda de preferencia el uso de sulfato de potasio como
fuente de potasio.

Desde el punto de vista del control quimico, existen diversas
alternativas dentro de las cuales se encuentran inyecciones al tronco, productos
granulares al suelo, aplicaciones al follaje, tratamientos en la actualidad con un
alto costo por hectarea (Tabla 1). Es por esto que la introduccion de el producto
M-5 al mercado nacional, con un costo inferior sumado a el importante
aumento de la superficie de las plantaciones de este frutal, motivaron la
presente investigacion, con los siguientes objetivos: Determinar la etiologia de
la tristeza del palto en la zona de Peumo, VI-Regiéon y evaluar el fungicida
M-5 (é&cido fosforoso).



Tabla 1. Costos de aplicacion por hectarea.

Producto Dosis Valor Numero de | Costo/hd/afi
(L 6 Kg/ha)' | unitario® ($) | aplicaciones |o° (8)

M-5 0,42 8.941 2 7.510

Alliete 80 WP 4,80 17.546 2 168.442

Ridomil 5G 288,35 29.134 2 16.905.384

Phyto-fos 32,13 2.500 2 160.650

1 Para los calculos de la dosis de producto se consideré la distancia a la cual se encontraban las plantas que es de 7 x 7
metros v un didmetro promedio de copa de 6 metros.

2 Valores obtenidos de las empresas quimicas con fecha de Enero de 1997.

3 En ¢l caso de las invecciones se debe considerar ademas el costo de 20 jornadas hombre, mientras que en la aplicacién al

suelo se requiere de sélo 2 jornadas hombre.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Control Quimico

El control quimico de la enfermedad, se lleva a cabo mediante
productos quimicos, algunos de los cuales, especificos en la lucha contra
Phytophthora, son muy eficaces y a veces se logra curar la planta.

El descubrimiento de la técnica de inyecciéon al tronco para la
enfermedad de la raiz (Darvas et al., 1984) y el registro del acido fosforoso,

han dado una nueva dimension al control de esta enfermedad.

4.1.1 Metalaxilo.

Antes del registro del acido fosforoso, el metalaxilo fue ampliamente
usado para el control de P. cinnamomi provocando en un comienzo una
significativa mejoria en las raices de los arboles afectados, pero después de 3
afios de continuo uso derivo en un dramético deterioro de los arboles, lo que se
deberia aparentemente a una acelerada biodegradacion del metalaxilo. Ademas
existen evidencias de que en algunos lugares, el hongo habria desarrollado
resistencia al fungicida (Darvas, 1983). En 1987 también se sugiere la

degradacion biologica o quimica del metalaxilo en el suelo (Pegg et al., 1987).
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Algunos fungicidas reducen la incidencia de la P. cinnamomi en la
base de las raices de los arboles inyectados, sin mejorar su condicion. Ellos son
el metalaxilo, pyroxfur (Darvas et al., 1984).

Otros autores sefialan que al ser el metalaxilo el mejor sustituto del
acido fosforoso, resultaria aconsejable el uso de ambos en afios alternados o
cada tres afios de manera de reducir los problemas de resistencia, de la
biodegradacion del acido fosforoso en forma acelerada como también reducir
los residuos quimicos acumulados en los frutos.

En California recomiendan aplicar 7,5 g de metalaxilo/m® al suelo

parcializado en tres dosis iguales con intervalos de 2 a 3 meses .

4.1.2 Fosetil aluminio y acido fosforoso.

El 4cido fosforoso fue evaluado en Australia incorporandolo al suelo,
pulverizaciones al follaje y como inyeccion al tronco (Pegg, et al,1987). Tanto
el tratamiento al follaje como al suelo de acido fosforoso mostraron un buen
control de la tristeza. Sin embargo, este ultimo presentd una prolongada
persistencia, otorgandole una proteccion por 11 semanas.

Respecto a los niveles de nitrogeno y boro se establecid que las
inyecciones de acido fosforoso no aumentaron las concentraciones de ambos
elementos en las hojas mas alla de lo que lo hacen en tratamientos al suelo o en
plantas que no fueron tratadas (Whiley y Pegg , 1987).

Otro producto utilizado, el fosetil aluminio, fungicida sistémico, fue

introducido como pulverizaciones al follaje, pero con al menos 6 aplicaciones
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por afio, lo que lo hacia un programa muy laborioso, caro y la recuperacion de

los arboles era muy lenta.

4.1.2.1 Metabolismo del producto fuera y dentro de la planta.

Aplicaciones foliares de fosetil-aluminio demostraron que ¢l producto
se moviliza en la planta en forma de fosfonatos, los cuales fueron lentamente
convertidos en acido fosforoso y este Gltimo ademas desaparece mas rapido
que el fosetil aluminio (Lutringer y Cormis, 1985).

Si la concentracion de acido fosforoso puede ser monitoreada dentro de
la planta puede ser til para determinar cuando aplicar la siguiente dosis.

La lenta conversion de fosetil aluminio en acido fosforoso reduce el
riesgo de toxicidad, ya que se sabe que repentinas penetraciones de este acido
pueden causar la destruccion de la célula y ademas permite una prolongada
proteccion de las plantas tratadas. El movimiento del ingrediente activo desde
las hojas a las raices ocurre sin importar a la profundidad de estas Gltimas y alli
solo se veran afectados los microorganismos de inmediata vecindad a las
raices. Asi el uso de fosetil aluminio en pulverizaciones foliares es el mejor
sistema de mantener las raices libres de P. cinnamomi, sin afectar el balance
natural de los otros microorganismos del suelo.

Algunos autores han sugerido que el fosfito actiia como detonante en la
activacion de la defensa de la planta (Bompeix, G. y Saindrenan, P. ,1984) o
por accion directa sobre el hongo (Fenn y Coffey, 1984).

En Australia (Pegg y Whiley, 1986) se ha visto que el fosfito de potasio

inyectado al tronco cura efectivamente la enfermedad de la raiz. Este
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compuesto es trasladado a través de la planta y el conocimiento de su
distribucidn sirve para determinar el tiempo Optimo de tratamiento.

La concentracion de fosfito en las muestras de ramas y raices tomadas
en paltos del cultivar “Fuerte” alcanzo su maximo 4 semanas después de la
inyeccion de fosetil aluminio y se prolongo entre 4 y 8 semanas. La vida media
de esta inyeccion fue de 5,1 meses.

El fosfito no se encuentra uniformemente distribuido en las distintas
partes de la planta. Ademas se caracteriza por no ser utilizado por las plantas
como fuente de fosforo (Maclintyre ef al. (1950) citado por Bezuidenhout et al.,
1987 b) lo cual explica su lenta disminucion después de la inyeccion de fosetil
aluminio. Sin embargo, algunas bacterias pueden convertir el fosfito en fosfato
(Malacinski y Konetzka, 1966) lo cual también puede actuar como fuente de
nutrientes para la planta. En este contexto, se ha observado un aumento en el
contenido de fosfato después de la aplicacion de acido fosforoso (Toerien y
Slabbert, 1984).

En arboles en activo crecimiento la maxima concentracion de
fosfonatos en las raices después de la inyeccion al comienzo del crecimiento
primaveral fue de 9,0 mg/kg, siendo significativamente menor que los 20
mg/kg requeridos para la proteccion contra P. cinnamomi . En contraste con
los 28 mg/kg encontrados en las raices cuando eran inyectados al final del
crecimiento primaveral (Whiley et al.,1992)..

La eficiencia de la traslocacion de los fosfonatos hacia las raices esta
directamente relacionado a la relacién fuente/sumidero existente al momento de
la inyeccion, lo que a su vez depende de la fenologia de la planta.

El transporte basipétalo desde el tratamiento foliar es suficiente para

dar una completa proteccion al sistema radical y a la base del tronco, contra



13

organismos del suelo, incluyendo algunas especies de Phytophthora, tales
como: P. cinnamomi y P. nicotianae var. parasitica (Bertrand et al. 1977,

Farih et al ., 1981; Williams et al.,1977; Zentmeyer y Ohr,1978).

4.1.2.2 Aspersiones foliares.

Cuando aparecen los primeros sintomas de defoliacion, la aplicacion
inmediata de fosetil aluminio induce una notable mejoria en el préximo afio.
Cuando los arboles estan severamente defoliados se deben podar antes del
tratamiento (Wood y Moll, 1981). La recomendacion es aplicar una dosis
minima de 300g 1.a. / hl a intervalos de un mes en los viveros y cada dos meses
en los arboles no comprometidos y cada 3 meses en los ya tratados durante el
primer afio de crecimiento.

La recuperacion fue mas efectiva y rapida con el tratamiento en que se
comenzo empleando Alliete en pulverizaciones mensuales al follaje el primer
afio, aplicaciones de 400 g/ 100 It. Durante el segundo afio, dos aplicaciones
antes del crecimiento de primaveray dos antes del de otofio. El tercer afio solo
dos aplicaciones antes del crecimiento de primavera ( Pinto y Morales, 1985).

Las aplicaciones foliares de acido fosforoso han demostrado en algunos
casos que pueden causar quemaduras marginales de las hojas y una quemadura

basal de la fruta.

4.1.2.3 Inyecciones al tronco.

Arboles tratados con inyecciones de &cido fosforoso al 20%

recuperaron su estado normal a los 16 meses de la primera aplicacion y se pudo
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observar ademas que los arboles no tratados presentaban un nivel mas bajo de
nitrogeno, azufre y zinc. Aumentos significativos en el rendimiento se pueden
apreciar a los 30 meses de la primera aplicacion.

Como se sabe que los paltos normalmente desarrollan problemas debido
a deficiencias nutricionales se tratd de agregar en Sudafrica una seric de
mezclas de manera de agregar zinc, sin embargo la Unica que fue compatible
fue el acido fosforoso con quelatos de zinc (Bezuidenhout et al., 1987). Otro
microelemento que fue aplicado exitosamente fue el boro mediante una mezcla
de acido bodrico mas fosetil aluminio en una solucion de polvo mojable. Un
efecto similar fue observado cuando el fosetil aluminio fue suplementado con
éstos dos compuestos (Bezuidenhout et al., 1987).

Significativos aumentos en el rendimiento y tamafio de la fruta se han
logrado después del primer afio que fueron aplicadas inyecciones de fosetil
aluminio (Wood et al. ,1987).

Las inyecciones de fosetil aluminio se ha visto que incrementan
progresivamente los niveles de aluminio, pero esto no muestra un efecto lesivo
en las plantas (Darvas et al., 1984). Un incremento de varios elementos en la
concentracion de las hojas después del tratamiento mejoraron el estado
nutricional del arbol (Whiley et al., 1987).

El contenido de acido fosforoso en las hojas de los arboles inyectados
habia aumentado considerablemente (Toerien y Slabbert, 1984) y esto era una
buena indicacién de que la inyeccion habia influenciado en la enfermedad y
sobre 1a nutricion de los arboles.

Esta técnica de inyeccion ha demostrado ser la mas efectiva y ademas

es economicamente viable. Inicialmente el fosetil calcio y el fosetil aluminio
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fueron utilizados con éxito, pero posteriormente se consiguieron mejores
resultados con acido fosforoso.

Dosis mediana efectiva de fosetil aluminio = 0,3g i.a./m’ de proyeccion
de la copa.

Debido a la alta solubilidad del fosetil calcio en agua, era mas
conveniente disolver este producto para la inyeccion al tronco que el fosetil
aluminio en polvo. Este problema fue solucionado con la formula liquida del
fosetil aluminio especialmente preparada para la inyeccion.

Se ha visto que el fosetil aluminio, fosetil calcio y acido fosforoso
producen sintomas de toxicidad en el follaje. Lo que se expresa en muerte de
hojas las que caen, dejando grandes vacios. Esta defoliacion es mas notoria al
principio y menos notable en el segundo afio cuando el follaje es mas denso.
Una coloracion café oscura es visible bajo y sobre el punto de la inyeccion con

fosetil-aluminio, pero esto no parece tener efecto sobre el crecimiento del arbol.

4.1.2.4 Otras formas de aplicacion.

Meétodos alternativos fueron explorados (Snyman y Kotzé, 1983),
demostrando que los arboles enfermos se recuperaban con la aplicacion de
fosetil aluminio aplicado como pintura, o con una banda de esponja
impregnada alrededor del tronco, lo que era tan efectivo como las
pulverizaciones al follaje. Los arboles se recuperaban notablemente cuando
eran inyectados con fosetil aluminio en solucion acuosa, distribuyéndose el

producto progresivamente por todos los tejidos de la planta.
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La aplicacién como pintura de fosetil aluminio, consiste en pintar el
tronco con polvo humedecido y adherir al tronco una esponja empapada en el
producto, en dosis de 0,8 g de 1.a. por cm de circunsferencia.

Por otro lado con el uso de patrones resistentes combinado con la
aplicacion de 3 g de i1.a. de fosetil aluminio en un litro de agua a los
contenedores, 2 a 3 dias antes de la plantacion proveen un control de la
enfermedad durante 40 semanas (Coffey, 1987).

Hanrahan y Paviot (1987) estudiaron arboles que no mostraban
sintomas visibles de la enfermedad, asumiendo que las raices se podrian
encontrar enfermas, produciendo una disminucion del crecimiento y de la
produccion antes de la declinacion del arbol. Para esto trataron las plantas con
distintos tratamientos fungicidas, con lo que se alcanzd un incremento en la
produccion mayor o igual al 12%, lo que implicaria que la infeccion causada
por P. cinnamomi permanece invisible por un largo tiempo antes que los

sintomas se manifiesten.

4.2 Control Quimico en Chile

Actualmente, lo que se ocupa en el pais es preferentemente inyecciones
al tronco de acido fosforoso neutralizado a pH 6,5 con hidréxido de potasio.
Sin embargo, estas aplicaciones pueden resultar por causa del hidroxido de
potasio en problemas de fitotoxicidad, debido a que el potasio es altamente
fitotéxico (Darvas, comunicacion personal), por lo que recomienda aplicar 15
cc de acido fosforoso por metro de diametro de copa, que sean lo mas abajo

posible y entre los meses de diciembre a marzo. Otro producto que también
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recomienda es M-5, el cual es ocupado en Sudafrica con muy buenos
resultados, consiste en una pintura cuyo i.a. estd al 10 %, y formado por
fosforoso y una serie de micronutrientes, el cual recién se esta evaluando para
ver como se comporta bajo las condiciones locales. Su formulacion es
granular.

Por otro lado en el pais se esta ocupando Phyto-fos, cuyo ingrediente
activo también es el acido fosforoso, pero a diferencia del M-5 viene
neutralizado. Su formulacion es liquida y su concentracion de 150 g de acido

fosforoso / 1000 ml.

4.3 Control biolégico

Adicionalmente al uso de fungicidas, se ha probado el uso de bacterias
antagonicas a P. cinnamomi en forma de inyecciones al tronco para el control
biolégico de la enfermedad (Darvas et al., 1984). Sin embargo se debe destacar
que esto habia sido propuesto por otros autores con anterioridad.

Fue demostrada una alta proteccion contra P. citricola y P. cinnamomi
al realizar una inoculacién anticipada de P. parasitica (Broadbent y Baker,
1974).

En California se tomé hongos y bacterias aisladas de la rizosfera de
arboles de palto en que P. cinnamomi ha estado presente por 40 a 50 afios. La
raza TW del hongo Myrothecium rorirum present6 el mayor antagonismo en
el control de P. cinnamomi, suprimiendo la infeccion radical entre un 50 y un

94 % en comparacion al testigo (Coffey, 1992 ).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Ensayo de Control Quimico

5.1.1 Ubicacién del ensayo de campo

Para la realizacion del ensayo se seleccionaron paltos, Persea
americana Mill. cultivar Hass sobre portainjerto Mexicola, de doce afios de

edad, ubicados en el fundo La Granja, en Peumo, Sexta region.

5.1.2 Eleccidn de los arboles y asignacion a los tratamientos

Se selecciond veinte y cinco plantas, con el propdsito de tratarlos con:
M-5, Alliete, Ridomil 5G, Phyto-Fos, mas un testigo sin tratamiento, con el fin
de determinar el efecto que tienen en la recuperacion de arboles afectados por
P. cinnamomi.

Los arboles muestreados se eligieron en base a la sintomatologia visual,
considerando parametros como crecimiento y vigor, tamafio del arbol, y estado
de 1a copa (coloracion del follaje, necrosis de brotes y dafio producido por las
heladas durante el invierno de 1995). El estado de los arboles muestreados
previo a la aplicacion de los tratamientos correspondia a una severidad
intermedia. Las categorias de severidad (Tabla 2) presentes en el huerto al
momento de la aplicacion de los tratamientos se pueden observar en la

Figura 1.
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Luego estos fueron asignados a los cinco tratamientos de acuerdo a un
disefio completamente al azar, con cinco repeticiones y un arbol como unidad

experimental.

Tabla 2. Categorias de severidad de sintomas atribuidos a P. cinnamomi.

Categoria de severidad |Indice, |Sintomatologia

Arbol sano 1 Arbol vigoroso. Hojas normales. Buena

produccion y calibre de fruta.

Arbol con una| 3 Arboles con cierta defoliacion y algo de
infeccion intermedia necrosis. Hojas caidas y clordticas.

Arbol severamente| 5 Presencia de hojas pequefias, clordticas y
afectado parcialmente o totalmente escaldadas. Las

hojas caen dejando el arbol semidesnudo.

Alto porcentaje de ramas necroticas.

1 Escala correspondiente a las distintas categorias.
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Figura 1. Categorias de severidad de sintomas atribuidos a
P. cinnamomi. a- arbol sano. b- arbol con una infeccion

intermedia. ¢c- Severamente afectado.
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5.1.3 Aislamientos y caracterizacion de las cepas del predio La Granja.

5.1.3.1 Muestreo de raices.

Se tomo muestras de raices en los cuatro puntos cardinales de cada
arbol que compone la muestra. Estas se transportaron en pequefias bolsas de
polietileno, donde se lavaron las raices pasandolas primero por agua potable.
Luego se cortaron diez segmentos de aproximadamente 1 cm de longitud,
desde la zona marginal de la lesion. Posteriormente estos segmentos se
sembraron en medio semiselectivo AMA y se incubaron por 7 dias a 23°C en
camara de incubacion.

El medio AMA es un eficiente medio de cultivo que utiliza agar-maiz
como medio base, con una mezcla de fungicidas y antibiodticos, de esta forma
minimiza el crecimiento bacteriano, aunque ¢l crecimiento de Phytophthora no
es abundante ( Tsao, 1970).

Una vez transcurrido el periodo de incubacion, se evalud el nimero de
raicillas donde se recupero el patdgeno apartir de las raices y se procedid a
extraer dos trozos desde el margen de la colonia en activo crecimiento, siendo
repicadas en medio AMA y nuevamente incubadas a 23°C. Una vez que se
comprobd la pureza de la colonia, se extrajeron trozos de cultivo puro para ser

guardados en agua destilada estéril.
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5.1.3.2 Muestreo de suelo.

Se utilizé el suelo proveniente de las muestras de raices obtenidas del
predio La Granja.

Se tomd manzanas del cultivar Granny Smith, con el objeto de usarlas
como trampa en el aislamiento de Phytophthora spp desde suelo. A cada
manzana s¢ le hizo cuatro orificios con una aguja hipodérmica estéril, se
sumergieron en una mezcla semi-liquida (agua+suelo ) y se incubaron a 23°C
por 13 dias. Cada orificio desarrollé lesiones acuosas y trozos de tejido con

avance de estas lesiones fueron sembradas en medio AMA e incubadas por 7

dias a 23°C.
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5.1.3.3 Aislamientos a identificar

En el laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Catolica de Santiago, se selecciond quince aislamientos de
P. cinnamomi , diez de raiz y cinco de suelo, los que se obtuvieron del predio

La Granja, siendo utilizados los siguientes aislamientos de cultivos puros:

Aislamientos de raiz Aislamientos de suelo
Pal 95- 4,1 Pal 95-20,4
Pal 95- 4,2 Pal 95-25,3
Pal 95- 5,2 Pal 95-26,2
Pal 95- 6,1 Pal 95-27,2
Pal 95- 6,2 Pal 95-28,1
Pal 95- 7,1
Pal 95- 9,1
Pal 95- 9,2
Pal 95- 16
Pal 95- 18

Todos los cuales fueron colocados a las siguientes temperaturas: 5, 15,
20, 30 y 35°C durante cuatro dias para evaluar el crecimiento del micelio en el
medio agar maiz.

Para la observacion de esporangios, oosporas y anteridio con el objetivo
de tener una correcta identificacion de P. cinnamomi se utiliz6 jugo hervido
de zanahoria, en el que se cultivé el hongo, siendo incubado por 12 dias a

23°C.



5.2 Tratamientos quimicos empleados

Los tratamientos quimicos utilizados (Tabla 3) se aplicaron en el predio

[La Granja el dia 1 de Septiembre de 1995.

Tabla 3. Tratamientos estudiados para el control curativo de la tristeza del palto

causada por Phytophthora cinnamomi.

Producto Ingrediente | Dosis por Origen Distribuidor
comercial activo arbol en Chile
M-5 Acido 1,5 Darvas, Agricom
fosforoso inyecciones | Sudafrica.
de 15ml/ 1,5
m de
didmetro de
copa.
Alliete 80 | Fosetil- 20ml/3m* | Rhone- Rhodia
WP alumimio de proyeccion | Poulenc Merieux de
de la copa. Chile ltda.
Ridomil 5G | Metalaxilo 50g/m°de | Ciba-Geigy | Ciba-Geigy
proyeccion de Ltda.
la copa.
Phyto-fos Acido 1,5 Quimicas HCI
fosforoso ' inyecciones | Assel Ltda Interquimica
de I5ml/m Ltda.
de diametro
de copa.

1 Neutralizado con hidréxido de sodio apH 6.5 .
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5.2.1 Meétodo de aplicacion de los tratamientos quimicos.

La forma en que los tratamientos se aplicaron se puede observar en la

Tabla 4.

Tabla 4. Metodologia ocupada en la aplicacién de los tratamientos.

Ingrediente | Producto Forma de aplicacion

Activo Comercial

Acido M-5 Se abren orificios en el tronco sobre los 10 a 15 cm del

fosforoso nivel del suelo con taladro de 6,8 mm de diametro y se
introduce hasta S cm de profundidad.

Se diluyen 130 g de producto en diez litros de agua y se
agita.

Se aplica 1,5 inyecciones de 15 ml por cada metro de
diametro de copa y el resto de la jeringa se llena con aire
para darle mayor presion con lo que se vacian mas rapido.

Fosetil Alliete Se abren orificios con taladro de 4,5 mm de diametro y 4
aluminio 80WP cm de profundidad.

Se diluyen 125 g Alliete en un litro de agua, se agita durante
media hora y se deja reposar durante una semana. Luego se
separa el liquido sobrenadante del cual se toman 20 ml que
se aplican con una jeringa desechable en cada ornficio. El
namero de inyecciones es variable dependiendo del tamafio
del arbol y en el caso de los paltos se aplica una inyeccion de
20 ml / 3m’ de proyeccion de la copa.

Metalaxilo | Ridomil Se aplican 50 g/ m® bajo la proyeccion de la copa y luego se
5G incorpora mediante riego.
Acido Phyto-Fos | Se aplican 15 ml de producto/ metro de diametro de copa.
fosforoso Se colocan 1,5 inyecciones por metro de diametro de copa.
neutralizado
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5.3 Ensayos de patogenicidad.

5.3.1 Patogenicidad de distintas cepas de Phytophthora cinnamomi aisladas

desde palto en bioensayo en papa.

Se seleccionaron algunos aislamientos cuya procedencia se puede ver
en ¢l Anexo 2.

Se preparo moculo de cada cepa de Phytophthora en estudio, haciendo
crecer el micelio en jugo de zanahoria durante cinco dias a 23°C, de acuerdo
con la metodologia descrita por Latorre y Muiioz (1993).

Se inoculd 4 tubérculos de papa por aislamiento. Con este propdsito se
desinfectaron superficialmente ( 2 minutos en hipoclorito de sodio al 2a3 %y
luego cinco minutos en etanol al 75 %). Se realizé un orificio con un
sacabocado estéril de 0,5 cm de diametro, se deposité 0,2 ml de suspension de
inoculo al 1 x 10° propagulos / ml. Los tubérculos se incubaron por cuatro dias

a 23°C antes de determinar el diametro y el color de la lesion obtenida.

5.3.2 Patogenicidad en estacas de palto

Se prepard inoculo de cada cepa de Phytophthora en estudio, haciendo
crecer el micelio en jugo de zanahoria durante cinco dias a 23°C.

Posteriormente, el micelio se filtrd y lavd repetidas veces en agua estéril
antes de proceder a moler en juguera Oster. Se inoculd 1 x 10 % propagulos/

ml de cada cepa .
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Luego el inoculo fue colocado en unas bandejas y se coloco 1 cm de
lamina de agua estéril sobre éste. Finalmente se colocaron cinco estacas de 15 a

20 c¢m de altura y se dejaron por un periodo de incubacion de 15 dias a 20°C

(Figura 2).
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L

Figura 2. Patogenicidad de algunos aislamientos de Phytophthora

cinnamomi en estacas de palto cv. Hass.
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5.3.3 Patogenicidad en plantas de vivero.

El dia 2 de Septiembre de 1996 en la Universidad Catdlica de
Valparaiso se realizé un ensayo de patogenicidad en plantas del cultivar Hass,
provenientes del vivero de la Estacion Experimental de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Catdlica de Valparaiso. Se seleccionaron arboles
aparentemente sanos de altura homogénea y similares en vigor. Estos se

inocularon con los aislamientos indicados en la Tabla 5.

Tabla 5. Procedencia de los aislamientos de Phytophthora cinnamomi.

Aislamiento Procedencia
Pal 95-4,1 Fundo La Granja
Pal 95-44 Fundo La Granja
Pal 95-46 Fundo Concha y Toro
Pal 95-48 Fundo Cachapoal
Pal 95-50 Fundo Sofruco
Al Coleccion Laboratorio Patologia U. Catolica
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Con este fin se reactivaron las cepas antes mencionadas en agar- maiz
por 5 dias. Simultaneamente se preparo un sustrato constituido por 175 ml de
jugo de zanahoria mas 250 ml de vermiculita para cada frasco. Estos fueron
esterilizados en autoclave por 15 minutos a 115°C. Se dejaron enfriar y en cada
frasco se coloco una placa de agar maiz estéril.

Finalmente se incubaron por un periodo de 15 a 20 dias, antes de ser
utilizadas para la inoculacion de las plantas de vivero.

El ensayo se llevd a cabo con 28 paltos correspondientes a unidades
experimentales, utilizando cuatro plantas para cada una de las seis cepas como
para el testigo .

Para realizar la inoculacion se pesaron 64 gramos de una mezcla de 2/3
de vermiculita estéril mas 1/3 de vermiculita inoculada, los que se adicionaron
a las plantas mediante una incorporacion a la superficie del suelo y una
posterior adicion de 0,5 1t de agua.

Al tratamiento testigo se le adicionaron 0,5 1t de agua destilada .

Durante los dos primeros dias, las plantas se colocaron en unos
contenedores con el fin de mantener sobresaturado el suelo y favorecer el
desarrollo del patégeno. Luego las plantas se sacaron de las bandejas y se
colocaron aleatoriamente dentro del sombreadero.

Los arboles fueron fertilizados dos semanas antes de la evaluacion con
0,5 It de solucion nutritiva ( 0,39 g de nitrato de amonio, 0,16 g de nitrato de
calcioy 0,12 g de nitrato de potasio por litro).

Las plantas fueron regadas dos veces por semana hasta la fecha de
evaluacion que fue el 9 de Diciembre.

El periodo de incubacion total fue de 95 dias.
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6. PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
6.1 Aislamientos y caracterizacion.

6.1.1 Recuperacion de Phytophthora cinnamomi desde muestras de raices y

suelo.

Resultados de la caracterizacion de los aislamientos Tabla 6.

Los aislamientos presentaron crecimiento entre los 15 y los 30°C, y no
presento crecimiento a los 5 y 35°C.

Phytophthora cinnamomi se favorece por temperaturas moderadas . El
rango de temperatura Optima para su crecimiento de 20 °C hasta 32.5°C. La
temperatura minima es desde 5°C hasta 15 °C y la maxima desde 30°C hasta
36 °C. El crecimiento no es comun a los 36°C (citado Inge, 1993).

Es importante notar que en los campos muestreados se encontréo una
gran inconsistencia entre los resultados de los andlisis de raices (Anexos 23 y
24).

El largo y ancho medio de esporangios fue de 37,6 y 25,4 um
respectivamente.  Las oosporas son del tipo A1 u heterotalica y el anteridio es
anfigeno.

Todas estas caracteristicas confirman de que los aislamientos

corresponden a Phytophthora cinnamomi.
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Tabla 6. Caracteristicas de los aislamientos de Phytophthora

cinnamomi obtenidos de palto en Peumo en Diciembre de 1996.

Crecimiento en Agar-Maiz Largoy Oosporas
Aislamientos |Diametro (cm) ancho medio
de
Esporangios
Raices 5°C | 15°C {20°C | 30°C | 35°C| (um) Al/A2
Pal 95-4,1 0,0 {72 |58 9,0 10,0 |nd Al
Pal 95-4,2 0,0 190 |6,2 90 10,0 |nd Al

Pal 95-5,2 0,0 {72 6,1 90 (0,0 [33,3y24,1 |Al

Pal 95-6,1 0,0 174 16,0 90 10,0 {33 y238 |Al

Pal 95-6,2 0,0 17,3 6,0 90 10,0 1363y24,1 |Al

Pal 95-7,1 00 17,2 (56 90 10,0 [50,5y29,7 |Al

Pal 95-9,1 0,0 16,7 [59 90 10,0 {nd Al

Pal 95-9,2 0,0 16,1 |58 90 100 [373y23,8 |Al

Pal 95-16 0,0 {56 |59 90 (0,0 |33 y238 |Al

Pal 95-18 0,0 |73 16,2 90 10,0 |nd Al

Suelo

Pal 95-204 10,0 [7,1 |59 90 (0,0 [39,6y264 |Al

Pal 95-253 10,0 |7,1 |57 9,0 10,0 {333y228 |Al

Pal 95-26,2 10,0 |6,7 |5.8 90 10,0 {396y264 |Al

Pal 95-272 10,0 7,7 16,3 90 (00 {396y274 |Al

Pal 95-28,1 0,0 |74 6,1 90 10,0 |38 y274 Al

Promedio 0,0 | 7,1 6,0 90 10,0 [376y254 |Al
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6.2 Tratamientos quimicos.

El dnico tratamiento que muestra una clara disminuciéon en cuanto al
porcentaje de raices infectadas es Ridomil 5G, el cual se recomienda aplicar
cada cinco a seis meses de intervalo (Tabla 7).

Esto concuerda con lo sefialado por Darvas en 1983, pues se observa
una significativa mejoria a los dos meses de la incorporacion del producto al
suelo.

Este producto es un fungicida eficaz en el control de hongos del suelo
de los géneros Phytophthora spp y Pythium spp. La materia activa entra a las
raices de las plantas tratadas y es transportada por la corriente savial al resto de
las raices, tallos y hojas. El control de hongos lo hace desde el interior de la
planta inhibiendo su desarrollo y reproducciéon (Manual Fitosanitario , 1996-
1997).

Respecto al producto M-5 se puede observar una disminucion inicial
de los aislamientos obtenidos, pero luego aumentan bruscamente. Es
importante notar que en la aplicacion de este producto en arboles con un alto
nivel de infeccidn se recomienda podar los arboles previo a la aplicacion de la
inyeccion, debido a que de ésta forma también se estaria favoreciendo la
recuperacion del equilibrio entre la parte aérea y la parte radical. Esto se
corrobora al ver el nivel de Nitrogeno que muestra el analisis de una planta que
podaron por equivocacion (Anexo 16).

Por otro lado este producto no posee accion fungistatica y se

recomienda en arboles con un elevado nivel de infeccidn repetir una nueva
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aplicacion a la misma dosis entre los meses de diciembre y marzo, lo que no se
realiz6 en ésta investigacion.

En registros del fundo Huertos Cachapoal en que se aplica el producto
en las dosis sefialadas dos veces al afio desde hace dos temporadas, se ha
observado un aumento en los rendimientos, pero sobretodo un importante
aumento en los calibres de la fruta, que se expresa en el incremento del
porcentaje de fruta exportada. Esto concuerda con lo sefialado por Wood et al.
(1987).

Por otro lado esto es importantisimo si se piensa que el aumento de la
superficie plantada en el pais tendrd como consecuencia un aumento de la
produccion y eventualmente una disminucion de los precios. Es por esto que
los aumentos de calibre son importantes para obtener mejores precios .

En las Tablas 8, 9 y 10 se muestran la variacion en los contenidos de
nitrégeno, crecimiento y vigor, y necrosis respectivamente, a los seis meses de

aplicados los tratamientos quimicos.
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Tabla 7. Variacion en el porcentaje de aislamientos de Phytophthora
cinnamomi en muestreo de raices secundarias obtenidas en

medio semiselectivo.

Dias después de la aplicacion '

Tratamiento 0 60 120 180
Alliete 80 WP 47.4 175 70 2429
Ridomil 5G 147.4 100 100 85,7
Phyto-fos 68.4 43,8 150 100
M-5 100 62,5 60 428.,6

Medio semiselectivo AMA (Latorre y Mufioz, 1993).
1 Porcentajes de aislamientos obtenidos en las distintas fechas de muestreo respecto al testigo de la misma fecha de
evaluacion.

Tabla 8. Contenido de nitrégeno ( %) determinado por andlisis foliar.

Tratamiento N Total % % de variacion
18-09-1995 | 17-04-1996 del N total
Aliette 80 WP 1,95 1,73 -11,28
Ridomil 5G 2,06 1,55 -24,75
Phyto-fos 1,96 1,56 -20,4
M-5 2,01 1,76 -12,43
Testigo 2,21 1,6 -27.6




Tabla 9. Indice de crecimiento y vigor antes y después del tratamiento quimico

contra Phytohthora cinnamomi en paltos cv. Hass sobre patron

mexicola.
Tratamiento Indice de vigor z % de variacion
23-09-1995]06-04-1996
Aliette 80 WP 2,8 1,75 37,5
Ridomil 5G 3 2 33,3
Phyto-fos 3 1,5 50

M-5 3,4 1,75 48,52
Testigo 3 3.4 -13,33

z : 1=Arbol sano ; 5= Arbol severamente afectado.

Tabla 10. Indice de necrosis de brotes ( muerte y desecacion) antes y después
del tratamiento quimico contra Phytophthora cinnamomi paltos cv.

Hass sobre patron mexicola.

Tratamiento |Indice de necrosis de brotes z % de variacién
23-09-1995 06-04-1996
Aliette 80 WP 2,6 2,6 0
Ridomil 5G 3,2 3,2 0
Phyto-fos 3 3 0
M-5 3,2 2,75 -14,06
Testigo 3,2 3,6 12,5

z - 1=Arbol sano ; 5= Arbol severamente afectado.
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Podemos apreciar claramente una tendencia a la recuperacion de las
plantas tratadas respecto de los testigos en los tres criterios medidos, pese a que
los analisis estadisticos no permitieron detectar diferencias estadisticamente
significativas.

En el caso del M-5 y Aliette se observa una menor disminucion en su
nivel de nitrogeno, el cual estaria dado por la cantidad de fosfito presente en el
producto, el cual al moverse en forma basipétala desde el tronco hacia las
raices favorece la regeneracion de raices con lo que se mejora la captacion de
nitrogeno desde éstas.

Esto a su vez favoreceria que la planta experimente un notorio aumento
en su vigor, el cual se expresa en la brotacion y por otro lado se observa menos
necrosis, producto de la gran cantidad de brotes nuevos que tienen las plantas.

Con respecto al Ridomil 5G, cuyo ingrediente activo es el metalaxilo,
podemos observar una reduccion de la incidencia de P. cinnamomi en la base
de las raices (Tabla 7), pero sin existir una mejoria en la condicion de la planta
lo que se refleja en la variacion de nitrogeno foliar como de necrosis (Tablas 8
y 10), lo que estaria de acuerdo a lo sefialado por Darvas et al.(1984)

Es immportante notar que la mayoria de las plantas muestran una
deficiencia de nitrogeno(anexo 16), de acuerdo a los estdndares de analisis
foliar de la Universidad de California para la variedad Hass. En esta se sefiala
que los andlisis deben ser realizados durante los meses de marzo- abril (fecha
correspondiente al Hemisferio Sur) en brotes de la temporada que no
contengan fruta, siendo lo normal mayor o igual a un 2 % (Goodall, et al.,
1981).

Respecto al calibre (Anexo 21) se vio que estos eran malos al momento

de inmciar el tratamiento.
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Cabe destacar ademas el hecho de que se ha sefialado que, el acido
fosforoso al estar neutralizado con hidroxido de potasio tiene cierta
fitotoxicidad por lo que se ha recomendado aplicarlo solo (Darvas, J. 1995,
comunicacion personal). Esto esta de acuerdo a lo observado en la Tablas 8 y
10, en la que se puede ver como el M-5 cuyo ingrediente activo es acido
fosforoso, alcanza mejores resultados que el Phyto-Fos, cuyo ingrediente es el
acido fosforoso neutralizado, en dos de los tres parametros analizados.

Respecto al Alliete 80 WP no se observa una concordancia entre el
porcentaje de aislamientos de raices infectadas y la mejoria existente en cuanto

a la variacion del nitrogeno foliar y la variacion del vigor.
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6.3 Pruebas de Patogenicidad

La prueba de patogenicidad en papa nos muestra que las plantas que no
fueron inoculadas o testigo no presentaron desarrollo de lesion, mientras que
todos los otros aislamientos si lo presentan. Es importante destacar que los
aislamientos de referencia presentan un menor didmetro de lesion que los
obtenidos de suelo o raiz, lo que se deberia a que en éstos no se habria logrado
reaislar a partir de tejido de raiz en medio MSP.

Se puede observar (anexos 4 al 9) que las plantas testigo y las Pal 95-46
muestran un comportamiento similar en los diferentes pardmetros, no
mostrando ambas la presencia de Phytophthora pero si la de Pythium.

En el caso de la cepa A1 que también es similar al testigo en todos los
parametros evaluados, posiblemente se explica por problemas de inoculacion
de las plantas en el sombreadero, ya que no se pudo aislar Phytophthora de las
plantas inoculadas.

En la figura 3 se puede ver la alta correlacion (r = 0,95) existente entre
las prubas de patogenicidad en tubérculo papa y en estacas de palto Hass.

Los resultados de las pruebas de patogenicidad se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Patogenicidad de los aislamientos de Phytophthora

cinnamomi obtenidos de palto en Peumo, Diciembre de

1996.
Aislamiento | Tubérculo-papa (mm) Estacas (mm)
1 2
Raices
Pal 95-4,1 13,3d (3) 21,0 cde
Pal 95-6,1 6,09 12,0 f
Pal 95-9,2 17,5b 25,0 abcd
Pal 95-18 16,0 c 23,0 bed
Pal 95-44 175b 28,0 abc
Pal 95-45 19,3 a 30,0 ab
Pal 95-48 14,3 d 21,0 cde
Pal 95-50 20,3 a 330a
Suelo
Pal 95-26,2 16,0 ¢ 23,0 bede
Referencia
A1 7,8 ef 19,0 cdef
A2 6,8 fg 17,0 def
Pal 95-46 90e 14,0 ef
Testigo 00h 0,09

1 Incubadas por 14 dias a 20°C en cdmara himeda .Papas fueron inoculadas con 0,2 ml con 1 x10 © propagulos/ml.
Diametro lesion rosada (mm).

2 Estacas de un afio de palto cv Hass incubadas 17 dias a 24°C en una mezcla de vermiculita inoculada(1/3) mas vermiculita
estéril (2/3).

3 Cepas con letras semejantes dentro de una misma columna, significa que en ese parametro no existen diferencias

estadisticamente significativas de acuerdo al Test de Diferencia minima significativa (LSD, P=0.05).
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Figura 3. Patogenicidad en tubérculo papa vs. Patogenicidad en estacas.
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Los resultados de las pruebas de patogenicidad en plantas de vivero se

muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Patogenicidad en plantas de vivero inoculadas en Quillota.

Aislamiento Paltos cultivar Hass sobre portainjertos mexicola

Peso Seco | Altura | Diametro Tallo |N° de hojas| MSP (2)
(gr) (1) (cm) (cm)

Pal 95-4,1 17,0ns | 59,5ns 1,1 bed 278abc | 2,8/5a
Pal 95-44 18,1 ns 52,0 ns 1,0 bed 235¢ 30/5a
Pal 95-48 14,6 ns 51,4 ns 09d 255bc |{43/5a
Pal 95-50 17,6 ns 55,6 ns 1,0 cd 240c¢ 40/5a
A1 30,7 ns 64,9 ns 1,3a 32,8 ab 0/5b
Pal 95-46 21,1 ns 64,4 ns 1,2 abc 33,0a 0/5b
Testigo 21,8 ns 69,0 ns 1,2 ab 34,8 a 0/5b

1 Raices secadas a 60°C por 48 horas.
2 Raices sembradas en placas con medio MSP incubadas por una semana a 20 °C.
3 No hay diferencias estadisticamente significativas.
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Por otra parte se puede notar que en las pruebas de patogenicidad de
estacas, patogenicidad en papas como en el didmetro, nimero de hojas y
lectura de siembra de placas en medio MSP de las plantas inoculadas en
Quillota que existen diferencias significativas (ver tabla 6 y 11). Mas aln, en
el caso de la lectura de placas en medio MSP se diferencian claramente los
aislamientos de referencia de las obtenidas de suelo y raiz.

Las cepas mas virulentas fueron Pal 95-44, Pal 95-48 y Pal 95-50.

Tanto las plantas testigo como las cepas Al y Pal 95-46, en las cuales
no se recupero P. cinnamomi no ven tan afectados algunos parametros que si
lo son al estar infectada la planta a nivel radical por este hongo, como lo son la
altura de la planta, nimero de hojas y el didmetro de tallo, por lo que se puede
seflalar que éstas son menos patogénicas que las otras que se inocularon en
Quillota bajo condiciones de semisombra.

Esto se debe a que la pobredumbre de la raiz provoca la destruccion de
los tejidos de ésta con lo que se limita la capacidad de absorcion de agua y de
las sales inorganicas hacia los Organos aéreos reduciendo notablemente la
captacion de nitrégeno ( Moreno et al.,1986).

Se puede ver claramente (Figura 3) como el desarrollo de la parte
radical concuerda con el desarrollo de la parte aérea, lo que también se refleja
en la medicion de la materia seca. En 1a medicion de la materia seca de la parte
radical como de la parte aérea (Anexos 4 y 5) podemos observar que las cepas
de referencia presentan una mayor cantidad de materia seca que las obtenidas
de suelo y raiz. Aqui también podemos ver que la cepa Al a su vez posee una
mayor cantidad de materia seca tanto de su parte aérea como radical que las
plantas no inoculadas y la cepa Pal 95-46, ya que estas ultimas muestran la

presencia de Pythium.
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Figura 4 . Desarrollo de la parte radical y aérea de las

plantas Testigo 1 y La Granja 3 (Figuras ay b).
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7. CONCLUSIONES

Los aislamientos causantes de la tristeza correspondieron en su
totalidad a Phytophthora cinnamomi.

Los fungicidas M-5 (4cido fosforoso) y Ridomil 5G (metalaxilo) fueron
muy efectivos otorgandole a la planta una proteccion mayor o igual a 120 y
180 dias respectivamente.

Todos los aislamientos de P. cinnamomi fueron patogénicos en paltos
cv. Hass. No obstante hubo diferencias en virulencia. Existidé una alta
correlacion entre las pruebas de patogenicidad realizadas en tubérculo de papa

y la prueba de patogenicidad realizada en estacas de un afio de paltos cv. Hass.
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9. ANEXOS
Anexo 1 . Aislamientos
Phytophthora Anteridio
cinnamomi

Aislamiento

Al A2 Anfigeno” | Paragino
95- 9,1 + - + )
95- 4,1 + - + R
95- 4,2 + - + -
95- 52 + - + -
95 - 6,1 + - + -
95-6,2 + - + -
95- 7.1 + - + R
95- 9.1 + - + -
95-92 + - + -
95 -16 + - + -
95 -18 + - + -
95 -20,4 + - + -
95 -25.3 + - + -
95 -26,2 + - + -
95 -27,2 + - + -
95 -28,1 + - + -

Z : Que el anteridio sea anfigeno significa que el oogonio penetra ¢l anteridio y emerge encima de este. El
anteridio persiste como un collar alrededor de la base del oogonio (Safian,1990).

Y : Cuando el anteridio esta unido lateralmente se denomina paragino.
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Anexo2. Patogenicidad de distintas cepas de P. cinnamomi aisladas

desde palto en papa (longitud de lesion en cm).

Cepa Procedencia R1 R2 R3 R4 | Promedio
Pal 95- 45 | La Granja 19 20 20 18 19,25
Pal 95- 50 | Sofruco 20 22 18 21 | 20,25
Pal 95- 4,1 | La Granja 15 14 12 12 | 1325
Pal 95-46 | Conchay Toro 9 10 8 9 9
Pal 95- 44 | La Granja 17 16 18 19 17,5
Pal 95- 48 | Cachapoal 14 15 14 14 14,25
Pal 95-26,2 | La Granja 15 16 16 17 | 16
Pal 95- 6,1 | La Granja 6 7 5 6 6
Pal 95- 18 | La Granja 16 16 17 15 16
Pal 95- 9,2 | La Granja 17 18 18 17 17,5
Testigo - 0 0 0 0 0
Al Coleccion U.C. 7 8 8 8 7,75
A2 Coleccion U.C. 6 7 6 8 6,75

Anexo 3. Patogenicidad en estacas de palto (avance del cancro en cm).

Cepa R1 R2 R3 R4 RS5 | Promedio
Pal 95- 45 3 2,6 3,2 3,5 2,5 3
Pal 95-50 3,7 3,3 3 3,8 2,7 3,3
Pal 95 -4,1 2 2.8 1 2 2,6 2,1
Pal 95 -46 1 1,3 2,2 1 1,7 1,4
Pal 95 -44 2.3 43 1,9 2,8 2,6 2.8
Pal 95 -48 2,3 2 2.4 1,7 2,1 2.1
Pal 95-26,2 3 1,7 2,2 3,5 1 2,3
Pal 95- 6,1 0,5 1,2 1,2 1,5 1,5 1,2
Pal 95 -18 1,7 3,1 2,7 1 3 2,3
Pal 95- 9,2 1 2.5 3.4 1,6 3.8 2,5
Testigo 0 0 0 0 0 0

Al 1,8 1,4 2 2 2,5 1,9
A2 2,2 2 1,2 1,7 1,2 1,7
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Anexo 4. Medicion de materia seca en plantas de vivero inoculadas

con distintos aislamientos del hongo . Parte radical (g) .

Cepa R1 R2 R3 R4 Promedio
Pal 95-50 15,39 28,09 12,13 14,73 17,59
Pal 95-46 17,26 21,84 23,76 21,41 21,07
Pal 95-48 17,03 14,33 13,26 13,73 14,59
Pal 95-4,1 13,04 16,36 25,51 13,15 17,02
Pal 95-44 26,86 24,62 9,74 11,24 18,12
Al 20,05 55,56 30,64 16,36 30,65
Testigo 28,68 20,96 17,25 20,31 21,8

Anexo 5. Medicidon de materia seca en plantas de vivero inoculadas

con distintos aislamientos del hongo. Parte aérea (g).

Cepa R1 R2 R3 R4 Promedio

Pal 95-50 23,84 34,85 17,82 23,88 | 25,09
Pal 95-46 25,34 28,16 33,24 30,25 | 29,25
Pal 95-48 24,94 18,98 30,77 16,85 | 22,89
Pal 95-4,1 21,40 28,50 24,30 28,95 | 25,79
Pal 95-44 38,25 37,83 14,20 19,49 | 2744
Al 25,68 40,05 35,03 30,56 | 32,83
Testigo 37,21 33,64 27,11 2966 | 319




Anexo 6. Medicion de altura de plantas de vivero inoculadas (cm).
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Aislamiento R1 R2 R3 R4 Promedio
Pal 95-50 51 71,5 485 51,5 | 55,62
Pal 95-46 60 70 57 70 64,37
Pal 95-48 43 50,5 61 51 51,37
Pal 95-4,1 43 54,5 57.5 53 52
Pal 95-44 80 63,5 46,5 48 59,5

Al 61,5 70,5 65,5 62 64,87
Testigo 76,5 75,5 58.5 65,5 { 69

Anexo 7. Diametro del tallo de las plantas de vivero inoculadas (cm).

Aislamiento R1 R2 R3 R4 Promedio
Pal95-50 1 1,2 0,9 0,9 1,0
Pal95-46 1 1,2 1,4 1,2 1,2
Pal95-48 0,9 0,9 1,1 0,8 0,93
Pal95-4,1 1 1 1,1 1 1,03
Pal95-44 1,3 1,2 0,8 0,9 1,05
Al 1,3 1,4 1,4 1,2 1,33
Testigo 1,3 1,3 1,1 1,2 1,23




Anexo 8. Numero de hojas por planta inoculada.
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Aislamiento R1 R2 R3 R4 Promedio
Pal 95-50 25 30 20 21 24

Pal 95-46 32 37 28 35 33

Pal 95-48 21 26 34 21 25,5

Pal 95-4,1 20 22 29 23 23.5

Pal 95-44 36 34 20 21 27.8

Al 29 33 37 32 32,8
Testigo 36 35 33 35 34,8

Anexo 9. Lectura de siembra en medio MSP de plantas inoculadas.

Cepa R1 R2 R3 R4 | Promedio | Observacion
Pal 95-50 5/5 2/5 4/5 5/5 4/5

Pal 95-46 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 Pythium
Pal 95-48 2/5 5/5 5/5 5/5 425/5

Pal 95-4,1 1/5 2/5 5/5 4/5 3/5

Pal 95-44 2/5 1/5 3/5 5/5 2,75/5

Al 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

Testigo 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 Pythium
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Resumen. Aislamiento de raices para ver su nivel de infeccion

(2 placas con S trozos cada una ).

Tratamiento | Al momento | A los dos A los cuatro | A los seis
de la meses meses meses
aplicacion

Testigo 3.8/10 3,2/10 2 /10 1,4 /10

Fosetil- 1,8/10 5,6/ 10 1,4/ 10 3,4/ 10

aluminio

Metalaxilo 5,6/10 3,2/ 10 2 /10 1,2/ 10

Phyto-Fos 2,6/10 1,4/ 10 3 /10 1,4/ 10

M-5 3,8/10 2 /10 1,2/ 10 6 /10

Anexo 10. Aislamiento de raices. Primer muestreo ( 31/ 8/95).

Tratamiento R1 R2 R3 R4 RS Promedio
Testigo 0/10 2/ 10 9/ 10 1/ 10 7/ 10 3,8/10
Fosetil- 2/ 10 1/ 10 0/ 10 1/ 10 5/ 10 1,8/ 10
aluminio

Metalaxilo 2/ 10 5/ 10 8/ 10 6/ 10 2/ 10 5,6/ 10
Phyto-Fos 4/ 10 4/ 10 4/ 10 0/ 10 1/ 10 2,6/ 10
M-5 4/ 10 4/ 10 5/ 10 1/ 10 5/ 10 3,8/ 10

Anexo 11. Aislamiento de raices. Segundo muestreo (15/11/95).

Tratamiento R1 R2 R3 R4 R5 | Promedio !
Testigo 0/10 3/ 10 1710 3/10 9/10 | 3,2/10
Fosetil- 4/ 10 3/ 10 5/10 8/ 10 7/10 | 5,6/10
aluminio

Metalaxilo 0/ 10 4/ 10 4/ 10 0/ 10 8/10 3,2/ 10

Phyto-Fos 1/ 10 0/ 10 1/10 2/ 10 3/10 1,4/ 10

M-5 5/ 10 3/ 10 1/ 10 0/ 10 1/10 2 /10




Anexo 12. Aislamiento de raices. Tercer muestreo (2 /1 /96)
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Tratamiento R1 R2 R3 R4 RS | Promedio
Testigo 3/10 0/10 0/10 [1/10 6/10 |2 /10
Fosetil-alum | 0/ 10 0/10 2/10 5/10 0/10 1,4/ 10
Metalaxilo | 0/ 10 6/10 4/10 0/10 0/10 2 /10
Phyto-Fos 0/ 10 3/10 [ 2/10 1/10 9/10 3 /10
M-5 0/10 {4/10 0/10 2/10 0/10 1,2/ 10

Anexo 13. Aislamiento de raices. Cuarto muestreo ( 14/3/96).

Tratamiento R1 R2 R3 R4 RS Promedio
Testigo 0/10 {0/10 {0/10 |1/10 |{6/10 1,4/ 10
Fosetil-alum. { 0/10 {0/10 |4/ 10 |6/ 10 | 7/10 3,4/ 10
Metalaxilo 0o/ 10 {410 |2/ 10 |0/ 10 | O/ 10 1,2/ 10
Phyto-Fos 0/ 10 0/ 10 {0/ 10 {0/ 10 |6/ 10 1,2/ 10
M-5 1/10 | 8/10 |4/ 10 {7/ 10 {10/10 | 6 / 10

Resumen . Aislamiento de muestras de suelo .

Tratamiento Prom. de orificios de manzana infectados (muestreo Sept. de 1995 )
Testigo 26/4
Fosetil aluminio 3 /4
Metalaxilo 32/4
Phyto-Fos 2,6/4
M-5 34/4




Anexo 14. Aislamiento de muestras de suelo.
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Tratamiento R1 R2 R3 R4 RS | Promedio
Testigo 1 4 1 3 4 2,6/4
Fosetil-alum 1 3 4 3 1 3 /4
Metalaxilo 4 | 4 4 3 3,2/4
Phyto-Fos 3 2 4 2 2 2,6/4
M-5 4 3 3 3 4 34/4

Anexo 15. Contenido de nitrégeno determinado por analisis foliar.

Primer muestreo (18/9 / 95).

Tratamiento | R1 R2 R3 R4 RS Promedio | Variacion
Testigo 1,99 | 238 | 2,19 | 22 2,31 | 2,21 100
Alliete 2,02 | 2,1 1,67 { 1,86 | 2,12 | 1,95 88.2
Ridomil 5G | 1,99 | 1.9 2,15 12,41 } 1,87 | 2,06 932
Phyto-fos 1,83 | 1,86 | 1,94 2,02 | 2,17 | 1,96 88.7

M-5 1,95 (2,16 | 1,72 [ 222 |2 2,01 91

Anexo 16. Contenido de nitrogeno( % ) determinado por analisis foliar.

Segundo muestreo(17 /4 /96).

Tratamiento | R1 R2 R3 R4 RS Promedio | Variacion
Testigo 1,75 1 1,62 | 1,53 | 1,58 | 1,53 | 1,6 100
Alliete 1,73 | 1,57 | 1,66 | 1,56 | 2,14 | 1,73 108,1
Ridomil 5G | 1,55 | 1,52 | 1,54 | 1,61 | 1,52 | 1,55 96,9
Phyto-fos 1,54 | 1,5 * 1,56 | 1,62 | 1,56 97.5

M-5 - 1,8 1,99 | 1,53 [ 1,73 | 1,76 110

* Observacion que no se consider en los analisis, debido a que la planta habia sido podada y cuyo valor es de 2.1 %.



Anexo 17. Crecimiento y vigor . Primer muestreo ( 23/ 9/ 95).
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Tratamiento R1 R2 R3 R4 RS5 | Promedio
Testigo 3 3 3 3 3 3
M-5 4 3 4 4 2 3.4
Fosetil - 3 4 1 3 3 2,8
aluminio

Metalaxilo 3 3 3 2 3
Phyto-Fos 3 3 3 3 3 3

Escala del uno al cinco. siendo el uno una planta sana y cinco una planta enferma .

Anexo 18 . Crecimiento y vigor. Segundo muestreo (6 / 4 /96).

Tratamiento R1 R2 R3 R4 RS Promedio
Testigo 1 3 4 5 4 3,4
Fosetil-alumnio 1 1 2 1 4 1,8
Metalaxilo 1 4 3 1 1 2
Phyto-Fos 3 1 - 1 1 1,5

M-5 - 1 1 1 2 1,75

Escala del uno al cinco, siendo el uno una planta sana v cinco una planta enferma .
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Anexo 19. Necrosis (muerte y desecacion). Primer muestreo (23/9 /95).

Tratamiento R1 R2 R3 R4 RS | Promedio
Testigo 3 4 3 3 3 3,2
Fosetil-alum. 3 4 2 3 1 2,6
Metalaxilo 4 3 3 4 2 3.2
Phyto-Fos 4 2 3 4 2 3,0
M-5 4 4 3 3 2 3,2

Escala del uno al cinco, siendo el uno una planta sana v cinco una planta enferma .

Anexo 20. Necrosis (muerte y desecacion). Segundo muestreo (6/4/96).

Tratamiento R1 R2 R3 R4 RS5 | Promedio
Testigo 2 4 4 5 3 3,6
Fosetil-alum. 3 4 1 2 3 2.6
Metalaxilo 3 4 4 2 3 32
Phyto-Fos 4 2 - 3 3 3

M-5 - 3 3 3 2 2,75

Escala del uno al cinco, siendo el uno una planta sana y cinco una planta enferma .

Anexo 21. Calibre de la fruta (Evaluacion 23 /9 / 95).

Tratamiento R1 R2 R3 R4 RS Promedio
Testigo 1 1 5 5 5 3,4
Fosetil- 1 5 1 3 - 2.5
aluminio

Metalaxilo 1 5 5 1 5 3.4
Phyto-Fos 5 3 5 4.6
M-5 5 3 5 3 1 3.4

Escala del uno al cinco, siendo el uno una planta sana y cinco una planta enferma .



Anexo 22 . Medios de cultivo utilizados.

Medio P5 ARPH para 400 ml

Pimaricina : 2 miligramos
Ampicilina : 100 miligramos

Rifampicina: 4 miligramos

PCNB ;40 miligramos
Himexazol : 12 miligramos
Beromilo : 8 miligramos
Medio P5 S/H

Pimaricina : 2 miligramos

Ampicilina : 100 miligramos
Rifampicina: 4 miligramos
PCNB . 40 miligramos

Beromilo : 8 miligramos

Medio MSP ( medio selectivo para Phytophthora 'y Pythium )

Agar commeal 17 g/ It
Piramicina 10mg/lt
Vancomicina 200mg/lt

PCNB 20 %  500mg/lt
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Medio AMA para 400 ml.
Agar- maiz

Ampicilina 60 mg
Piramicina 4 mg
Rifampicina 6,4 mg
Benomilo 4 mg

PCNB 40 mg

Himexazol 1,2 mg

Agentes Fungistaticos y Bacteristaticos

Dentro de los agentes fungistaticos tenemos:

La Pimaricina posee accion contra la mayoria de los hongos (excepcion
familia Pythiaceae).

Hymexazol inhibe a Mortierella, algunas especies de Pythium, pero no
todas las especies de Phytophthora son insensibles.

PCNB y Benomilo poseen accion complementaria a Pimaricina, pero
de menor espectro de accion.

Ampicilina y Rifampicina son antibidticos bacteristaticos que no son

inhibitorios de Phytophthora.
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Anexo 23. Muestras de distintos lugares incubados en distintos medios.

Muestra Codificacion AMA PSARPH | PS S/H
Cachapoal R1 | Pal 95-48 1/10 0/10 4/10
Cachapoal R2 | Pal 95 -49 0/10 0/10 0/10
Concha y Toro | Pal 95 -46 6/10 1/10 0/10
R1

Concha y Toro | Pal 95 -47 1/10 0/10 0/10
R2

Fundo La Granja | Pal 95 - 43 9/10 5/10 0/10
R1 |

Fundo La Granja | Pal 95 - 45 0/10 0/10 0/10
R2

Fundo La Granja | Pal 95 - 44 0/10 4/10 3/10
R3

Sofruco R1 2/10 1/10 1/10
Sofruco R2 0/10 0/10 0/10
Sofruco R3 Pal 95 - 50 4/10 3/10 6/10
Promedio 2,3/10 1,4/ 10 1,6 /10




64

Anexo 24. Aislamientos de 12 cepas de Phytophthora cinnamomi

cultivadas en 3 medios de cultivo.

Cepas Medio AMA | Medio P5 ARPH | Medio P5 S/H
Pal 95 - 45 10/10 10/ 10 10/ 10
Pal 95 - 50 10/ 10 10/10 10/10
Pal 95 - 4,1 10/10 10/10 10/10
Pal 95 - 46 10/10 10/10 10/10
Pal 95 - 44 10/10 10/10 10/10
Pal 95 - 48 10/10 10/10 10/10
Pal 95 - 26,2 10/10 10/10 10/10
Pal 95 - 6,1 10/10 /10 10/10
Pal 95 -18 10/10 /10 10/ 10
Pal 95 -9,2 10/10 J /10 10/10
Testigo 0 /10 0 /10 0 /10
Al 10/10 10/10 10/10
A2 10/10 10/10 10/10




