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-RESUMEN

La enfermedad tristeza del aguacatero (Pemsea america--
na Mill.) causada por el hongo Phytophthora cinnamemi{ Rands,
se ha considerado como la limitante parasitica mids importante
en la produccidn de este frutal en México y el mundo (Zentmyer
1980; Téliz y Garcia 1982). Es necesaria mayor informaciodn -
sobre cstc organismo asi como las relaciones con otros micro~

organismos habitantes del sistema radical del aguacate.

En cl centro de Fitopatologia del Colegio de Postgra--
duados existe un proyecto de investigacion "Manejo integrado
de la tristeza del aguacatero" que intenta aumentar la efi- -
ciencia del control de la enfermedad implementando los princi
pios de control, cultural, quimico, bioldgico y genético. El
control genético se basa en parte, en la seleccidn de materia
les resistentes a la enfermedad mediante inoculaciones a plan
tas jovenes.

El objetivo del presente trabajo fue contribuir al co-
nocimiento y aportar conocimiento de diferentes métodos de --
inoculacién para futuros trabajos de seleccidn de materiales
resistentes, proteccidn cruzada y ecologia.

Se utilizaron cepas de P. cinnamomi obtenidas de arbo-
les de aguacate con sintomas avanzados de cnfermedad. Sc in-
dujo la formacién de diferentes tipos de inéculo de Phytoph --
thora cinnamomi{ : zoosporas, clamidosporas y micelio, con los
cuales se realizaron pruebas de patogenicidad en plantas de -
aguacate de dos, seis y 12 meses de edad.

El mejor método para la formucidn de esporangios fuc -
en solucidn salina mineral estéril en condiciones de luz fluo
rescente continua y 24 C durante 72 hrs.; éstos coinciden con
los de Chen y Zentmyer (1970). Las clamidosporas se increnen
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taron en suelo mezclado con harlna de mal"'l 5%“ El’micelib
se produjo en semillas de trxgo ester111zados e 1ncubadas ba-
jo oscuridad a 28 C. )

Se utilizd un diseifio experimental completamente al - -
azar, con tres tratamientos {(tipo indculo=zoosporas, clamidoes.
poras y micelio) y un testigo sin inocular con ocho repeticio
nes cada uno. Se emplearon plantas individuales como unidad
experimental, las plantas se mantuvieron cn condiciones de in
vernadero v se tegaron a inundacidn cada dos dias. El avance
de la enfermedad se evaludé cada dos dias durante 120 dias, to
mando como base una e¢scala ordinal desde O=ausencia de sinto-
mas, l=marchitez incipiente, Z=marchitez, 3=marchitez avanca-
da, d=defoliacidon v S=muerta. Para detectar diferencias en--
tre tratamientos se realizaron andlisis de Xruskal y-Wallis -

{(p=0.05). Para la eleccidn de los mejores tratamientos se == "7
9% J

realizaron separaciones de medias (p=0.05) ¥ la interaccién -
entre edad-tratamiento se midil con un andiisis de varianza -
en parcelas divididas (p=0.05).

En general las plantas de dos meses de edad inoculadas
con zoosporas y las inoculadas con micelio mostraron sintomas
de enfermedad en tres dias, lo cual coincide con lo que obtie
nen Dawson y Weste 1984, quienes también observan sintomas de
enfermedad en un tiempo corto cuando inoculan con zoosporas.
Las inoculadas con clamidosporas tavdaron 20 dias. Las plan-
tas de un ano de¢ edad wostraron sintomas hasta los 90 dias --
después de la inoculacidn. Las plantas testigo no presenta--
ron sintomas de enfermedad.

Los tratamicntos con zoosporas mostraron mayor eficien
cia para producir infeccidn v muerte, seguido por micelio v -
por Giltimo las clamidosporas para las tres cdades estudiadas.
El porcentaje de mortalidad fue mencr al aumentar la edad de

las plantas. Se observd recuperacion de plantas entermas de



seis y 12 meses. FEstas comparaciones se deben tomar con re--
serva ya que no sc¢ homogenizdé la cantidad de los diferentes -
tipos de indculo ni se aumenté la densidad de inGculo al - -
aumentar la edad de las plantas.



PRUEBAS DE PATOGENICIDAD CON DIFERENTES TIPOS DE‘INOCULO DE

Phytophthora cinnamomi RANDS. ~EN PLANTAS. DE AGUACATE ' (persea.

americana MILL.)

1. INTRODUCCION -

el-aguacate

1.1. Importancia delyé@lff

El aguacate es-originaric Sureste.de México 'y de"-
las zomas tropicales y subtropicales de.Centroamérica-de don-
de se ha distribuido a otras regiones del murdo. {De la Torre,

1984).

Uno de los posibles centros de domesticacidn del agua-
cate (Pensea amenicana Mill.} es México. Se han encontrado evi-
dencias arqueoldgicas que datan de 8,000 anos antes de Cristo
en el Valle de Tehuacdn, Puebla (Smith, 1966), considerdndose
la regidén de Atlixco como un posible centro de origen (Mosque

da, 1981).

Los centros de origen de un cultivo son de importancia
porque poseen la mayor diversidad genética (Lepik, 1970). Des
de el punto de vista fitopatoldgico lo son también ya que es
donde hospedantes y pardsitos han coevolucionado en el tiempo

y espacio, estableciéndose asi una relacidn de equilibrio.



El aguacate {Persea americanal es un cultivo de gran ex--
pansion en varios paises del mundo, porque juega un papel im-
: portanté para su cconomia. México, Estados Unidos, Brasil, -~
Venezuela, Africa del Sur e lIsrael sobresalen en la produccidn

de este frutal, (FAO, 1985). (Figura 1).

México es el principal productor de aguacate en el mun
do. Llos principales estados productores son Michoacdn, Sina-
loa, Pucbla y el Estado de México. En 1986-87 se cosecharon
83,600 hectéreas con una produccidn de 625,000 toneladas (San
chez, 1987). Sin embargo aunque existe una tendencia de ex--
pansidn en las dreas cultivadas con este frutal el rendimien-
to unitario en toneladas por hectdrea ha disminuido (Sdnchez,
1987), Esto podria explicarse por problemas socicecondmicos,
manejo inadecuado de huertos y problemas fitosanitaries. La
enfermedad radical conocida como la tristeza del aguacatero -
causada por cl hongo Phyfopithera ciunamomi ¢s censiderada come -
la limitante parasitica mis importante para la pudricidn de -
este frutal en México y en el mundo. (Zentmyer, 1980; Téliz y

Garcia, 1982).
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Figura 1. Produccion de aguacate {Pessca amcricana Mills.) en -
los principales paises productores (Fuente FAQ, 1983).

1.2, Importancia de la enfermedad

El agente causal de la enfermedad tristeza-del aguaca-
tero es Phytophthora cinnamomi, descrito por primera ve: por - -
Rands en Sumatra, al aislarlo de plantas de canela (Cinnamemwn
burmand) en 1922; desde entonces ha sido encontrada en 60 pai-
ses como causante de una variedad de enfermedades en mas de -
1600 plantas hospederas, lo que representa para México un pe-
ligro potencial piara otros cultivos de importancia cvcondmica

Zentmyer, 1980).

Esta enfermedad es as drdstica en tegiones constante--



mente humedas (“entmvcr Y;Riéhw

Ha)good 1986).’s1n emhargo,_

tero’en:

f71951) ‘:Horne (1934)70bservo a P, cinnamom{ como integrante del

slstem1 edéflco dcl aguacatcro.

hn Metlco Se h1 detectado en los estados de Michoacin,

Pucb11,, crncruh, Nayvarit v Moreclos (Andnimo,

1978)
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del 75% de los rbolesven produccxon vy en algunas regiones --

‘del_ pals como Queretaro ha ocasionado 1a desaparicién. del cul

tlvo (rellz‘) Garcxa, 198.).



Prevencia de Phytophthons & assaons
Estados productores de aguacate
Principales eitados productores de aguicate

Figura 2. Estados productores de aguacate {Persca americana Mill)
a nivel nacional y presencia de Phytophthora cinnamome.

1.3. Taxonomia y descripcidn de Phytophthoxa cinnamomi.

Alexopoulus y Mims (1979) ubican a P. ainnamomi en

Reino. Mycetae
Divisidén. Mastigomicota
Clase. Oomicetes
Orden. Peronosporales
Familia. Phythiaceae
Género. Phytophthona
Especie. cinnamomi



Phytophthora cinnamom{ es un hongo hcteroéélico con dos’ -
grupos de compatibilidad (Zentmyer, 1980f;kelkgrdpo.A-l 5e ha
" localizado en los Estados Unidos, Australia, Taiwin, Sudifri-
ca, Madagascar y Nueva Guinea.’ El grupo’A~2 iiene una distfi

bucidn mundial (Zentmyer, 19835) (Figuré 3.

@ Tipo de compatibilidad A-1""
O Tipo de compdtibilidad'A-7

Fibura 3. Distribucidn de tlpOS “de compat1b1l1dad de thoph-~;W
thoaa comamomi en el mundo (Lcntm\er, 1987) . :

Con basc en la descrlpcxon de hatcrhouse y Waterston -
(citado por Zentmyer, 1980), c:te honbo produce un mxcelxo ti
picamente toruloso con hifas cenncxtlcaa moderadamente ramifi

cadas, de paredes gruesas con hinchamientos . vesiculares; for-
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ma abundantes ciamidosporas esféricas terminales e intercala-
res. ‘Mediante .la reproduccidn sexual que se da sélo cuando -
se encuentran los dos grupos de compatibilidad, se originan -
cosporas aplerdticas. Los esporangios son oval-alargados y -
no forman papila, los esporangitéforos son delgados, ocasional
mente tamificados; el crecimiento en medio de cultive es pro-
fuso y en ocasijones con un patrdn rocetado, las temperaturas

Gptimas son de 24 a 28 C, la minima de 5§ y la maxima de 34 c.

VPhytaphthofm cimamom{ en condiciones naturales produce --
tres tipos de esporas: clamidosporas, oosporaas, y zoospo- -
ras. La virulencia de este hongo estd determinada en gran --
parte por la produccidn de esporangios, los cuales tienen la
capacidad de incrementar en un tiempo relativamente corto la
densidad de inbculo, por la alta produccién y liberacidn de -
zoospora, (Zentmyer, 1880; Hwang y Ko, 1978; Hoitink et al, -
Zentmyer y Brighan, 1956). Estas son moviles en el suclo y -

eficientes para infectar los apices radicales (Zentmyer, 14980).

Las clamidosporas tiecnen gran importancia en la sobre-
vivencia dcl] patdgeno, porque permanecen en raices muertas o
en el suelo hasta por seis afios (Zcontmyer y Mircetich, 1506,
Salazar, 1969). Sin embargo, también tienen cierto papel cn
ta infectividad, ya que son los propigulos que inician la in-
feccion en la planta hospedante cuando las condiciones son fa

vorables.
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El micglid%fambiénbes coﬁsidefado como una fueﬁte de—;r
indculo pero.su capacidad-de infeccién esta limitadé al con--
“tacto entre réices'sanés f‘ehferﬁas;,adgmés de'no~t§ﬁer un? =
larga sobrevivencia en las -raices dei‘ﬁospeaero ni en sueios

con abundante materia orgénica. Su sobrev1venc1a en. el suelo

fuera del hospedero es de 60 dias (MalaJc’uk

Phytophthora cimamomi en medio de.cultive

midosporas;

otro tipo de esporas. es. nec

1.4, Ciclo de la -enfermedad.

Debido a la capacidad de sobrevivencia de las clamidos
poras son éstas esporas las que dan lugar al inéculo pr}ma- -
rio, cuando las condiciones son favorahles para su germina- -
cién y desarrollo; al germinar cmiten un tubo germinative, el
micelio se desarrolla sobre las raices del hospcdefo o en el
suelo, forma csporangios los cuales liberan zoosporas que na-
dan en el agua del suclo infectando nuevas raices de planta -

susceptibles, yue se enquistan y germinan produciendo nuevo -
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micelio, el cual esporula y libera zoosporas. El micelio cre
ce enf;e ias células del sistema vascular y en la superficie

‘de las raices. La infeccién empieza con una invacién prima--
ria del hongo en las raices de absorcidn en donde produce pu-
dricién; el hongo avanza por el cambium hacia las raices de -
mayor didmetre pudriéndolas y tornindolas a un color negro ha
ciéndolas frigiles y quebradizas, finalmente destruyéndolas.

En ocasiones llega a afectar el cuello y la parte inferior --
del tronco causando una cancrosis con extensiva exudacidn de

un azicar {(monocetoheptosa). En México este sintoma no se ha

abservado.
1.4.1. Sintomas de la enfermedad.

Los sintomas de la cnfermedad aparccen en la planta en
cualquier momento de su ciclo biolégico, dependiendo de las -
condiciones ambientales favorables para el desarrollo de la -

enfermedad.

Los primeros sintomas consisten en formacion de hojas
pequenas y amarillas que se marchitan y desprenden, resultado
de un déficit nutricional; si los drboles se encuentran en --
produccidn sc¢ observan frutos de tamaio y ndmero reducido. -
Cuando las condiciones ambientales son 6ptimas para el desa--
rrollo de la enfermedad, se produce una marchitez rapida y ge

neralizada del follaje, consccuencia de la pudricién de rai--
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ces seguida de un desequilibrio hidrieo.’ La plantd no puede -
compensar el agua transpirada ocasionando {inalmente la muer-

te del drbol,

1.5. Factores que influyen eﬁ’la'bioiogia y:pappgenicidadjde

Phytophthoaa cinnamomi.

La temperatura dél ‘suclo dptima parargl;ﬂcsafrdllo de”
la enfermedad es de 20 C. : El micélio se desarrolla cntfe 7.5 ;
y 28 C con un éptimo entre 17.5 'y 19,5 C.- Los esp&rangios se
producen a temperaturas de 12 a 30 €, siendo 1a'6ptima 24 C.°
Las zoosporas no se producen a temperaturas inferiores de - -
17 C; disminuciones de temperatura provocan la liberacién de
zoosporas; al estar libres nadan a través del agua e infectan
a raices sanas del huésped (Zentmyer, 1961; Zentmyer y Chen,

1969) .

La curva de crecimiento de P. cinnamom{ en respuesta a
la temperatura es similar a la del aguacatero {Zentmyer, 1985)
excepto a los 33 €, temperatura a la cual el hospedero puede
crecer y el patdgeno no. El desarrollo de P, cinnamomi y la -
reduccidn consecuente del crecimiento de plantulas de ugunca;

te es con temperaturas del suelo de 21 a 27 C.

La humcdad en el suelo es el principal factor ambiental

que influye en el desarrollo de Paytophthena cinnamemi. En sue-
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"-los -con mal drenaje el hongo se activa, dqnd9~cqmd resultadq
la infeccidn de -las raices del aguécatero (Zentmfer. 1980) . -
Las zoosporas .y clamidosporas no sobreviven cuando la hume@éd
es ﬁenqr del 3% por dos semanas (Zentmyer, 1951; Zenhyef‘vaé
wis,‘1976). El agua del suelo influye en el crécimiéﬁto'dé'- ol
hifas, formacidn del esporangios y movimiento de.zooéppraél--

(Baker y Cook, 1974; Recves, 1975; Griffin, 19720. Por otra

parte, le permite al hongo sobrevivir cuanquné esti’en con--

" tacto con-la raiz del hospedero.

.- Nesbitt et af (1968) observaron 1i$is}defhith‘en sue-

2 lo hﬁmgdo,poffdebnjo de la_capaci¢gd_éeVpampéjcdéﬁdo fueron -

" incubadas a“una“temperatura’ de 25 3-2? C;-1os esporangios .no

se. forman a temperaturas mcnofes'de 15 C.:

"Eloxigeno del suelo es.necesario.para el desarrollo -

del hongo (Zentmyer y Brighan, 19560.

El pH también influye en el desarrollo del hongo; de -
3.5 a 5 se tiene poco crecimiento y arriba de 8 se reduce. -
El dptimo es de 6.5. La germinacion de zoosporas sec reduce -
cuanto de pH es de 4.5 (Zentmyer y Bigham, 1956; Zentmyer et

al 1965; Zentmyer eif af, 1971).

La quimiotaxia de zoosporas a las raices del hospedero

puede ser un importante factor en la patogénesis. Las zoospo
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ras de P 'oumamamé son atraidas a la region de elongucidn de
las raices: de absorcxon. La atraccién primaria es debida apa

rentemente por un am1noac1do exudado de esta zona de la raiz.

La electroctax1a puede Jugar un papel. en la atraccion.

:de zoosporas Las soOSpOTaS tlcncn partxculas de'cargd nega

txva:que son atra1das hac1a el anodo. La ln\acxon ‘de zocspo-

-ras a 1as ra1c1llas toma lugar rapldamente a traves de los es
pac1os 1nterLe1ulares, segu1da de una penctrac1on 1ntrdcelu--,

lar (Zentmyer, 1980)

Exlsten varios tra aJos en dond sé menciona que va- -

:TLOS hongos del gen T _Pythumwy del genero Phutophthona son -

vhabltﬂntes'comunés del patosxstema edifico. del aguacatero, --
.5in: embargo aun no se snbe los danos que sc puedan llegar a -
oca51onar.‘ Se ha prestado mis atencidn a- Phytophthora cinnamomi,
¥2 que este hongo parece encontrarse en todas las regiones --
~aguacateras del mundo; en cambio otros microorganismos son ci
casamente mencionados ¥ su relacioén con la.cn(ermcdna es poco

conocida,

Franco (1983} encontrd seis cepas diferentes de hongos
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“ que ‘son pafogénicas Val aguacatero y determind.a cinco de - -
ellas  como pé'xk‘tr‘ene‘c’ientes al género Pythium, sus aislamientos
fueron hechp‘s\ ae raices de drboles de aguacate de la regidén -
de Atrliico,"Put'abia, donde frecuentemente se han aislado dife-

rentes:Pythiaceos.

D_'o‘l‘an et af (1985), encontraron proteccidn de Persea -
ame)ti.ﬁﬁna 'v'con‘. P, .parasitia, el cual causa un pequeno dafo a P,
cj_m@ami y-menci‘tranararon ademis que si sc interplantan criticos
con agx;lacate, cste'hongo jugaria un papel en la induccion de

resistencia del aguacatero,

Horne (1934), observd a Phytophthona cinnamemi como inte-

grante del sistema edifico del aguacatc.

Harvey (1974), menciondé la asociacién de Pythium ananduo
y Pythium momospermun como patdgenos del sistcma radical del --

aguacate.

Hendrix y Campbell (1973) mencionaron que especics del
género Pythium son hongos que infectan tipicamente la zona de
elongacién de la raiz v que este proceso depende en gran medi

da de exudados de la raiz.

Reeves (1975), realizd experimentos donde se chservd -

relacidn y competitividad saprofitica de Phytophthoka cinnamomi
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con otros microorganismos del suelo) ‘al''sembrar plantas de.--
(ascalea sativa en un suelo rico ‘en.materia/orginica; la compe-

tencia la hizo Taichoderma OL&Ld:

dujo~a la farmacibdn

prematura de cosporas, clamidosporas.y espofangics de P, cinna-

momi. Demostrando asi 'que laregulacién saprofitica es uma -

parte importante de la sobrevivencia del. hongo’

2.2. Mérodos de inoculacidn.

Aragaki (1975}, probandoe resistcnéiara 1ajpgdrié@6nide'
raices ocasionada por Phytcphthora pabn&mna. en plénfﬁl#s:dé.péf‘.r
paya menciona un método de inocvlacién. En l,Sﬁd ﬁl ée agﬁﬁ
deionizada suspendido un disce de 60 mm. de difimetro con espo-
rangios de P. palmivora los cuales liberaron zoosporas. Las -
plantulas se mantuvievon en esta suspensidn por diferentes pe
riodos de ticmpo; después las pldntulas se regresaron a las -
macetas y se evalud ia infeccidn. A los cuatre dias se encon
trd un 100% de mortalidad en plantas que fucron sometidas des

horas a inundacidn.

Mitchell et af. 1478 estudiaron la relacién entre el -
nimero de zoosporas que producen la infeccidon v la mortalidad
del trébol, lInecularomn con diferentes concentraciones de - -
:cosporas de P, caipfejea, plantas de tréboel de dos semanas -
de edad sembradas en vermiculita hameda bajo condicienes am--

bientales controladas v un pi estabilizado con unu selucidn -
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buffer de agua deionizada. Las plantas fueron inoculadas con
la soluciﬁn buffer que contenia zoosporas. A cada planta se
adiciéﬂé coh una .pipeta de 1 ml. de esta solucién. La movili
,dad de’las zoosporas fue mantenida sometiendo a las plantas -
inoculadas a una temperatura de 20 C y tres horas de inunda--
cién. La evaluacidn de la infeccién se determind a los 21 --
dias reaislando el hongo.: Se encontrd un 100% de ifneccién y
un SO%-de mortélidad cuéndo;se inoculé con 10,000 zoosporas -

por planta.

Dawson y Weste flgsﬁ);?inqcuiardn con zoosporas de - -
P. citnamomi drboles de euc;iipfo dg;dps‘meses de edad scmbra--
dos en macetas de plastico yﬂbajoféondiciones ambientales con

troladas.

Para facilitar la infeccidon, lesionaron la rai:z antes
de la inoculacidn. Diez horas después de la inoculacidon ob--
servaron la infeccidn en la raiz al sembrar trozos de raices
enfermas en medio selectiveo y 15 dias después se ohservaron -

sintomas de 1a enfermedad en plantas susceptibles.

Zilberstein y Pinkas (1987), evaluaron la resistencia
de clones de drboles de aguacate a P, cinnamomi. Cortaron pun-
tas de raices de los clones y las sumergicron en agua bidestd
lada mis una suspensién de diferentes concentraciones de zoos

poras e incubaron bajo diferentes tiempos en oscuridad. A --
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las 72 horas de incubacién observaron infeccidn en las raices
de las especies.susceptibles, cuando fueron inoculadas con --
10,000 zoosporas por ml en comparacidn con las especics resis

tentes en donde no. se observé infecciodn.

Ramire;'flMitchell (1875}, inocularon plantas dé papa-
ya de 45 dias de edéd, sembradas en macetas de 100 ml de capa
cidad, adicionando 10-ml de agua deionizada esté rxl con dife
rentes-concentraciones de zoosporas de Phytophthona pafmivera a
cada maceta. A la semana observaron un 100% de infeccidn - }
‘cuando se inoculd con 100,000 zoosporas por planta.. La infec
cién la evaluaron a) sembrar raices de las.plantas inoculﬁdus'
en un medio selectivo, reaislando asi al honges Paru 11 -ino-
culacién con clamidospoeras utllxzaron suclo 1nfcstado ‘con va-
rias densidades de clamidosporas, en el cual sembraron 1a5-;:
plantulas de 15 dias de edad. Lla 1nfncc1on la evuluaron sem-

brando raices de las plantas 1n[estadas en medxo selectivo, -

Una a cinco clamidosporas por g.de suelo requerldqs para pro-

ducir 50% de infeccidn.

Kanwischer v Mitchell (1981}, réﬁortdron métodos de --

inoculacién en plantas de tabaco de - un mes de edad por medio

de clamidosporas, oospora ¥ :duSporasxdE”7Pf}mﬂa5££éca. Infes-
taron suelo esterilizado estableciendovarias densidades de --
in6culo clamidospérico por g de suelo en.el cual trasplanta--

ron las plantas de tabaco. La-inoculacién con zoosporas la -
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1levaron a.cubo bajo conﬂiciénes de‘inundaci6n4para facilitar
el movimicnto de zocsporas hacia la raiz. . La infeccién la .-
evaluaron,'dos”meses y medio  después de la inoculacidn. Sem-
braron tréiosldé raices de plantas inoculadas en medio selec-
fivpi{_Repbftaron un '100% -de infeccidén cuando inocularon con
'500 ﬁlamidosporas por g de suelo y 95% de infeccidon con 3,000

zoosporas poT planta.

Kenerley et af. (1984), determinaron el ecfecto de la -
inundacitn en plantulas de Abies frndend y su susceptibilidad
al atagque por P. cinmamom{ y en la produccién de indculo secun
dario en suelo infestado y no infestado. Utilizaron plantas
de dos anos de edad, las cuales fueron transplantadas a suelo
infestado y a suelo no infestado, sometidas a diferentes tiem
pos de inundacidén. La mortalidad de las plantas la determina
ron visualmente s los 33 dius después de los periodos de inup
dacion y el % de infeccidn lo determinaron sembrando raices -
en medio seclective. Observaron un 85% de mortalidad y un - -
100% de infeccidn con periodos de 24 a 48 horas de inundacidn,
La densidad de indculo la cuantificaron a los tres, nueve y -
26 dias de inundacidn, sembrando diluciones de suelo en un me
dio sclectivo v obteniendo un incremento significativo a los
tres dias de inundacién, periedo que predispone @ las plantas
a la infeccidn. La produccién de indculo secundario la deter
minaron sumergiendo hojas de  Rododendron cortadas en disces v

desinfestadas al agua flotante de las plantas por 24 horas; -



después de este tiempo las hojas fueron la§ad§s coﬁlagﬁﬂ deio
nizada y puestas en un medio selectivo, obteniendo en é1 cola
nias de P. cinnamomi. También determinaron la predisposicidén -
del hospedero al ataque por P. cimnamomi y la distribucién dci
patdgeno., Previamente a la inoculacién sometieron plantas a
24 horas de inundacidén, 20 minutos antes de este tiempo inocu
laron con diferentes concentraciones de zoosporas; siete dias
después se determind el § de infeccidn, obteniendo un 100% de .
infeccidén y un 84% de mortalidad con 120,000 znqsporas por --
planta y no observaron diferencias entre trutémiéntos inunda-

dos y no inundados.

Daniway (1977), al estudiar la influencia del.control
de agua en la severidad de la pudricién de la raiz causada por
P. créptogea en Canthamuws tinctonius, inoculd plantas de tres a -
cinco semanas de edad con diferente concentracidén de zoospo-
ras de P. ecrdptogeas distribuyéndolas en la superficic del sue
lo, después de que el inbéculo penctrd en el suelo, se adicio-
né agua a saturacidén y 11 dias después evalud la severidad de
la enfermedad; los sintomas fueron evaluados con una escala -
arbitraria de cero (ausencia de sintomas) hasta cinco (marchi
tez severa); obteniendo mayor cantidad de raices podridas con
200,000 :zoosporas por planta al aumentar ¢l riego antes y des

pués de la inoculacidn,

Cho (1981), provando patogenicidad de P. cinnamomi ino-



22

cul6 plantas de Bankin speciosa "de un ailo de edadbcbnrun.maée-
rado de indculo ﬁrcparado con 20 ml defcuitivéfééarrde una se
mana de edad con 20 mm de agua destilada estéril, del cual co
locé 10 mm debajo de la superficie del suelo alrededor de ca-
da planta. Dos meses después de la inoculacidén, se examina--
ron los sintomas al hacer reaislamientos en medio selectivo -
agar; para provar resistencia, inoculd plantas de dos meses -
de ecdad de diferentes especies Bantkia con zoosporas resultan
do a los seis dias un 75% de mortalidad en plantas suscepti--
bles y a los diez dias un 90% de mortalidad en otras plantas
susceptibles. Observd infeccidn con dice 1005p6ras,§or plan-
ta y una mixima infeecidn con 1000 zoosporas’ por -planta. -
Blaker v Mac Donald (1981}, inoculajoh plantas de Rhe--
dodendron de un ano de edad resistentes y susceptibles a - - -
P. cinmnamomi{, adicionaron un namere conocido de zoosporas al -
rededor de cada maceta agreparon agua hasta saturacidén v las
mantuvieron asi durante 24 horas. La severidad de la enferme
dad la evaluaron utilizando una ecscala desde cero (sintos no
visibles) hasta cinco (plantas muertas). Se¢ obscrvaron sinto
mas mis tipicos de la pudricién de 1a raiz y coruna con die:z
z00sporas por planta,; la severidad de la enfermedad aumentd -
al incrementar la dosis de zoosporas; cn las plantas resisten
tes, no parecieron sintomas dunque también se reaisld el hon--
go. El desarrollo de los sintomas fue mds severo cn plantas
sometidas a sequias y en las sometidas a la inundacidn por 48

horas antes de la inoculacién.



Benson y Cochran (1980), evaluaron la resistcnci; en -
hibridos de Rododendron (azaleas) a la pudricién de 1la rai:,;-
causado por P. cinnamemi; utilizaron como inéculo, aislamientos
de este hongo cultivados porvio dias en granos de avena este-
rilizados; tres semanas después transplantaron las azaleas y
adicionaren 30 gr de indculo en cada uno de los dos hovos que
hicieron al rededor del eje de cada planta, de dos a cuatro -
cm debajo de la superficie del suclo; mantuvieron las plantas
con humedad a capacidad de campo colocando las macetas en cha
rolas con agua. Cuatro meses después evaluaron la severidad
utilizando una escala de 1 a 5 donde: l=raices sanas, 2Z=necro
sis aguda, 3=necrosis avanzada, 4=corona necrosada y 5=plan--
tas muertas, no cunntificaron nimero de propigulos con el que
inocularon; registvaron plantas resistentes, moderadamente re

sistentes, y muy susceptibles a la pudricién de la rai:z.

Stamdish et af, (1962) al hacer un estudio para conocer
especies de Phutophcthera involucradas en la pudricidn, hicie-
ron aislamientos de raiz o corona de Jundpeaus y encontraron
a- Rododendron de un ano de edad resistentes y susceplibles a -
Phytophthona cinnamomi y a P. cidiptegea. Probaron su patogenici--
dad vn condiciones de invernadere, inoculando a Jundperus con
crecimiento miceliar de las dos especies de Phytophthora de -
cuatro semanas de edad; cada aislamiento de Phytopththena cre-
¢ié en jarras de un litre conteniendo 500 cx:!5 de vermiculita

mas 200 mi de caldo V-8; el indcule fuc lavade con agua va- -
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rias veces para Temover los nutrientes y lo mezclaron con sue
lo esterilizado (7 rpartés'de inéculo por 9 de suelo) donde -
se transplantaron las plantas adicionando agua hasta satura--
cién durante 48 horas, dos veces a la semana a algunas plan--
tas.:.La infeccidén la evaluaron después de 8 semanas, sembran
‘do raices de piantas enfermas en un medio selectivo, encon- -
trando a - P. cxiptogea involucrada en la enfermedad, sdélo en -
plantas que se sometieron a periodos de inundacién, senalando
"asi 1a importancia que tiene ¢l cuidado del riego en los cul-

tivos.

Wong, ot af. (1986), estudiaron la patogenicidad de - -
Phytophthona clandestina en raices de trébol subterrdnco vy su in
teraccidn con otros cinco hongos cominmente asociados con la
pudricién de la raiz del trébol. Inocularon al suelo con cre
cimiento miceliar, (obtenido en semillas del mijo humedecidas,
esterilizadas e incubadas a& 25 C durante scis semanas), mez--
claron el infculo al 0.05 p/p con suelo pasteurizado y ahi --
‘sembraron las semillas de trébel y las sometieron a difercn--
tes condiciones de temperatura v humcdad. Dos semanas des- -
pués, evaluaron la severidad de la enfermedad usando una esca
ta de 0 a 5, donde =-rajces sanas v 5=planta muerta. Calcula
ron el porcentaje promedio del indice de enfermedad usando --
una modificacién del métode de Mc Kinner (1923) citado por és
tos autores Yy cencontraron una severa pudricién causada por --

P. clandestina a una temperatura de 10 C.
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Kuan y Erwin (1980) saturaron de agua algunas'plhntas
de alfalfa durante una semana y las inocularon cod_dn’homogé;';”

nado miceliar preparado al mezclar dos cajas de medid‘d'~tu1;?””

tive agar con crecimiento de P.memupwmu_con'uh agitaddr th‘,J"

rante 15 seg. en un litro de agua destilado y lé;feﬁért1erdﬁ'

alrededor de las plantas; tres semanas dcspuds. de erminaron

planta muerta. Encontrando pudricién mis-Sever
que fueron saturadas con agua antes deyldainbcul

. traste con las no saturadas.

2.3. Produccidn de esporangios ¥ liberntiéﬁfdc zooporas de --

Phytcphthora cinnamomd.

Existen reportes donde sé mcncidné la existencia de mi
croorganismos invelucrados en la férmacién de esporangios de
P. cinnamem{ (Mehrlich, 1935; Zentmyer y Marshall, 1959; Byan,
1965 citado por Donald y Frank 1965). Sin embargo en trabujo
de fiéiologia y patogenicidad de P. cimmamom{ se¢ han presenta
do dificultades debido a la contaminacién por bacterias y pro
tozearios del extrato de suelo no estéril en asociacidn con -
esporangios y esporas de este patégeno (Donald v Frank 1965);
por lo que para estos fines es importante producir estados --
eporangiales en cultivo puro, ya que estas estructuras libe--
ran zoosporas, las cuales incrementan cn un tiempo relativa--

mente corto la densidad de indculo.
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" ‘Muchas especies de Phytophthora producen esporangios -
facilmente en cultivo puro, en el caso de P. cinnamomi no es -

asi,

Existen varios métodos que se han experimentado para -
inducir la formacidn de esporangios. Rands, (1922) (citado -
por Chen y Zentmyer 1970) y Leonian 1934, obtienen csporan- -
pios bajo condiciones estériles, lavando discos dé cultivo de
P. cinnamemi de ocho a dicz dias de edad con agua estéril, va-

rios cambios por periodos de 48 horas.

Mehrlich (1935), experimentd la formacidén de esporan--
gios en extracto de suelo no estéril y menciona por primera -
vez la presencia de microorganismos involucrados en la forma-

cion de esporangios.

Dolan, ¢t al. (1986) citanr un método de produccidn de -
esporangios en extracto de suelo al 1% no estéril. Incubando
discos con crecimiento miceliiar de 0.5 cm de didmetro por 24
horas a 24 C en caldo V-8 al 20%, lavando posteriormente tres
veces en agua destilada ¢ incubados en el extracto de suelo -
por seis dias; los autores no indican bajo qué condiciones. -
Para la liberacidn de zoosporas, somctieron los esporangios a

cuatyo C durante 20 minutos,.

La temperatura, humedad luz, pll, etc., también influye
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‘en la formac1on de esporang1os Waterhouse (C1tado por Zentm—-
yer 1980) obtlene que la temperatur

c¢idn de esporangios es de 24 C y comparando'formacxon de es-

tas estructuras en medio sélido ¥ 11qu1do salo 1as obtlene ‘en’

medio liquide. Manning y Crossan (1966) 1nduJeron esporan-ﬁ‘

gios s6lo en condiciones de luz fluorescente contlnua o' en alf

ternancia de luz-oscuridad. Schoulties y Baker (1974) en on-fi,j‘

traron que la luz constante es importante paré—fﬁdué'f

riedad en la produccidén de esporangios; por:otfé‘part
yer y Ribeiro (1977) (citados por Zentmyer

tran que la produccidén de zoosporas no depende

Chen y IZentmyer {1970} encontraron un metodo practxco
para la formacidn de c<pornnglos bajo condlcxones de luz L
fluorescente continua, como una Tespuesta a la pcrd1da de nu-
trientes, La liberacidén de zoosporas la obtuvieron bajando -
la temperatura a § C durante diez minutos, regresando los es-
porangios a luz continua a 24 C y esperando una hora para la

liberacion de éstas.

Mircetich vy Matheron (1976), emplearon para la produc-
cidon de esporangics extracto de suelo esterilizado mediante =~
un filtro miliporo, sumergiendo en éste discos con micelio de

P. cimemomi e incubédndolos bajo luz continua.



2.4. Estudios realizados para el control He‘la}enfé¥ﬁédéd.‘

Las enfermedades radicales a nivel raizi§on di£iéi1cs
de atacar debido a la complejidad de las interncfionestisicg‘
quimicas y bioldgicas que se establecen en.el fendmeno déi'pé‘
rasitismo. Existe una gran ignorancia del comprotamiento de;

P. cinmamomi{ probablemente esté interactuando sinergistica 0.~

antagénicamente no sdlo con otros hongos- sino con.otros.compo

nentes de la microbiota.

En México a pesar de servel méydfip#odUétbr;de:Agﬁéﬁa4”
te a nivel mundial, la invcstigncién“dc l§ ﬁpdficién de rai--
ces del aguacatero ain es reduciéa:en contraste con otros pai
scs también productores de aguabsté éomq Eétados Unidos, Sudd

frica y Australia.

En 1982, surgié en el Centro de Fitopatologia del Cole
gio de Postgraduados un proyecto de investigacién que inten--
ta, aumentar la cficiencia del control de la enfermedad "tris
teza del aguacatero”, mediante un desarrollo de un mancio in-
tegrado del control de la enfermedad vy con una filosofia in--
terdisciplinaria. Se han implementado pricticas culrurales,

control quimico, bioldgico y genético.

Para aumentar la cfectividad del control también se es

td incluyendo la bisqueda de materiales resistentes, va que -
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:segﬁnﬂWéike}‘¥'Sﬁyﬂe  1§$3),‘(€itados por‘Zentmyer 1980} el

“uso de Tesistencia.es.und;aproximacién efectiva para.el con--.
patagenbﬁ'deIWSuelo,’lo cual se ha afirmado en

“estudiosde-control de - P. cinnamomi, Muchas investigaciones -

" :han’sidoidedicadas. a esta:fase de control y estdn basadas en

.inoculaciones.a ‘plantas jdvenes.

1%:7; Aundue/en neustro pais no existen referencias al res--
.pccto éé ha tratado de probar la patogenicidad de P. cinnamomi
.péfd seleccionar materiales resistentes a la enfermedad {Ga--
lindo, comunicacidn personal) de aqui la necesidad de encon--
trar una metodologia apropiada para pruebas de patogenicidad

de P. cinnamom{ en plantas de aguacate.

En este momento ¢s necesario tener un método de inocu-
lacidn eficaz de P. einnamomi{ en plantas de aguacate y asi se
guir buscando materiales resistentes a la enfermedad, ademis
de estudiar relaciones de hongos y otros microorganismos con
cl propdsito de entender ¢l papel de éstos en el patosistema

y asi la naturaleza de la enfermedad.

El presente trabajo formu parte de una serie de ensa--
yos coordinados por el Centro de Fitopatologia del Colegio de
Postgraduados enmarcados dentro del proyecto titulado "Mancjo

integrado de la tTtisteza del aguacatero", iniciado en 1982.
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En un xntento por contr1bu1r al’ cunoclmlento de la bio

logla de - P. cunmmom¢ y aportar conoc1m1entos de algunas meto

dologlas de 1noculac1oh para probar la patogen1c1dad de este

“hongo se planteo el\p:e;ent )trabaJo con los objetivos siguien

tes:

3. Objetivosi

1,- Inducir a la formacidn de diferentes tipos de ind-
' 'V‘t:‘uilro de_ P. cinnamomi.
a,< Formacion de esporangios y liberacidn de zobs;:,'
poras,
b.- Formacidén de clamidosporas.

c.- Incremento de crecimiento miceliar.

2.- Evaluar los diferentes tipos de indculo obtenidos

de P. cinnamem{ en plantas de aguacate.

3.- Evaluar el comportamiento de los diferentes tipos
de in6culo de P, cinmamomi{ ¢n plantas de aguacate -

dos, seis y 12 meses de edad,
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4.~ MATERIALES'Y METODOS © =~ °

El prescnte trabajovédné
boratorio, la fase de campo se-lley
rimental "Bugamb111as.

Puebla.

4.1, Descripcién dé_la;zona:de muestreo

Atlixco se localiza en el Estado'de,Pueblé.'eﬁ}iéipto;
v%ncia fisiogrifica del eje Neovolcdnico y subbrovinciaide -
los lagos y volcancs de Anihuac. Ocupa un drea total de - --
286.57 km cuadrados. su principal cultivo es el aguacatc - -
(INEGI, 1987). De acuerde con la clasificacién de Koopen mo-
dificada por Garcia, su clima es de tipo A(L) wi (m), semica-
lido, subhimedo con lluvias en verano. La precipitacién anual
oscila entre “uQ a 1000 mm; los meses mis lluviosoes son de ju
nio a scptiembre y los meses mds secos de diciembre u marzo.
Su temperatura media anual es superior a los 18 C, el mes mis
caliente es abril, que alcanza una temperatura de 25.4 C. Es
ta regidn estd tibre de heladas (INEGI, 1987}, Al Norte de -
la ciudad de Atliaco se localiza el huerte "Bugambilias', El
suelo del heurto se clasifica como un fluviosol de textura mi
gaidén arenosa, presenta un pH ligeramente alcalino de 7.2

a -

1

7.3, y una conductividad eléctrica de 2 mmhos/cm por lo que -

presenta problemas de salinidad,



33

4.2. Muestreo.

Se tomaron muestras de raices de irboles de aguacate -
con sintomas avanzades de enfermedad "tristeza del aguacate--
‘ro". Cada muestra se cxtrajo de sitios bajo el area de som--
bra del arbol, sacando cubos de suelo de 20 x 20 x 20 cm. y -
de &1 se separaron las raices, las cuales fueron colocadas en
una bolsa de polictileno, anadiendo suelo con el fin de evi--
tar la deshidratacidén, se etiquetaron y transladaron al labo-

ratorio.

La fase de laboratorio se¢ llevd a cabo en las instula-
ciones del Centro de Fitopatologia del Colegio de Postgradua-

dos Montecillos México.
4.3, Aislamiento del patdgeno.

En el laboratorio, las raices fueron lavadas con agua

" corriente y cortadas em trocitos de 2 c¢m de longitud, los cua
les se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1% durante -
un minuto; se¢ enjuagaron con agua destilada y se secd ¢l exce

so de agua con papel sccante.

Se sembraron con diez fragmentos de raices por caja --
(Figura 4), que conteniar medio de cultivo PARPH, sclectivo -

para aislamientos de pythiaccos (Jeffers y Marin, 1986). Las



cajas se incubaron a oscuridad akuna téhpératﬁraidekzsrc dﬁ;}
_rante tres dias; al término de este, tlempo se: procedxo a 1a -
determinacién de P. cinnamom{ con base ‘a-sus: caracter15t1cas -
macro y microscépicas basadas en la descr1pc1on de. Waterhouse

y Waterston (citados por Zentmyer 1980) y se,trgngfxr1o para

su purificacidon a medio de cultive V-8; las cajasiéé inghbé--'

ron en oscuridad a una temperatura de 28 C dﬁrantg cuatro < -

4.4, Obtencidn del indculo.

Con la finalidad de asegurar la‘formacién de esporan--
gios v liberacidon de zoosporas sc probaron dos metodologias -
distintas. En solucidn salina mineral estéril y en extracto

de suelo no estéril.
4.4.1. Formucidn de csporangios on:

a}.- En solucidn salina mineral ecstéril.

£sta solucién contenia 0.005 M de nitratoe dec potasio,
0.01 M de nitrato de calcio, 0,004 M de sulfato de muagnesio -
uforado a un litro con agua deionizada; se esterilizd a 15 li.

bras de presioén durante 15 minutos ¥y se¢ agregd 1.5 ml por 1i-

tro de solucidén de hierro queilatado (Fe EDTA) esterilizado o

filtrado en un filtro miliporo de .2 micras.
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Para prcparar el FeDTA se ut1llzaron 7 5 £ KOH 24 9 g

conup. -

fueron. -

Las cajaé.se incubaron a 2§ ¢ bajo oscufiéﬁd.auf5hfc'-
12 o 24 horas;'a] térmiﬁo de este tiempo sc¢ formé alrededer -
de]l disco un tapete de crecimiento miceliar de 6.S'Cm éproxi-
madamente. Se drend el jupo dc -las cajdé, ¥ 1os-discos con -
cl tapete miceliar fueron lavados con la solucidn salina ning

rul.

Se efectuaron cuatro lavados, uno cada 30 minutos con
25 ml de la solucidn salina, &sto con la finalidad de quitar
los nutrientes del medio de cultive, agitando las cajas lenta
mente cn cada lavado, para ayudar asi al vaciade de¢ éstos. -

Los lavados sc efectuaron en condiciones ascépticas.

Las cajas de petri teniendo los discos con micelio cu-



rentes condiciones de luz y temperatura,

para cada una de las diferentes condicione

hrs luz natural, 12 oscuridaafa”iémperatura;ambient

b).- En extracto de suclo no estéril:

Para la preparaciénrde éste extracto, sc pc;agan Sg -
de- suclo, tomados de una muestra previamente homogeneizada --
procedente del huerto de aguacate, se ‘agregaron cinco g de --
suelo a vasos de precipitado, se aforaron 100 ml con agua des
tilada estéril v se mezclaron con un agitador clectromagnéti-
co por diez minutos, repitiéndose este ciclo cade 12 horas --
con el propOsito de disminuir el efecto de anoxia v propiciar
el incremento de la microbiata en la suspensién del suelo, al
término del periedo de incubacidn se decanté y sc¢ filtré a --

través de cuatro capas de manta de cielo.

Se evalud la cantidad de esporangios produciﬂos por --
disco de un cm de didmetro en cada una de las diferentes con;
diciones. Para la liberacion de zoosporas los discos con ¢l
crecimiento miceliur con esporangios fueron lavados con agua
deionizada estéril tres veces v sometidos a temperatura de --

10 € durante 15, 20 y 30 mintus. Sc retornaron las cajas a -



oscuridad a”Zﬁ'C dﬁfanfe qna‘hdra*

“tiempo~envel-cual-ocurrid:

la ‘liberacién de- zoosporas:

4.4iiﬁ';qcféientd,J I-;nébdld:miééiiﬁl.

:él iﬁcrementb del micelio se probdé en semillas de tri-
gb Y eﬁ'semillas de avena, previamente humcdecidas con agua -
al 100% de capacidad. Se agregaron 100 g de semilias a cada
uno de¢ los matraces de 250 ml, se esterilizaron en autoclave
a 15 libras de presion durante dos horas, en dos ocasiones, -
dejando un dia de reposo entre ia primera y la segunda esteri
lizacién. Cada matraz se inoculd con diez discos de 1 cm de
didmetro con crecimiento miceliar de P. cinmamom{ y se incuba-

ron en oscuridad a 25 C durante 15 dias.
4.4.3. Incremento del indculo clamidospdrico.

La formacion del indculo clamidospodrico se incrementé
en suelo bromurado mezclado con harina de maiz al 1%. Se - -
agregaron 100 g de suclo humedecido a capacidad de campo en -
cada matraz erlenmayer de 250 ml, se esterilizaron ¢ incuba--
ron de igual forma que la metodologia anterior, cada ocho ma-
traces de indculo se mezclarop perfectamente con ocho, 24 y -
48 g de suclo bromurado y se mantuvieron en charolas a capaci
dad de campo durante 60 dias. Al término de este ticmpo se de
termind la cantidad de indculo clamidosporico presente en el

suclo por medio de diluciones,



cn medio sclectivo -
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El suelo sﬂ‘homdgenéizé'perfectdmehtc, se.tomd un g de

suelo v se suspendlo én 99 .ml de agua agar al 2%. Una alicuo

ta: de 10 ml de esta GuSpcnSlon se virtio en 90 'ml de agua - -

agar al ; obten1endose asi una dilusidén de 10-, de la cual -
ﬁ‘se tomaron 10 ml y se suspendieron en diez cajas petri, un ml
por ca]a que contenia medio selectivo PARPH, y fueron incuba-
"das 4 una temperatura de 25 C por tres dias y se determind el

nimero de propigulos por g de suelo con el que se¢ inocularon

las plantas.
4.5. Pruebas de patogenicidad.

Las pruebas de patogenicidad fueron llevadas a cabo en
cl laboratorio (zoosporas) y en ¢l invernadero se utilizaron
plantas de aguacate criollo (Persea americana Mill.) de dos, --
seis y 12 meses de cdad (Figura 5), cultivadas desde su germi
nacidon en suclo desinfestado con bromuro de metilo sembradas
en macetas individuales de uno, krcs y seis kp de capacidad
respectivamente.  Se utilizd un discho crperimental completa-
mente al azar, el cual consistido de tres tratamicntos y el --

testigo, con ocho repeticiones cada uno.
4.5.1. Con zoosporas.

La inoculacién a las plantas con zoosporas sc llevd a

cabo distribuyendo una suspension. de 20,000 zoosporas por ml
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(150 ml por planta) resultado de Sﬂ_diécoﬁ.dé-miéelip en cada
planta de aguacate de las diferenteé‘edades; se‘déscﬁbrieron

un poco las raices para vaciar la suspensxon de Loosporas, se
volvieron a cubrir las raices y las plantas se somet1eron a.

inundacién durante 24 hrs, cerrando el drena]e de las mace- -
tas. El riego a 1nundac10n se mantuvo cada tercer dla. La -
evaluacién de los sxntomas ‘se 1levo a cabo cada telcer d1a du )

rante 30 dias.
4.5.2. Con crecimiento miceliar.

La inoculacidn a las plantas con crecimiento miceliar
se llevd a cabo mezclando cada 800 g de semilla de trigo colo
nizadas con P. cinmamomi se mezclaron perfectamente con una, -
dos y cuatro kg de suclo bromurado el cual se utilizé para --
trasplantar las plantas de aguacate de dos, seis y 12 meses -
de edad respectivamente, ¢l riego se mantuvo a inundacidn ca-
da tercer dia. La evaluacion de¢ los sintomas sc llevd a cabo

cada tercer dia durante 120 dias.
4.5.3. Con clamidosporas.
Los ocho, 24 y 18 kg dec suelo mezclado con el indculo

se utilizaron para trasplantar las plantas de aguacate de - -

dos, seis y doce meses de edad.
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Las plantas -se trasplantaron a este suelo en macetas -
individeales de uno, dos y cuatro kg de capacidad respectiva-
mente y se regaron a inundacidén cada tercer dia, la evaluaciodn
de los sintomas se llevé a cabo cada dos dias, durante 120 --

dias.

Dos dias después de la inoculacidn se procedid a eva--
luar c¢! aspecto aéreo de las plantas, cada dos dias durante -
cuatro meses. El aspecto adéreo se determind tomando como ba-
se¢ una escala ordinal cn que O=planta sana, l=marchitez inci-
piente, 2=marchitez avanzada, 4=defoliacidn por marchitez y -

S=muerte.
4.6, Anfilisis estadisticos de resultados.

Se realizaron anilisis estadisticos paramétricos (trans
formaciones de datos a logaritme natural) y no paramétricos -
{transformaciones de datos a ranges), con ayuda del programu
estadistico (SA8) con la finalidad de comparar estos tipos de and-
lisis y tomar los resultados que se ajusten a lo observado --
bioldgicamente, Para detectar diferencias estadisticumente -
significativas entre tratamicntos, para cada edad en cada eva
luacidn se realizaron andlisis de varianza (p=0.05) (Said y -
Zirate 1988) y pruebas de Kruskal y Wallis (Said y Zirate, --
1988; Siegel, 1972). Para la scleccidon del "mejor" "trata- -

micnto en cada evaluacidn, para cada cdad se realizd la prue-



‘ba de Tukey (p=0. 053 (s'tee’l'y' "ro'rr’ié A
miltiple (p 0.05) (Holander y Walfe

edad- tratamlento s¢’ detcrmlno con un
parcelas dxvxdxdas (p= 0 05) con tran

a rangos (Morales, 1988)



5. RESULTADOS Y DISCUSION. .

Las colonias de P, u.nnamaw. se
‘a los tres dias de haber 5eﬁﬂrada‘f$
el medio selectivo PARPH. Ademas de
ron colonias de distintos hcngos de,l

cuales segin Rodriguez y Garc1a!;;98} erhhn_éﬁcontrﬁdo con-

tantemente ¥ con alta frecuencia. “F nco’ 1983 1dent1f1co a-

la mayoria de éstos como el género Pjth«.um

Pythium y Phytovhthona se han encontrado comunmt‘ntc en el
patosistema eddfico del aguacatero (Rodrxgucz y Garc1u 1983]
y han resultado patogénicas a la raiz del agqacntero (chdrxx
y Cumpbel, 1873; Harvey, 1945; Moore v Phelpé 19?4 L1u' 1977'
Vander Plaats 1981; Franco 1983; Dolan exyaﬂf i9§§), (c1tados

por Rodrigue: y Garcia, 1983).

5.1. Obtencidn del indculo.

§.1.1. Obtencién del indculo zoospdrico. =~

El mejor medio para la producuon de esporangxos fue -
la inmersidén de discos de V-3 agar con crec1m1ento de. P. cdnna-
mom{ de cuatro dias de edad en Laldo \-8,a1‘20!,‘ ‘incubados 12
horas a I8 C, lavados cuatro veces durante 30 .minutes en solu

cidn salina mineral estéril. Las condiciones-‘en. las que se -



obxu§§ mayor prudﬁcciénjqéiéspo}&ngioslfugron;con luz’ fluares
;éﬁ;e;g 24'CTﬁﬁf$ﬁte'72 Horés (Tablé 1). Estos résultndos Ja
cghcuerdah con los ‘obtenidos por Chen-y Zentmyér (1970)‘quieJ]V;
.ﬁes obtieﬁen aﬁundahte'produccién de esporahgios bajo ;ﬁhﬁi--
ciones similares de temperatura, luz y solucidn salina‘ﬁiné;-;:
ral estéril que la utilizan para quitar los nutr1entes del me:

dio de cultive V-8 agar y mencionan que la formac1on de espo-

rangios es una respuesta a la pérdida de nutrxen es 1nduc1da

por el lavado de los discos de crec1m1ento mxcellar con la 50

lucidén salina. Ademas indican que el ca1c1o Yy magne51o conte
nidos en la solucién son responsables deﬁl ‘ren;;ac1on de
los esporangios y que la solucién de. FeDTA incrementa™la pro-

duccidén de estas estructuras.

Existen trabajos en donde se~mencidha.qug;1§Vtgmperatg

ra, humedad (Waterhouse, 1969, citado pot_;qumyér'iQQijyb~f.7 
Tuz (Maning y Crossan 1966 y el pH (ientmyér f‘Ribbifo 1977),
influyen cn la produccidn de csporangios,_10JCUai:§E,gonFirma
con los resultados de este trabajo los que efeéﬁivamcntc indi
can que lu humedad, temperatura y luz fugron faﬁtores impor--

tantes ¢n la formacion de esporangios.

Abundante produccidn de esporangios también se obtuvo
en extracto de suelo no estéril, al incubar-discos de V-8 agat”
ton crecimiento miceliar en este extracto baje luz fluorescen

te a 24 € durante T2 hrs (Tabla l); estos resultados son seme
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Tabla 1.- Cond1c1ones de luz y temperatura en la que se

"exper1mento la formacidn de esporagios en con

”fd1c1ones estcr11es

perimentales

X de esporangios produ

cidos por disco de 1 -

-“emde didmetro.

luorescente y 24 C

durante 72 horas

12 hrs 1luz fria fluorescente
12 oscuridad a temperatura -

ambiente
Oscuridad permanente a 24 C
12 hrs luz natural, 12 hrs

oscuridad a temperatura am-

biente

30

30
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‘jantes a los obtenidos por Merlich 1935; Zéntmver y Marschali

1959; Bryan 1965, Dolan, Cohen y. Coffey, 1986 _q&iéneé adémés'

mencionan la presencia de mlcroorganlsmos responsables de la e

estimulacidén a la preduccidn de equra'g;q

L.a actividad metabdlica de 1a§ Bé te
la familia Pseudomonacea y subsxﬁncia
la poblacién microbiana se ha consiéndd‘
la estimulacién a la produccion d§7e$p§f
1963; Bryan, 1965 citados por Donald'&xFran
bargo el uso de extracto de suelo no.‘es con

jos de infectividad ya que el indculo® lcvar1a ademas de espo..

rangios, otros microorganismos del s@{lo

La contaminacidn por bacteriasiyrprotoioarios de ex- -
tracto de suelo en asociacidn con csporang1os y oosporas de -

P. cénnamomi{ fue informada por Donald 'y Frank {1985).

Shels et af 1977, citados por Donald y Frank, 1985, ob
servaron, a nivel de laboratorio, hongos de los génevos Aspex-
qileus y Peniciftium parasitande hifas y oosporas de P, cinramomi
en medio de cultive., Baker v Cook (1973}, menciona que hon—;
gos de estos géneros influven en forma determinante en algu--
nas cspecies de Phutophthona inhibiendo fuertemente la longe-
vidad, actividad vy tasa de desarvrecllo del micelio y otros pro

pigulos del hongo.
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Tabla 2.- Condiciones de 1uify(tempéfatura.én las.que se

experimentd la formacion' de esporangios en suec

lo no estéril.

Condiciones experimentales -

X de csporangios pro-
ducidos, disco de 1 -
cm de didmetro

Luz fria fluorescente a 24 C

durante 72 horas

12 hrs luz fria fluorescente

12 oscuridad a temperatura

ambiente

Oscuridad permanente a 24 C

12 hrs luz natural, 12 hrs

oscuridad

25

30

20
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Por ‘otra parte‘lé‘proddté'

ciones de cultivo axenlco requ

asegura la 1nfeCC1on de P c&nnaMOML ipor. 10

jo se eligid este mgtodo,para reallzarllas inoculaciones. -

La mayor liberacién de zoosporas se.obtuvo''lavando los
discos tres veces con agua deionizada estéril, ‘sometiéndolos
a 10 C durante 15 minutos y retorndndolos a oscuridad a 24 C

durante una hora,
5.1.2, Obtencidn de indculo miceliar.

La produccion de micelio fue mayor en semillas de tri-
g0 que en semillas de avena en la scuales, la invasidn por mi
celio fue mds lenta. Esta forma de incrementar el indculo --
fue basada en la mctodologia utilizada por Benson y Cochran -
(1980) quienes utilizaron semillas de avena para incrementar
el indculo miceliar y Wong et af, 1986 que utilizaron semi- -
llas de mijo; otres investigadores han obtenido micelio en --
cultivo liquido (Cho, 1981; Standish et af, 1982) y otros han
empleado macerados de cultivo como inbdculo miceliar (Kuan y -

Erwin, 1980).

En este trabajo utilizd el método mencionado evitando
1a posible formacién de esporangios en el medio de cultivo 1i

quido.



S0

5.1.3.,Obtcnci6h de_indculo clamidosporial.

La obtencidn de clamidosporas se obtuvo a los 15 dias
de.incubar suelo infestado con discos de medio de cultivo de’
"P. cinnamomi. Se obtuvieron 18 propagulos por gramo de suelo, -
lo cual contrasta con lo obtenido por Franéo (1983) quien ba-
jo las mismas condiciones obtuvo 3,000 propaguios por g de -
suelo, lo que indica que hay que asegurarsc de la cantidad de

clamidosporas producidas en cada matraz.
5.2. Pruecbas de patogenicidad.
5.2.1. Con'zoosporas.

"En general las plantas de dos a seis meses de edad ino
Vcdladés con zoosporas desarrollaron sintomas de cnfermedad en
un tiempo corto, las primeras plantas enfermas aparecieron a
los dos dias después de la inoculacidén, diez dias después ha-
bia un 88% de plantas enfermas y 15 dias después un 50% de --
plantas muertas. Las plantas de un ano de edad no mostraron
sintomas. Estos resultados coinciden con los obtenidos por -
Dawson y Weste (1984) quienes tambi&én observaron sintomas de
enfermedad 15 dias después de inocular plantas de cucalipto -
de dos meses de edad con zoosporas de P. cinnamomi. Aragaki --
(1975) obtuvo 100% de mortalidad cuatro dias después de haber
inoculado plantas de trébol ({Taipholium sp.) con esporangios -

de P. palmivona.
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Ramirez y Mitchell (1975), obtuvieron 80% de infecéién'
y 40% de mortalidad al inocﬁlar plantas de papaya (Carica papa-'
ya) de 15 dias de edad con 100,000 zoosporas de P. pafmivora, -
Ranwicher y Mitchell (1981) obtuvieron 95% de infeccidn des--
pués de dos meses y medio de inocular plantas de tabaco (N{co-
t{ana tabaco} de un mes de edad con 3,000 zoosporas de P. parasi-
tica. Cho (1981) obtuvo infeccidén con 1000 zoosporas de P. -

cinnamomi por planta de Banshia speciosa de un aiio de edad.

En general la mayoria de los autores coinciden en ob--
servar infeccidén en un tiempo corto entre cuatrc y 15 dias --
después de 1a inoculacidén con zoosporas, lo cual también se -
observa en los resultados de este trabajo, con lo cual pode--
mos decir que el inbculo zoospbérico fue realmente efectivo pa
ra producir infeccién en un tiempo corto, lo que es atribuido
a la virulencia de P. cinnamomi la cual estd determinada en -
gran parte por la produccidn de esporangios, los cuales tie--
nen la capacidad de incrementar en un tiempo relativamente --
corto la densidad de indculo por la produccién de zoosporas -
(Zentmyer, 1980; Hwang y Ko 1978; Hoitink ef ¢£.1974, Zentm- -

yer y Brighan, 1956).

La eficiencia para la infeccidn de las zoosporas se ha
atribuido también a su movilidad en el agua y al fendmeno de
atraccién de zoosporas a la regidn de elongacidn sobre las pe

quefas raices de absorcidén (quimiotaxia), caracteristica co--
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fmﬁnldc_vafios pytiaceos {Hendrich y Cambell, 1973). Esta - -

'acréécién es atribuida a 1a presencia de aminodcidos conteni-

bdog.én3lus exudados radicales quienes se producen en mayor --
*uganfidﬁd si el suelo antes de la inoculacidn estda saturado. -
EI‘AQmento de la conductividad eléctrica de los exudados radi
cales danhan la superficie de la raiz, lo que favorece la pene
tracidon del hongo (Chen y Zentmyer, 1973; citados por Kuan f
Erwin, 1980).

Por otra parte se menciona que las condiciones anaerd-
bicas causadas por la saturacién de agua pueden ocasionar acu
mulacidn de etanol, el cual en exceso tiene un efecto destruc
tivo sobre las membranas celulares (Kiyosawa, citado por Kuan
y Erwin 1980)., Se ha reportado también que el etanol atrae -
zoosporas (Allen y Nowhook, 1873), lo cual pudo haber ocurri-
do en este trabajo ya que se mantuvo el riego a saturacién; -
Pfender et al 1977 y Diniway (1977) mencionan que las pobla--
ciones de P. cimnamomi 7y la severidad de la enfermedad aumen-

tan al incrementar los potenciales de agua.

En este trabajo se obtuvieron porcentajes muy altos de
mortalidad al inocular con zooporas en contraste con los obtg>
nidos cuando se inoculd con micelio y clamidosporas. §in em-
bargo no se puede afirmar que el inbculo zoospdrico sea el --
mas eficiente, debido a que no se homogeneizd el nimero de --

propigulos entre los tres tipos de indculo., En este trabajo
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se utilizaron altas concentraciones de zoosporas en contraste
con otros investigadores que han utilizado una menor cantidad
‘de éstas, lo cual pudo haber influido para obtener mayor por-
centaje de infeccibn con éstas. Al respecto se han realizado
trabajos en donde se menciona la importancia de la densidad -
de inGculo y su relacidn con el grado de enfermedad y la muer
te causada. Blaker y Mc Donald, 1981; Kenerley y Cho 1981 --
coinciden en mencionar que al aumentar la dosis de zoosporas

aumenta la severidad de la enfermedad.

Ramirez y Mitchell 1975 observan 10% de infeccidn y 0%
de mortalidad cuando inocularon con 1000 zoosporas por planta
y 90% infeccidn, y 40% dc mortalidad cuando utilizaron 100,000
zoosporas por planta de papaya [Catica papaya} de 15 dias de -
edad. Mitchell et al (1978), mencionan 50% de infeccidn cuan
do inocularon con 250 zoosporas de Pythium aphanidermatum, Phyto-
pthtahora eniptogea y Pythium ostracodes por planta de tomate, tré-

bol y algoddn, respectivamente.

A pesar de que las zoosporas scan consideradas como --
inbéculo eficiente {Zentmyer 1980) para producir infeccidn y -
muerte, inocular con éstas tiene sus inconvenientes, ya que -
en primer lugar cxisten problemas para inducir la formacibn -
de esporangios quienes producen las zoosporas, ademis de que
1a duracidn de la movilidad de éstas es muy corta al igual --

que su sobrevivencia, por lo que si se desca trabajar con és-
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tas se debe contar con una metodologia segura para producir -
estas estructuras, ademés las inoculaciones se deben hacer de
masiado répido, evitando asi el enquistamiento de las zoospo-
ras. Hickman (1970) citado por Zentmyer 1980 y Mitchell et -
al 1978, asumen que las zoosporas raramente producen infec- -

cion después del enquistamiento.
5.2.2. Con micelio.

Las plantas de dos y seis meses de edad presentaron --
sintomas de enfermedad al tercer dia después de la inocula- -
cidn con micelio, observdndose diez dias después un 63 y 75%
de plantas enfermas respectivamente y cinco dias después un -
37.5 y 12.5% de mortalidad, 15 dias después de la inoculacion
se obtuvo menos porcentaje de mortalidad con micelio, en com-
paracién con zoosporas, lo cual concucrdﬁ con los resultados
de Benson y Cochran (1980) quienes obtuvieren 33% de mortali-
dad, cuatro meses después de haber inoculado con micelio para
evaluar resistencia en azaleas (Rododendton spp} a P. clandesisi
na, Wong et al obtuvieron 40% de infeccién a las dos semanas
después de haber inoculado trébol (Taipholium subtenraneum) con
micelio de P. clandestina incrementado em semillas de mijo (Pa

nicum miliaceum L.).

Las plantas testigo no presentaron sintomas de enferme

dad y las plantas de un afo de edad no presentaron sintomas -
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hasta los 90 dias después de la inocﬁlacién. 'Unorde los in--
convenientes de usar esteAtipo de inéculb:és que ho‘se puede
determinar la cantidad de propégulps con ios.que sc esté ino-
culando, ademds de que no se puede asegurar que el iﬁbculo so
lo sea micelio ya que puede iracompaﬁadode clamidosporas; 1o
cual posiblemente explica la existencia de pocos'trﬂbajos en

los que se haya usado este tipo de indculo.
$.2.3 Con clamidosporas,

El indculo clamidosporal fue el que menos porcentaje -
de infeccién y mortalidad produjo en comparacién con el indcu
lo zoospdrico y con el micelio. En este caso s¢ tardd mds --
tiempo en presentar los primeros sintomas de la enfermedad. -
Hasta los 20 y 30 dias se observd un 13% de plantas enfermas
de dos y seis meses de edad, respectivamente y hasta después
de tres meses se observd un 25% de plantas muertas de dos y -
seis meses de edad. Las plantas de un aio de edad mostraron
los primeros sintomas de enfermedad hasta los 90 dias después

de la inoculacidn.

Estos resultados contrastan con otros donde se ha uti-
lizado este tipo de indéculo. Ramirez y Mitchell (1875) obser
varon 50 y 95% de infeccién, 45 dias después de haber inocula
do con 0.5 y 10 clamidosporas de P. palmiveaa por g de suclo a

plantas de papaya (Cardica papaya L.) de 15 dias de edad; 75% de
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1n£eccxon y 0% de "ria' fdkcun una clamxdospora por g de --

,suelo y 100% de 1nfecc10n y asy de mortalidad con 25 clamidos
poras por g de suelo : M1tche11 (1978) al relacionar densida-
‘deg de_lnoculo de varlas especies de Phyfopthora y Pythium obtu
-vieron 50% de infeccidn con 600 y 900 clamidosporas por kg de
'sﬁelo inoculadas en plantas de papaya (Qaniﬁa;mpaya L.). Wan
- wicher (1981) obtuvo 50 y 100% de infeccidén con 132 y 100 cla
ﬁidosporas de P. parasitica por g de suelo, 45 dias después de
haber inoculado plantulas de tabaco (N{cotiana tabaco} de un --
mes de edad. Francoe (1983) obscrvd infeccidn después de ha--
ber inoculado plantas de ﬁguacate Persea americana Mill., de un
mes de edad con 3,000 clamidosporas de los diferentes phythia

ceos cncontrados.

Estos autores coinciden en reportar un mayor ticmpo de
infeccidn y muerte cn comparacidn con otros autores, quienes
inocularon con zoosporas, lo cual coincide con nuestros resul

tados.

La falta de efectividad para producir e¢nfermedad o - -
muerte con indculo clamidosporial en nuestro caso, quizd se -
deba a que la cantidad de propdgulos por g de suelo {19) no -

fue suficiente bajo las condiciones del presente trabajo.

Los anllisis estadisticos Kruskal y Wallis (p=0.05)} y

el anféilisis de varianza (p=0,05) indicaron la existencia de -



Figura 8. Plantas de aguacate (Peasen amendizana MEE) de dos me--
ses de edad {A), y 6 meses de odad (B}, incculadas con P ocd-
nnamom< usando una escala ordinal donde U=plants sana, l=mar--
chitez incipiente, 2=marchiter, 3=parchite: avanzada, 4=defo-
liecién y S=muerte.
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Figura Y. Plantas de aguacate (Poxsed ametesana Mitl. de 12 me-
ses de edad inoculadas con P, slwomamemd ovaluad usando una -
escala ordinal dende O=planta sanae, l=marchitez incipiente, -
2=mavehiter, 3=marchite: avanzada, !t=defolidcidn v LSrmuerte,




diferencias estadisticamente significativas entre los trata--

mientos, cn.cnda una de las cuatro fechas de evaluacidn esta-
distica en cada edad. Estas pruebas apoyan los resultados ob

".servados. La comparacién miltiple entre tratamientos (p=0.05)
y la prueba de Tukey (p=0.05) mostraron que en general, para
la prihera y segunda evaluacidén los tratamientos con mayor --
efectividad en la expresion de enfermedad fueron el zoospdri-

co ¥ el miceliar, para las tres edades probadas (Figura 10}.

“Para 1a tercera evaluacidn se modificé esta tendencia.
Se. observd diferente comportamiento de los tratamientos cn ca

da'hha de las. edades (Figura 11).
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En las plantas de dos y 12 meses de edad los "mejores”
tratamientos fueron zoosporas y micelio para las de seis mec--
ses el de 2oosporas, alin cuando 5e observd una tendencia ha--
cia el decremento de la enfermedad. No se efectud analisis -
estadistico para respaldar estadisticamente la interaccidn ob
servada entrc edad-tratamiento, puesto que el avance de la ¢n
fermedad en cada edad fue diferente, conduciendo de la marchi
tez avanzada a la muerte en plantas de dos meses de edad y en
las de seis y doce meses a la defoliacidén., Lo querno sq-éspg

raba en el momento de optar por la escala utilizada.,

En la cuarta evaluacién 1a escala se homogeneizd entre
las edades, lo que permitio realizar un andlisis de varianza
en parcclas divididas (p=0.05} con transformaciones a rangos,
1o que indicd interaccién cdad-tratamiento (Figura 12), lo -~
cual quiere decir que a mayor edad de las plantas mayor resis

tencia de las mismas.
5.3. Comportamiento de las diferentes edades estudiadas.

El andlisis de resultados, segin la edad de las plintu
las inoculadas, nos muestran que los mejores tratamientos fué
ron zoosporas y micelio. Para las plantas de dos meses de --
edad, sin diferencias estadisticamente significativas, el mi-
celio mostré una tasa de infeccidn y mortalidad mds rdpida --

que las zoosporas; aunque éstas mostraron mayor efectividad -
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“en.el desarrollo inicia)l de la infeccidn (primera evaluacién)

(Figurale-A);

Para las plantas de seis meses de edad aunque las zoos
poras y micelio fueron eficientes en un principio, no tuvie--
ron un efecto sostenide en el incremento de 1la enfermedad (Fi
gura 13-B) este cfccto fue ma3s marcade com el indculo mice- -
liar, donde 1la severidad decrecid hasta observarse la recupe-
racion de la mayoria de las pliantas tratadas, y con una apa--
riencia similar a las tratadas con clamidosporas y las testi-
go. Se obtuve mayor nimero de plantas recuperadas en las ino
culadas con micelio que con zoosporas. las clamidosporas mos
traron poca infectividad er el desarrollo de los sintomas, --
sin cmbargo, mostraron una tasa de infeccion aunque lenta, --

sostenida en el tiempo.

Para las plantas de doce meses de edad, aungue ¢l mice
lio mostrd una tendencia hacia el decremento de la severidad
(Figura 13-C), fue superior a las zposporas solo durante las
primeras tres evaluaciones, finalmente las zoosporas induje--
Ton mayor severidad. las clamidosporas mostraron menor efi--

ciencia en la induccidn de sintomas.

En general, para las tres cdades estudiadas, el trata-
miento con mayor eficiencia en producir infeccidén y enferme--

dad fue el de zoosporas 68% seguido por el micelio 47%. Las
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clamidosporas mostraron eficiencia minima. Llas plantas de un

afic .de cdad, mostraron sintomas dec enfermedad hasta 105”, e

dias después de la inoculacién.
6. Conclusiones.

Cualquier tipo de indculo puede. ser bueno segﬁhblos ab
jetivoé y condiciones del trabajo a realizar. Para trabajos
en donde prueban resistencia se han wtilizado zoosporas como
in6culo (Aragaki, 1975; Zilberstein y Pinkas, 1987; Zentmyer,
1980), debido a su eficiencia para producir infeccidén. Sin -
embargo un inconveniente de inocular con é&stas es que, depen-
diendo de la densidad de inbculo, puede haber demasiada pre--
sién de seleccidn Tsao 1989 (comunicacidn personal) rccomendd
para la bisqueda de materiales recsistentes, inocular el mate-
rial con suelo infestado naturalmente (4 a S propdgulos por g
de suelo), aumentando gradualmente este indculo, ya que las -
poblaciones de Phytophthona son raramente mayores a cinco pro-
pigulos por g de suelo. Para trabajos ecoldgicos recomienda
inocular con clamidosporas debido a que con éste tipo de ind-
culo, el desarrollo dec la enfermedad e¢s mds lento {como sc ob
servd en este trabajo) por lo que puede ser atil para estu- -
dios de proteccidn cruzada sugeridos por Rodriguez y Garcia -
1983, quienes encontraron cierta relacidén antagbnica cntre - -
P. cinmmamomi y otros pythiaceos en la dindmica radical del hos

pedere, Para cste mismo fin también sc puede utilizar el mi-



celio, aunque no se aconseja ya que no se puede saber la can-
tidad de propigulos por g de suelo que se esté inoculando. -
Sin embargo para probar patogenicidad e infecciéﬁ pﬁedetser -

bueno.



68
BIRLIOGRAF1A

Milenopouius,  Co . and Charles WM. 1977, Introductory Mycology. 3a.
edicion. Wile. thw Yert. 632 pp.

Fragakiy M. 1973, A papaya sedling assay for P thora root resis
tence. 'lant Disease. Reporter. 59:5858-D040. -

Monum. 1578, fuario estodistico de  la produccitn agricola de los
Estados Lhidos Mexicanos. D.G.E.A. 5.A.R.G. 35~ 53 pp

Baker,  K.F., and (ook, R.J. 1974. Biological control of Plant Patho
qens. W, H. Freeman. San Framcisco. 435 pp.

Berso. ', Dufl., and Cochan,F.E. 1980, Resistance of evergreen hybrid
azaleas to root rot caused by Phytophthora cinnamomi. Plant
Disease 4:214-2185.

U Blaker’ M.S..ond Mac Donald, d. D. 1991.Predispesing of soil moasture
extrems on  the susceptibility of Rododendron of Phytophthora
root and crow rot. Flytopatolcgy 71: 831-0G4.

Campbell, W.A. and Hendri:, F.. Jr. 1967. Pythwm vy _Fiytophthora,
. Population. in  seuthern forest ree nursries. Phytopatology 57:
457 . (abstr.)

Chen' D.W. and Zentmyer, G.A. 1970, Froduction of sporangia lyy Fhytop
thora cinnamoml 1n axenic cultuwre. Micologia &62: 397-401

Cho J.J. 1981. fhytophthora root rot ot banksia: tHost range and che
mical control. Flant Diseare 65:87-833.

Coffey, M. . Ohr, H.D., Campbell, S.D. and Guillement. F.B. 1984
Chemical control of FPhytophthora cinne i on avocado root
stocks Flant Discase &5:

Dawson, F., and Wesie, 5. 1984. Impact of root infection by Fhytop
ttora cimmamomi on  the water relations of two eucaliptus spe
cies that defier in susceptibility FPhytopatology 74: 4846-490.
De la Torre, VY.J.D. 1984. Gria para cultivar aguacate en ei bajsio,
S.ARH. Celay~, Gto.. Méuco. folleto pars productores Nol Lo
26 pp

bolan, T.E. and Coffey,ti.D. 19834, | aboratary screening technique for
assessing  reelctence of four awvecodo rootstocks to Phytopthora
cinnnamonmy (Flant Diseass 70:120%-1 18,

Donald, M.H. and Frant., H.A. 1965, Introduction of aseptic sporangial
formation 1 Fhytophthora cinpeman: by metabolic deftuszates of

s0il microorganims, Hoture Adb: S73-674
Dniway, J.ML 1977 redigenasing effect of water of waler strees on
the: o a1 by af  Frytophtbyes root ot s safflovor,

Fhytopstology &7 B3-849.

Erwin, D.C., Hartmcii. Gareia and isao FLIPE5. Phytophitora.it's Uio
logy JTanmomy ., Erology and Patology. Th2 american
Fryetopetologpical , Society. 392 pp.



ST S

Frenco,F.E. 1983 Dindmica de 1la poblacién de Meloidogine sp bajo
dastintos manedos del agroecosistema del aguacatero (Persea
americana Mill)y patogenicidad de Fythaum spp a éste frutal
tesis de maestria en Ciencias. (olegio de Potsgraduados.
Chapingo, ¥xico. 62 pp.

F.A.0. 1985 Production Yearbook 39:178-199.
Fuente 1.N.E.G.1. 1967,

Gallegrs, G. R. 1985, Alguwnos aspectos del aguacate y su produccicn
en Michoscan. U.A.C.H. Chapingo, México. 317pp.

Gregoriow, C..and Rajbumar, 1984 Effects of irrigation and mulching
ot shoot and root grawth of avocado (Persea gmericana Mill.)man
go (Manguifera indica) J. Hortser 539: 109- 117

Griffin, H.D. 1972 Ecology of Soil Fungr Syracuse Univ. Fress: Syracu
se, N.Y. 193 pp.

Harvey, J.V.1945, Fung: masccirated with decline of avocado and citrus
1n California. Plant Dicease Reptr. Z9:110-117,

Hendrix, F. F. Jr. and Cawmpbzll, W. A. 1973 Pythim.as plant patho
gens fon Rev. Phytopathology 63: 77-78.

Hine,R.B., Alaban, C, and Klemmer, H. 1964. Influence of soil tenpe
rature on root and heart rot of pineapple cause by Phytophtho
ra__cipnamomi ad  Phytophthora parasitica Fhytopathology 54:

1287-1289.

Hoitink, H.A.J., and Schitthner, 1974. Resistance of Rododendron
species and hybrids to Fhytophthora root rot. Flant. Disease.
fRep. 5983 65065

Hollander,H. and Walfe,D.A.1973.Noparametric  Statitical Methods Ed.
J. Wiley and Sons, New York.151-1€8.

Hormme,W.T.1934. Avocado disease in California UWniv. Calif. fgric.
Exp. Stn.Bull 985. 72 pp.

Haang, S.C.,and Ao W.HAF70. A simplified method for sporangial
production by Phytophthor<a CANNAMOML « Micolegical
47212331234,

Heang, S.C. and Ko 19/8.Biology of clamdospores , sporangia and
zoospores of Phytophthora cimnamomi  in soil  Fhytopathology
6B: 726731,

Jeffers S.N and Marin, S.B. 1980. Comparison of two modia selective
for  Phytophthora and  Fythium species. Flant  .Diseases.
70:1042-1060,

karwicher, M.E., and Milchell, D.J. 198l.Relationsnips of numbers of
spores  of FPhytophthora parasitica var. nicotiena to infection
and mortality of tobacco. Prytopathology 71:49-/0.

Feneriey, C. ™., Papte, and Bruch, R. Esrﬁmrg_s‘!&t Hufm&‘f

tevelopment of FEhytophthora roo lj toapt
Sk




70

l-:uaﬁ, T. L. and Erwin, D. C. 1980. Predisposition effect of water
satwation .~ ot  =o0il on Phytophthora  root rot alfa.
Fhytopathology 70:981-984.

.Lecnian,. LeHe 1234, Identification of Fhytophthora species, W. Va.
Uni. Fgric. Esp. Stn. Rull. 262. 36 pp.

tepik, E. E. 1973, Gene centers of plant as sources of disease
resictance. An. Kev, FPhytopath. 8: T20-343.

Hanning .J., and Crossan, D. F. 1966. Variation in degree of
patogenicity of isolates of Phytophthora cinnamoni to cultivars
of taxus. Plan Disesse Rep. 9): 84-87.

Mircetich, S., and Matheron, M. E. 1976, Fhytophthora root and crow
rot of cherry trees. Fhytopathology. &4: S49-5858.

rirtchell, D.J.. Kanwicher, M. E., and Moore, E. S. 1978. Relationship
of punbzrs of twospores of Fhytophthora criptogea to infection
and mortality of wewercress. Phytopathology. o8: 1446-1448,

torales, 6. L. 1983, tras enformedades radicales en el estado de
Michmacan.

Morales. M. 1585, Transformeciones a rengos en diseno  parcelas
divididas. Tesls  de  maestria  en cilenciaes. Colegio de
Fostaraduadoys Crhapingo, Mésaco.

Meaaueds, Ve R, 19891. S1tuacion actual de la utilizacién de
germoplasmna  y mejoramiento genético de los frutales tropicales
y aibtropitalios de Méaco. Les Bafios, Filipinas, 15 p.

Nesbitt, H. J., Malajczub, N., and Glenn. A. R. 1979. Effect of soil
moisture  and  temperature on the  survival of  Fhytophthora
cirnagomi in saot. Brol. Biochen. 113 137-140,

Ftenter, . F.. tHine R ke, ared Stangteellina, M E. 1977, Froduction
of cparangla ond release ot tropares by Fhytophtlora meqesperma in
s0il. Fhytopattology 673 &57-640.

Ffendor W, Fo, and HMogedorm, D, 3. 1730, Conparative virulence of
Fphanomyces  eute s f. sp. and Bythiwn ultamen on Ehaseolus
vulgaris at natuwrraly occurring noculum levels,
Fhytopathology 7Z: 1200-124,

Famirez, H. M., ana Mitchell, F. J. 1975, Kelationship of density of
chlamdrspores and  ccosporss of Fhytophttsra palmivora in siol
to infeciion of papaya. Phytopathology 65: 780-783.

fieeves, R. J. 1974, Eehavior of Fhytophthora cinnamomi Rands in
difterent =01l and water regimcnes. Soil. Biochem 7: 18-24.

todriguez, F. y Barcra, R. 1986, £cologla de la enfermedad “tristeza
cel aguacatero'’, bajo mwiejo integrado experimental del cultivo
Jdel sguacete, en la regién de Atlikco, Puebla. Tesis de
magstria en ciencias. Colegio de Fostgraduados. Chapingo,
Méuizo. 118 pp.



71

Said, 1. G., vy Sarate detara, G. P. 1988. Metodos estadisticos Za.
edicion. Trillas. &43 pp.

Salazar, G, A. 1967. Variabilidad en Fhytophthora cinnapemi causante
de la tristeza del aguacatern. Tesis de maestria en ciencias.
Fitopatologla. Chapingo, bésico.

Sanches, 5. C. 1997. Current status of avocado growing in Mﬁhlco
California Avocado Scerety resarbook 71: 157-167.

Siegel, S. 1972, Estadistica no paramétrica aplicada a las cilencias
de la conducta, 2a. ed. México. Trillas, 1972, 44pp. :

Smith, C. E. 19t6. Archeoiogical sevidence for selection in avocado .
Economic Bot, 20: 169-179,

Standish, €. D., Mc Donald, 3. D., and Hunphrey, W. A. 1982, -
Phytophthora root and crown rot of Junipers in Califormia.
Plant Disease 66 F25-928,

Téliz, D., y GBGarcla, K. 1982. Manejo integrado de la tristeza del
aguacatern X Congreso Nacional de Fitopatologia de la Sociedad
Méxicana de Fitopatologla. Culiacén, Sinaloa. Méiico.

Wong, D. H., Sivasthamparam, K., and Barbetti. 1986. Influence of
soil temperature moisture and other fungal root patbhogens of
pathogenicity of  Fhyteophthora clandesting to  subterranean
clover, Trans. BEr. Mycol. Soc. Bb.

Ientmyer, G. A, 1991. Mocado diseeses, Calaf. Avocado Soc. Yearb.
721031056,

Zenymyer, G. A. 1961. Collection for Fhytophthora root rot resistance
in México and  the Caribbean. Cal. Avo:iado. Sot. fearb. 45
962,

Zentmyer. G. A. 1980, Fhylophtbora cinnascwmi and diseases it causes
Fhytopathological Monograph. 10, Am. Fhytopathol. Soc, St. Faul
M. N. 96 pp.

Zentmyver, 6. A, i981. ihe effect of temperature o growth and
pattogeniesis  of Bhytophthora cipnamomi 2n growth of ils avocadn
rost, Phytopattology 71: 92567928,

Zentmyer, G. A, 1991, Avocado diseases 10 Latin Arerican Flant
Dispases Reptr. d5: 109,

Zentmyor. G. A 1635, Oragan and  distrabuticn of Fhytophthora
cinnamomi Calit. Avocado Society Yeartoor . 59: 89-94.

Ientmyer, (5. fA., and Richards, 3. J. 1992, Fathogemicaty of
Fhytophibara L unoameat, o avecade  trees  endg the effect
irrigation oo das development.. Fhytopatiology 42 25-77,

ientmyer, G. A., and Brighwy, F. T. 19%. The influence of nitrite on
the  development of Fhylophthora root  rot of avocado,
Fhytopathology a5: 1211024,



72

'.’.';ntmyer, [E R ‘ard Harshalle  1959. Factors affecting sporangial
- procioction . by Pliztophtbora cinnamomi (Abst.) Phytopathology 49:
856.

Zentmyer., He M., and Mircetich, S. M. 1966, Seprophytism end
resistance in soil by Phvtophthora cinnamomi. Phytopathology
Sb: V10712,

Zemtmyer,  G.. A., &#nd Ribeires 0. K. 1977, The eifect of visible and
near-visible radiataon sporangium  prodoction by Phytophthora
cinnancmi. Fhytopathology. 67: 91-95,

Zentmyer. G. A, , and Quillement, F. B. 1981. evidence for strains of
Ehytahthora cicnamomi . Planl thosase. 65:475%477.

Zilberstein, H., and Pinkas, Y. 1937. Delached root inoculation a new
- m2thod to evalvate resistance to Phytophthora root  in rot
avocado trees. Phytopathology 77: 841-344°



	Portada
	Contenido 
	Resumen
	1. Introducción 
	2. Antecedentes
	3. Objetivos 
	4. Materiales y Métodos
	5. Resultados y Discusión 
	6. Conclusiones
	Bibliografía



