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1. INTRODUCCION. OBJETO DE ESTUDIO

La podredumbre de las raices y cuello del tomate y pimiento causada por
Phytophthora nicotianae var. parasitica es un problema poco estudiado en el caso del
pimiento en invernaderos, pero lo es mucho menos en el caso del tomate en Espafia (PEREZ
VARGAS, 2011).

El establecimiento de cultivos de tomate tipo “cherry” bajo malla en zonas de secano,
en las provincias de Granada y Almeria, dedicadas anteriormente a cultivos de vid, olivo y
cereal, causé durante el segundo afio de su plantacion la aparicion de marchiteces
generalizadas a lo largo del cultivo, y especialmente en el periodo de mayor produccion,
coincidiendo con la maxima demanda de agua, llegando a ocasionar hasta el 100% de plantas
muertas. Los dos periodos de méaxima demanda de agua ocurren en el trasplante y durante la
produccion. Por lo que se planted si P. parasitica fue introducida en los suelos muestreados
cuando se inicid el cultivo de tomate de manera regular, pudiera haber sido introducida con
anterioridad, o incluso, podria ser un habitante habitual de dichos suelos.

Para poder encontrar respuesta a estas cuestiones, se realiz6 un estudio de 93 muestras
de suelo de parcelas afectadas de la provincia de Granada y Almeria, recogidas entre 2003 y
2004. Tras diversos analisis en meses posteriores, se observd que P. parasitica se conservaba
durante 4 afios en el 20,58% de las muestras de suelos estudiadas y durante casi 5 afios (57
meses) en el 18,18% (PEREZ VARGAS, 2011). Estos resultados pueden ayudar a explicar la
rapida difusion de la enfermedad y su dificil control de la zona, especialmente de cara a
futuros cultivos. De ahi la importancia del estudio de su conservacion, que nos viene a decir
que si el oomiceto se conserva casi 5 afios en suelos mantenidos en el laboratorio sin ningn
tipo de manipulacion y en condiciones de ausencia de humedad (agua libre), y sin hospedador
alguno que lo multiplique, en campo podria conservarse durante mas tiempo ya que estan
presentes condiciones mas favorables para Phytophthora como las lluvias, plantas adventicias
u otros cultivos que pueden ser multiplicadores asintomaticos del patdgeno.

ERWIN y RIBEIRO (1996), que realizaron una extensa revision sobre la conservacion
de diferentes especies de Phytophthora en el suelo, pusieron especial énfasis para aclarar qué
tipo de propagulos del oomiceto podian ser los responsables de una mayor o menor
permanencia. Asi, para P. parasitica, reportan periodos de conservacion de 6 afios para las
oosporas en suelos estériles y de 4 afios para suelos no esterilizados. Las clamidosporas son
responsables de los mismos periodos Yy situacion que los descritos para los 6rganos sexuales,
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aunque estudios presentados por FRENCH-MONAR (2006) indican que el periodo de
permanencia en el suelo puede ser mucho mas largo.

Por otra parte, el hecho de que coexistan los dos tipos de compatibilidad genética Al y
A2 en un mismo suelo determinaria un posible incremento de la variabilidad genética de
Phytophthora, que podria traducirse en una mayor patogeneicidad expresando asi un
parasitismo inesperado, ademas de ser un mecanismo de conservacién para el oomiceto al
producir érganos sexuales.

El estudio de grupos de compatibilidad en las muestras de suelo puso de manifiesto
que tanto en el embalse del Negratin como el de los Bermejales, coexistian los tipos Aly A2,
lo que haria posible la conservacion del hongo y la variabilidad genética de éste. También en
el caso de P. parasitica ambos tipos de compatibilidad coexisten en los cultivos de pimiento
en el campo de Cartagena y en los cultivos de tomate de tipo “cherry” en el interior de la
provincia de Granada (PEREZ VARGAS, 2011).

En el caso del pimiento, en las plantaciones bajo invernadero en los campos de
Murcia, se asocio desde finales de los 70 hasta mediados de los 80 a P. capsici con la muerte
masiva de plantas de pimiento afectadas por la enfermedad conocida como “seca” o “tristeza”
del pimiento (TELLO y LACASA, 2004), enfermedad limitante para el cultivo; sin embargo,
desde hace mas de cinco afios, se ha encontrado con mucha frecuencia a P. parasitica
asociada a plantas con sintomas de tristeza.

Debido a que la especificidad parasitaria de Phytophthora ha sido un tema poco
tratado en bibliografia, se ha supuesto de forma genérica que la seca o tristeza del pimiento se
asociaba con P. capsici, mientras que la podredumbre del cuello y las raices se asociaba con
P. parasitica. No obstante BONNET et al. (1978) realizaron un estudio sobre el poder
patdgeno de P. parasitica e introdujeron la nocidn de especializacion parasitaria siendo este
un tema necesitado de investigacion. Ambas especies del género Phytophthora presentan
caracteristicas morfologicas parecidas, sin embargo su habilidad parasitaria se presentan como
distinta segun la bibliografia de ERWIN Y RIBEIRO (1996).

El conocimiento de los anteriores aspectos mencionados: conservacion, coexistencia
de dos tipos de compatibilidad genética, y especificidad parasitaria, nos sirve para realizar
recomendaciones apropiadas a los agricultores con respecto a la rotacion de cultivos o incluso
el no uso de un tipo de cultivo en concreto que pueda ser gravemente afectado por
Phytophthora. Ademas puede orientar los programas de mejora genética para la busqueda de

resistencia.



e Objetivos del proyecto:

Este trabajo es una continuacion de otros donde se estudiaron la importancia de las
enfermedades de los cultivos de tomate tipo “cherry” realizados en las provincias de Granada
y Almeria. A raiz de estos estudios se encontré a Phytophthora como el factor limitante del
cultivo de dichas zonas. El trabajo que conforma este proyecto fin de carrera se centra en la
determinacion del tiempo de conservacion de Phytophthora en suelos conservados en
laboratorio procedentes de las provincias anteriormente mencionadas. Ademas de la
identificacion morfoldgica y patoldgica de los distintos aislados. A continuacion se presentan
los objetivos concretos:

1.- Evaluar la conservacion de Phytophthora en 93 muestras de suelo conservadas
durante 8 y 9 afios en laboratorio en las cuales ya se habia aislado Phytophthora con
anterioridad.

2.- ldentificar taxonémicamente las cepas aisladas de los suelos conservados en
laboratorio.

3.- Evaluar la patogeneicidad de dichas cepas, y a su vez, evaluar su especificidad
parasitaria en plantas de tomate y pimiento por medio de inoculacion en condiciones

controladas.

1.1. CONSERVACION DE PHYTOPHTHORA

En ausencia de plantas hospedadoras, la mayoria de las especies del género
Phytophthora no sobreviven tanto tiempo como los hongos con una mayor capacidad
saprofitica (por ejemplo, tienen la habilidad de colonizar materia organica en
descomposicion) como Fusarium oxysporum o las especies de Pythium mas estrechamente
relacionadas con este género. Existe la evidencia de que ciertas especies de Phytophthora
pueden persistir durante largos periodos de tiempo en suelos, por lo que la ausencia de una
planta hospedadora en un sistema de rotacion de cultivos no eliminaria a todas ellas. Otras
especies de Phytophthora se consideran como especies con un poder saprofitario pobre, ya
que crecen poco o se lisan en el suelo (Tsao 1969, Sneh and Mcintosh 1974; Reeves 1975).
En la Tabla 1 se recogen ejemplos de persistencia de ciertas formas de esporas en suelos en

distintos periodos.



Tabla 1. Tiempos representativos de supervivencia para especies de Phytophthora en suelos de campo,
exceptuando cuando se indique lo contrario® (ERWIN y RIBEIRO, 1996).

Especies

Estado

sexual

Micelio

Esporangios/
Zoosporas

Clamidosporas

Oosporas

Referencias

P. cactorum

Hom

3,5 meses

Gisi and Meyer (1973)

9meses
(en frutas)

Grove et al. (1985)

54 semanas

Jeffers and Aldwinkle (1987,
1988)

6 afios (A);
2 afios (B)

Kréber (1980)

2afios

Madden et al. (1991)

35 dias

Mclntosch (1972)

3 dias (29°C)

Sneh and Mclintosch (1974)

45dias (4°C)

Sneh and Mclntosch (1974)

P. capsici

Verano

Invierno

Het

<120 dias
(tejido
infectado)

<75 dias

Ansani and Matsuoka (1983)

4-8 semanas

12 semanas

Bowers et al. (1990)

8 semanas

Bowers et al. (1990)

P. cinamomi °

Het

1-60 dias

2-8 semanas

1-6 afios

Hwang and Ko (1978)

84-365 dias

Kassaby et al. (1977)

2 afios (A);
>1 afio (B)

Kréber (1980)

2 meses

Mac Donald and Duniway
(1979)

100 dias

MacKay et al. (1985)

> 15 dias

Reeves (1975)

> 2 aflos

Shea et al. (1980)

5 afios

Weste (1975)

30 dias

Weste (1983a,b)

21-42 dias
afios (20°C)
(en raices)

o))

Weste and Vithanage (1979)
Zentmyer and Mircetich (1966)




Tabla 1 (continuacion)

Esporangios/

Especies Estado Micelio Clamidosporas | Oosporas Referencias
sexual Zoosporas
6 afios (A); | Krober (1980)
P.citricola Hom 3 afios (B)
40 semanas Gerlach et al. (1976)
P.citrophthora (hojas)
4 afios (A); Kréber (1980)
3 afios (B)
5 meses Sneh and Katz (1988)
P.colocasiae Het 2 semanas Gollifer et al. (1980)
P.cryptogea Het 14 dias Bumbieris (1979)
4 afios (A); Kréber (1980)
P.dreschsleri Het 2afios (B)
10-12 dias; Mehrotra (1972)
> 30 dias
P.erythroseptica| Hom Weste (1983b) (revision)
P.fragariae Hom 63 dias >3 afios” | Bain and Demaree (1945)
8 meses” | J.M. Duncan (1980)
3afios” | Duncan and Cowan (1980)
1.5 afios! Hickman (1958); Montgomerie
(1977)°
P.infestans Het 6-8 meses Weste (1983b) (revision)
63-77 dias Zan (1962)
15-77 dias Andrivon (1995) (revision)
35 semanas | Drenth et al. (1995)
(invierno)
5-8 meses | Pittis and Shattock (1994)
P.meadii Het 3 semanas 3 semanas 22 semanas Liyanage and Wheeler (1991)




Tabla 1 (continuacion)

Especies Estado Micelio Esporangios/ Clamidosporas | Oosporas Referencias
sextal Zoosporas
7 meses (5- Basu (1980)
P.medicaginis Hom 3-4 semanas 30°C)
7-8 dias 7-14 dias MacDonald and Duniway (1979)
2,5-3,5 Pratt and Mitchell (1975)
afios
9 dias (24°C) Stack and Millar (1985)
15dias(15°C) 4,5 meses
>35dias(4°C)
6 meses- . P.Turner (1965)
P.palmivora Het 2 afios 10-22 dias
14-28 dias P.Turner (1974)
6 afios (A); | Krober (1980)
4 afios (B)
P.parasitica Het 180 dias Holdaway and Tsao (1971)
6 afios (A); Kréber (1980)
4 afios (B)
30 dias (A); Ramarao and Umabala (1982)
60 dias (B)
<T7dias; Tsao (1969)
>14 dias
7 meses Kuske and Benson (1983)
P.phaseoli Hom 8 meses | Wester et al. (1966)
> 5 dias (A); Ho (1969)
P.sojae Hom < 5 dias (B)
P.syringae Hom 2,5afios | D.C. Harris (1985)

a Hom: homotalico; het: heterotalico; (A): suelo estéril; y (B): suelo no estéril. Los informes citados deben ser

consultados para mas informacion en efectos de temperatura y humedad del suelo. b Ver también Zentmyer

(1980). ¢ Hickman (1958) aunque P. fragariae sobrevivid como micelio en discos de agar de haba, pero

Montgomerie (1977) sugirié que sobrevivio como oosporas. d Suelos infectados de forma natural donde las

oosporas estaban presentes en raices.




Aunque los datos de la Tabla 1 indican que los periodos de supervivencia son
relativamente cortos para muchas especies, la dificultad de detectar Phytophthora en suelos
puede evitar y ocultar largos periodos de supervivencia (ERWIN y RIBEIRO, 1996).

La efectividad de las estrategias de control depende de la habilidad de cada especie de
Phytophthora a sobrevivir en la ausencia de plantas hospedadoras. Entre ellas se diferencian
en la forma de conservarse, tanto saprofiticamente como esporas en estado de latencia.

Aunque no se pueden comparar los datos obtenidos con diferentes especies y por
diferentes investigadores, en conjunto, las oosporas tienen el mayor record de supervivencia,
hasta 13 afios (ERWIN y RIBEIRO, 1996), seguidas por las clamidosporas que pueden
sobrevivir hasta 6 afios, como en el caso de P. parasitica y P. cinnamomi (Tabla 1). Estas dos
especies parecen tener la mejor habilidad para conservarse por un largo periodo de tiempo.
Por el contrario, los esporangios, las zoosporas y el micelio, permanecen solo durante unas
pocas semanas.

Aunque los tiempos de supervivencia dados no son tan largos como se pudiera
generalmente esperar de hongos verdaderos como Fusarium oxysporum o Verticilium daliae
(10-15 arfios), es tiempo suficiente como para asumir que Phytophthora pudiera
probablemente persistir en suelos o en material vegetal infectado durante al menos 2 afos,
aunque en la ausencia de oosporas, la tasas de supervivencia pudieran ser bastante bajas.

La longevidad de los propagulos depende de su habilidad para colonizar material
vegetal y persistir en grava, arena o suelo sin la presencia de un hospedador (Weste 1983b).
Los factores que mejor favorecen la supervivencia de Phytophthora en suelos son:
temperaturas mas bajas que las Optimas para su crecimiento (Tabla 2), humedad del suelo a
capacidad de campo (valor de potencial matricial de 300 mb) y una baja actividad microbiana
en el suelo, una cualidad que es tipica de los sedimentos de grava. El incremento de hongos y
bacterias a menudo reprimen el desarrollo de los propéagulos de Phytophthora (Weste 1983a,
b), ya que éstos tienen una capacidad saprofitaria limitada, no desarrollandose adecuadamente
en el suelo cuando hay otros microorganismos. La mayoria de las especies de Phytophthora

parasitan a la planta cuando esta sana y con sus tejidos vegetales intactos.
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Tabla 2. Temperaturas (°C) de crecimiento para distintas especies de Phytophthora (ERWIN y RIBEIRO, 1996).

Temperatura minima
de crecimiento

Temperatura 6ptima

Temperatura maxima
de crecimiento

P. citrophthora <5°C 24-28°C 32-33°C

P. nicotia_nge var. 5-7°C 27-32°C 35-40°C
parasitica

P. syringae <5°C 15-20°C 23-25°C

P. hibernalis <5°C 15°C < 25°C

Debido a las oosporas de pared gruesa, las clamidosporas o el micelio pueden
sobrevivir en tejido de plantas, pueden germinar rapidamente y producir esporangios y
zoosporas, el inoculo puede incrementar rapidamente bajo condiciones favorables (Weste
1983b). Las oosporas, clamidosporas o el micelio (llamado indculo residual por Mitchell and
Kannwischer [1983]) dan lugar a esporangios cuando hay agua disponible. A su vez, cada
esporangio produce sobre unas 20 y 40 zoosporas nadadoras (indculo transitorio). Las
zoosporas paran de nadar, se rednen, germinan y penetran en la planta hospedadora. Este
proceso requiere menos de 48-96 horas bajo condiciones de temperatura y humedad 6ptimas.
En consecuencia, las especies de Phytophthora tienen la Unica habilidad de “estallar” por una
rapida produccion de inoculo en suelos y follajes durante la temporada de cosecha
(MacKenzie et al., 1983).

En un estudio de la epidemia del tallo negro del tabaco, causado por P. parasitica var.
nicotianae, la densidad del inoculo inicial, como se determind por el método del tamizado
himedo de Shew et al. (1979a, b), oscil6 entre el 0,04 y 0,33 ppg en un lugar y entre 0,09 y
0,16 ppg en otro lugar del suelo. A pesar de estos relativos bajos niveles de inoculo,
epidemias importantes de tallo negro dieron lugar a la incidencia de enfermedades de mas del
90% durante el final de la campafia agricola (Campbell et al., 1984). Para otras especies de
Phytophthora que producen enfermedades a partir del suelo (Weste 1983b), la poblacion de
P. parasitica var. nicotianae incrementa rapidamente en la rizosfera (Kannwischer and
Mitchell 1978).

Aungue no se considera que P. infestans utilice el suelo como medio de propagacion,
pues es casi un parasito obligado, hay evidencia de que puede moverse de manera
indeterminada por medio del suelo (Gregory 1983). Gregory cita los resultados de Zan (1962)
en los que la infectividad del suelo persiste hasta las 11 semanas, tiempo no suficiente para
explicar la persistencia de P. infestans en suelos durante un periodo de 6 meses entre cultivos
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de patata. Aunque la plantacion de tubérculos infectados a menudo inicia epidemias, solo un
0,7% de los tallos infectados podrian atribuirse al mildiu de la patata (Hirst y Stedman 1960).

La rapida capacidad reproductiva, y el corto tiempo de reproduccion de Phytophthora
bajo condiciones ambientales favorables, es compartida por otros hongos oomicetos con una
reproduccion a partir de zoosporas.

En la mayoria de los casos de historias que han sido analizadas, tanto las enfermedades
transmitidas por el suelo como las transmitidas por hojas causadas por Phytophthora, son
enfermedades de tipo multiciclico, en el que el indculo incrementa continuamente si las
condiciones ambientales son favorables (Fry 1982; MacKenzie et al., 1983).

Por otra parte, el hecho de no detectar Phytophthora en suelos no necesariamente
indica su ausencia. Por esta razon, un estado minimo de inoculo o incluso la ausencia de del
indculo tiene que ser interpretada con precaucion porque el indculo puede cambiar de no ser
detectable a elevadas concentraciones en un periodo corto de tiempo. El fallo para aislar
propagulos pudiera ser debido a la insuficiencia de las técnicas para detectar un nimero bajo
de propéagulos activos o durmientes en tiempos determinados del afio (ERWIN y RIBEIRO,
1996).

1.2. TAXONOMIA DEL GENERO PHYTOPHTHORA

La taxonomia del genero Phytophthora ha cambiado notablemente en los diez dltimos
afios. La expresion del cambio puede cifrarse de la siguiente manera: a principios de 1990 se
habian descrito unas 50 especies desde 1870. En el afio 2010 dicha cifra superaba el centenar
(KROON et al., 2012). Este espectacular aumento se ha debido a las técnicas basadas en la
secuenciacion del ADN, que ha motivado y sostenido un concepto de especie filogenética. De
esta manera los grupos morfolégicos propuestos por WATERHOUSE y mantenidos durante
mas de 30 afios (ERWIN y RIBEIRO, 1996) se han trastocado para formar los denominados
clados, donde los caracteres morfoldgicos que permitieron a dicho autor formar sus 6 grupos,
han dejado de tener el valor fundamental que en su dia tuvieron.

WATERHOUSE (cf. EDWIN y RIBEIRO, 1996) dividi6 a Phytopthora en grupos
atendiendo tanto a la disposicion del anteridio: paragino (si esta sujeto a cualquier punto del
oogonio) o anfigino (si rodea al pedinculo del oogonio), como a la estructura del apice de los

esporangios: papila muy diferenciada (simple espesamiento apical) o poco diferenciada
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En otras clasificaciones mas antiguas, en las cuales habia solo dos reinos (vegetal y
animal), Phytopthora fue introducido en el reino vegetal. En 1970 los organismos vivos se
dividieron en eucariotas y procariotas, incluyéndose en el primero, aunque fue separado del
reino de los vegetales, y designado como Myceteae. Tradicionalmente el reino Fungi ha sido
ordenado en Ascomicetos, Basidiomicetos, Deuteromicetos (hongo imperfectos sin fase
sexual conocida) y Ficomicetos. Los Ficomicetos incluyen dos subclases: zigomicetos y
oomicetos, de las cuales el género Phytophthora fue incluido en la segunda. Sin embargo, la
Unica caracteristica que tienen ambas subclases en comdn es la carencia de septos en el
micelio, lo que ha hecho que los Ficomicetos no sean muy aceptados como clase taxonémica.
Posteriormente, se trasladd del reino Myceteae al reino Chromista, siendo propiciado este
cambio por autores como SPARROW (1973), PARKER (1982) o0 MARGULIS et al. (1990)
(cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996).

El reino Chromista incluye las algas pardas y todos los protistas que tienen algun
mastigonema ciliar tubular (fibras secundarias), reticulo endoplasmico cloroplastidial o
ambos. Estas caracteristicas son consideradas como originadas a partir de un ancestro. Uno de
los tres “phyllas” es Heterocontophyta, bajo la cual, esta la clase Pseudofungi incluida. Esta
clase contiene oomicetos, dentro de la cual esta clasificado el género Phytophthora.

Estos hongos, contrariamente a lo que ocurre con la familia de las Peronosporaceas, no
son parasitos estrictos. Los oomicetos fueron trasladados al reino Protista (DICK, 1990) (cf
EDWIN Y RIBEIRO, 1996).

Dicho autor declar6: “Fisiolégicamente y morfoldégicamente los oomicetos son
“hongos”, y estos son heterotrofos, uninucleados o con protoplasmas cenociticos, los cuales
estan limitados por paredes celulares en un estado vegetativo, aungue estos no tienen una
relacion filogenética con los hongos verdaderos (i.e. Zygomycotina, Ascomycotina,
Basidiomycotina)”. La diferencia mas importante que presentan los oomicetos es la
reproduccion sexual mediante la produccion de oosporas de la union de dos gametangios
(anteridio — masculino- y oogonio —femenino-), los cuales sufren una meiosis anterior a la
fecundacion (SANSOME, 1965) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996). La totalidad del talo es
diploide a lo largo de todo su ciclo vital.

Concluyendo, en la actualidad el género Phytophthora no esta incluido dentro de la
clasificacion de los hongos verdaderos. Conforma con otros antiguos hongos el reino Protista
y pertenece a la familia Pythiaceae, como también lo hace Pythium. Estos dos géneros que
pueden confundirse pero que se distinguen principalmente por las siguientes caracteristicas:
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 En Phytophthora las zoosporas se diferencian en el interior de los esporangios, mientras que
en Pythium el contenido del esporangio es expulsado al exterior bajo la forma de una vesicula,
a partir de la cual se diferencian las zoosporas.

* Las especies del género Phytophthora son resistentes al himexazol, producto ante el que se
muestra muy sensible Pythium (medio a 25-50 mg - L™).

* Por lo general, el crecimiento de Phytophthora es bastante lento en medio selectivo y su
micelio adquiere un aspecto coraloide o sinuoso, mientras que el de Pythium es muy rapido,
frecuentemente de 1 a 3 cm/dia™.

* La presencia de papilas en los esporangios es un factor importante a la hora de diferenciar
Phytophthora de Pythium.

Ademas, podemos distinguir Phytophthora de los deméas hongos porque presenta un
micelio cenocitico; son hongos diploides, mientras que la mayoria de los hongos son
haploides; sus paredes estdn compuestas de celulosa y B-glucanos; producen esporangios o
zoosporangios en el agua, cuyas zoosporas contenidas en el interior son biflageladas; no
sintetizan esteroles, requiriendo una fuente externa para poder esporular y porque gran parte
de su éxito como patdgeno vegetal es debido a su gran capacidad para producir esporangios y
zoosporas en un periodo de tiempo corto (ERWIN y RIBEIRO, 1996).

1.2.1. El género Phytophthora

El nombre del género Phytophthora proviene del griego phyto (planta) y phthora
(destructora).

El primer gran desastre descrito debido a Phytophthora, fue el mildiu de la patata,
acaecido en el norte de Estados Unidos en 1843, y en Europa en 1845. El género
Phytophthora entonces empez6 a ser mundialmente conocido por las grandes epidemias que
producia. En la época todavia no se conocia cual era el misterioso hongo, que fue identificado
posteriormente como Phytophthora infestans (Mont.) por de Bary en 1876. Debido al
desconocimiento del agente causal antes de 1876, hubo una gran controversia sobre cual era la
causa del desastre, culpando a las abundantes lluvias y a la contaminacién de las industrias.
La enfermedad del tizén tardio o cangrena de la patata, como también se conoce al mildiu,
causo en Irlanda una hambruna entre los afios 1845 y 1846, haciendo emigrar a la cuarta parte
de 8 millones de habitantes hacia los Estados Unidos, mientras mas de un millon de personas

perecieron por la hambruna.
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1.2.1.1. Morfologia

Hay una descripcion realizada por BLACKWELL (1949), la cual se relata a
continuacién: “El talo del hongo es Ilamado micelio, el cual consiste en un largo nimero de
ramificaciones, estructuras tubulares, denominadas hifas. Estos filamentos tubulares varian en
diametros de entre 5y 8 micras, pudiendo observarse mediante un microscopio éptico de baja
potencia. Cuando el micelio esta puro en un medio conveniente y crece en la zona exterior del
tejido bajo condiciones de humedad, no presenta pigmentacion. Cuando se observa en un
microscopio a 100 aumentos, el micelio joven es hialino (casi trasparente) y cenocitico,
aunque a lo largo de los dias puede aparecer algun tabique. La hifa puede ser lisa, hinchada,
nodulosa o tuberculada. El crecimiento se inicia en las puntas de cada hifa.”

Phytophthora produce esporas asexuales en condiciones favorables, y exhiben una
transicion de un crecimiento vegetativo rapido a temperaturas Optimas y en medios
relativamente ricos, para reducir su crecimiento bajo condiciones de nutrientes limitadas
(ERWIN y RIBEIRO, 1996). En la imagen se observan las fases sexual y asexual de
Phytophthora (Figura 1).

ASEXUAL PHASE (DIPLOID) SEXUAL PHASE ASEXUAL PHASE (DIPLOID)

ZOOSPORES

SPORANGIA

MYCELIUM

Figura 1: Ciclo de vida de Phytophthora (ERWIN y RIBEIRO, 1996).
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1.2.1.2. Los esporangios

Los esporangios son los 6rganos asexuales de Phytophthora, o con mayor precision,
zoosporangios, los cuales son vesiculas que se llenan de zoosporas. Su desarrollo es el medio
mas rapido de reproduccién. Los esporangios se forman en los esporangiéforos, los cuales
tienen un diametro similar al de una hifa. Algunos esporangios pueden nacer desde la base de
un esporangio ya maduro, produciendo mas esporangios sucesivamente (ERWIN y RIBEIRO,
1996). Son los denominados esporangios proliferantes.

El tamafio de los esporangios es variable, pudiéndose encontrar formas distintivas para
cada especie. Las formas pueden variar, habiendo esféricas, subesféricas, ovoides, elipsoides,
limoniformes, piriformes, obpiriformes, turbinadas u obturinadas entre otras. Los esporangios
presentan un color amarillento al microscopio. El esporangio puede tener una yema
denominada papila. Esta papila es definida como un tapon, el cual estd compuesto por un
material hidratado con un indice de refraccion diferente al material de la pared celular de la
hifa (BLACKWELL, 1949) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996). ElI material de la papila se
descompone antes de la emergencia de las zoosporas (ERWIN y RIBEIRO, 1996).

1.2.1.3. Las zoosporas

Las zoosporas emergen del esporangio nadando libremente. Este fendmeno tiene lugar
debido a la diferencia en el potencial hidrico existente entre el interior y el exterior del
esporangio. Dentro del esporangio podemos encontrarnos con potenciales de hasta 6 bares,
mientras que normalmente en el exterior, el potencial del agua es de 0,0 6 0,1 bar (ERWIN y
RIBEIRO, 1996).

Las zoosporas son biflageladas, y el género Phytophthora se caracteriza por tener un
flagelo méas largo que el otro. Las zoosporas son consideradas el propagulo por excelencia
para infectar plantas sensibles.

El espectro luminoso méas favorable para la esporulacion de Phytophthora es el
comprendido entre los 320-400 um (ERWIN y RIBEIRO, 1996).
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1.2.1.4. Las clamidosporas y los hinchamientos hifales (hyphal swellings)

Las clamidosporas son esféricas u ovales. Estas pueden ser hialinas o de un marrén
oscuro, y tienen una pared celular gruesa (sobre 0,5y 1,5 micras). Esta pared no suele ser tan
gruesa como la de una oospora (mas de 3 micras) y se pueden formar terminalmente en todos
los tipos de hifas o bien puede estar intercalada entre la zona basal y apical de la hifa. Estas
estructuras pueden ser diferenciadas de los hyphall swellings, ya que estos Ultimos no estan
delimitados en el micelio por septacién. Los hyphal swellings son globosos e irregulares en
forma, y usualmente hialinos, terminales o intercalados, y a menudo en agrupaciones
(cluster), no estando limitados por septos (salvo en el género Pythium, que si estan
delimitados por septos). Estas estructuras suelen ser comunes en las especies P. cinnamomi,
P. criptogea, P. drechsleri, P. megasperma y P. parasitica, siendo en alguno de los casos
rasgos caracteristicos para diferenciar especies. El grosor de las paredes suelen ser de menos
de 5 micras, siendo similar al grosor de las paredes del micelio (ERWIN y RIBEIRO, 1996).

1.2.1.5. Las estructuras sexuales

Las estructuras sexuales de Phytophthora estdn compuestas por el anteridio y el
oogonio, siendo el anteridio designado como el componente masculino y el oogonio el
componente femenino. El oogonio normalmente es globoso o casi globoso, pero en ocasiones
puede ser piriforme. Normalmente son hialinos, aunque en algunos casos puede estar
pigmentada la pared del oogonio, siendo en este caso de un color amarillento a marrén. El
oogonio va a estar separado de la hifa mediante un septo (ERWIN y RIBEIRO, 1996).

El anteridio empieza delimitado por un septo, y puede unirse a la base del oogonio,
abrazandola. Este tipo de anteridio se denomina anfigino, mientras que en otras especies el
anteridio se une al oogonio por cualquier parte externa de la pared del oogonio,
denominandose en este caso paragino.

La reduccion cromosdmica para pasar de la dotacion cromosomica diploide a haploide
tanto en los anteridios como en los oogonios se realiza cuando estos aln son cenociticos (las
células o nucleos no estan separados por las paredes celulares), asi como por el fallo en la
formacion de los gametos mononucleados. Estas son unas de las diferencias por las cuales
podemos diferenciar al género Phytophthora y otros oomicetos de los hongos verdaderos.

El tubo de fertilizacidn del anteridio rompe la pared original del oogonio depositando

el nacleo anteridial. Los nucleos se fusionaran y quedaran sélos en el citoplasma del oogonio.
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La oospora simple, se forma dentro del oogonio, presentando un aspecto globoso y
caracteristico, desarrollando una gruesa pared interna (0,5-6,0 micras).

Anterior a la germinacion de la oospora, los nicleos haploides del anteridio y del
oogonio se fusionan para formar un nucleo diploide. La oospora diploide germinard bajo
condiciones favorables, y formara uno o mdltiples tubos de germinacion y de los cuales
podrian o no formarse esporangios.

GALINDO y GALLEGLY (1960) dieron el primer paso en el conocimiento de la
sexualidad de las especies del género, que agruparon como:

- Especies homotalicas: aquellas en las que un mismo micelio forma, a la vez, 6rganos
sexuales masculinos y femeninos autofértiles.

- Especies heterotalicas: aquellas que exigen la confrontacion de dos tipos conyugales
compatibles (“matting types”), pudiendo pertenecer los micelios enfrentados a diferentes
especies. Las especies heterotélicas presentaban 2 clases de compatibilidad, y que todo
cruzamiento inter o intraespecifico es posible bajo condiciones en que las 2 cepas, puestas en
confrontacién, pertenecen a “matting types” o complementarios que, arbitrariamente, los
autores denominaron Aly A2.

Los mencionados autores lograron la demostracion de lo dicho a partir de aislamientos
de P. infestans procedentes de USA y México. Posteriormente han sido numerosas las
especies donde se ha comprobado que en el interior de cada una existen los dos “matting
types” Al y A2. GALINDO y GALLEGLY aclararon que se trataba de tipos de
compatibilidad y no tipos de sexo morfoldgico distinto: cada aislamiento dentro de la especie
seria hermafrodita, pero incompatible consigo mismo (autoestéril), al contrario de lo que
ocurre con las especies homotalicas.

Se comprobd cémo algunos aislamientos de cada tipo compatible pueden actuar
Unicamente como “machos” y otros solo como “hembras”, mientras que otras cepas se
comportan como machos o como hembras, segin si la cepa compatible con la cual se
confrontan sea mas macho o mas hembra que las demas. Existen, entonces, grados de
masculinidad o femenidad entre cepas de una misma especie (Figura 2). De forma grafica
vemos que del centro de la linea hacia la izquierda, el caracter “macho” en las cepas se
acentla. Mientras que el comportamiento como hembra va del centro a la derecha
(GALINDO y GALLEGLY, 1960).
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Figura 2: Sexualidad relativa de las cepas de P. infestans.

Dichos autores estudiaron el sentido del cruzamiento determinando que en las especies
heterotalicas, la hifa gametangial macho provendria de la cepa tipo Al, por ejemplo, mientras
que la hifa hembra seria aportada por la cepa tipo A2. Después de la fecundacién seria
establecida una verdadera hibridacion.

Esto no esta claramente demostrado, de la misma manera que se desconoce el grado de
fecundacién inducido en las confrontaciones entre cepas de tipos complementarios.

Fueron SAVAGE et al. (1968) los que trabajando con 30 especies y variedades de
Phytophthora, estudiaron el fendmeno sexual, poniendo de manifiesto que los
enfrentamientos complementarios entre especies (interespecificos) heterotélicas eran posibles.
De esta manera, 29 especies quedaron agrupadas asi:

- Homotalicas:

a) Con anteridio predominantemente paragino:

P. cactorum, P. citricola, P. lateralis, P. megasperma, P. porri, P. sojae, P. syringae.

b) Con anteridio predominantemente anfigino:

P. boemeriae, P. erythroseptica, P. fragarial, P. heveae, P. hibernalis, P. ilicis, P.
phaseoli, P. richardiae.

- Heterotélicas:

Con anteridio siempre anfigino:

P. arecae, P. cambivora, P. capsici, P. cinnamomi, P. citrophthora, P. colocasiae, P.
cryptogea, P. drechsleri, P. infestans, P. meadii, P. mexicana, P. palmivora, P. parasitica, P.

parasitica var. nicotianae.

Algunas especies de Phytophthora son homotalicas mientras otras pueden ser
heterotalicas, pudiendo encontrarse cepas tipo Al y A2. Cuando tenemos tipo Al y A2
pueden cruzarse, pudiendo aparecer en este caso nuevos biotipos. Por esta razon, cuando
coexistan ambas cepas en la naturaleza, la recombinacion genética puede dar lugar a nuevos
biotipos mas virulentos que los existentes.
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1.2.1.6. Obtencion de aislados

Phytophthora, Pythium y otros oomicetos son metabdlicamente diferentes del resto de
hongos verdaderos, y esta caracteristica se utiliza para crear medios selectivos con
antibidticos. Sin embargo, el crecimiento limitado de muchos aislados suele jugar un papel en
contra, ya que otros hongos saprofitos y bacterias pueden crecer mas rapido.

Antes de utilizarse los medios selectivos, ya se empleaban métodos de trampas
naturales con tejidos vegetales, aprovechando la patogeneicidad de Phytophthora. Estos
métodos siguen utilizandose en la actualidad, uno de ellos utiliza como trampa vegetal pétalos
de clavel inmaduros (TELLO et al., 1991).

Para la utilizacion de trampas vegetales, TSAO (1983) propone distintas trampas
vegetales para diferentes especies de Phytophthora:

* P. citrophthora: semillas de meldn “cantaloup” mediante la puesta en un suelo muy
hdmedo y a 20-35°C durante 7 dias.

* P. parasitica: manzanas, limones o naranjas utilizadas en un medio saturado de agua
con una suspension de suelo.

En el caso del limon, se debe de utilizar cuando pasa de color verde a amarillo,
poniéndose en contacto con la zona de la raiz atacada. En el caso de que las zoosporas
colonicen el limon, pasara del color amarillo a un color marrén, siendo el momento para
analizar el tejido necrosado al microscopio con previo aislamiento en medio agarizado
(KLOTZ y FAWCETT, 1939) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996).

1.2.2. Laespecie objeto de estudio: P. nicotianae Brenda de Haan (1896) = P.
parasitica Dastur (1913)

Entre sus sinénimos se incluye P. melongenae SAWADA (1915) (cf. ERWIN y
RIBEIRO, 1996), P. allii SAWADA (1915) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996), P terrestris (P.
terrestria) SHERBAKOFF (1917) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996), Blephaspora terrestris
PEYRONEL (1920) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996), P. parasitica var. rhei GODFREY
(1923) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996), P. jatrophae JENSEN (1923) (cf. ERWIN vy
RIBEIRO, 1996), P. tabaci SAWADA (1927) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996), P. parasitica
var. pipereina DASTUR (1913) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996), P. formosana SAWADA
(1942) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996), P. lycopersici SAWADA (1942) (cf. ERWIN y
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RIBEIRO, 1996), P. ricini SAWADA (1942) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996), y P. parasitica
var. sesami KALE Y PRASAD (1957) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996). WATERHOUSE
(1963, 1974) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) y, WATERHOUSE y WATERSTON (1964)
(cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) describen las variedades nicotianae y parasitica de P.
nicotianae; sin embargo, éstas no estdn ampliamente aceptadas.

Hasta 1963, el nombre P. parasitica DASTUR (1913) (cf. ERWIN y RIBEIRO,
1996), causante de una podredumbre de las plantulas de ricino (Ricinus communis L.), era
aceptado mundialmente frente a P. nicotianae como nombre propio de estas especies, porque
la dltima fue inadecuadamente descrita por BREDA DE HAAN (1896) (cf. ERWIN y
RIBEIRO, 1996). ASHBY (1928) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) observo que los anteridios
paraginos dibujados por BREDA DE HAAN eran erroneos porque los anteridios de los
aislados de Phytophthora de tabaco y otros hospedadores habian sido descritos como
anfiginos. Esto indico que el cultivo en agua de las raices de BRENDA DE HANN estaba
contaminado con alguna especie de Pythium y no se trataba de un cultivo puro de
Phytophthora. ASHBY propuso que el nombre P. nicotianae fuera “eliminado” y que el
nombre de todos los aislados de este patdgeno procedentes de tabaco y otros hospedantes se
describieran como P. parasitica DASTUR (1913) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996).
Posteriormente, ROSEMBAU (1917), TUCKER (1931), LEONIAN (1934) (cf. ERWIN y
RIBEIRO, 1996) y MEURS (1934) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) confirmaron esta
propuesta. ERWIN y RIBEIRO (1996) consideran P. parasitica como el nombre mas
apropiado pero el codigo internacional de nomenclatura boténica difieren en esto.

WATERHOUSE (1963) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) sustituy0 el nombre P.
parasitica por P. nicotianae propuesto por BREDA DE HAAN (1896) (cf. ERWIN y
RIBEIRO, 1996). Este cambio no ha sido aceptado universalmente. La mayoria de las
publicaciones en los Estados Unidos contindan empleando el nombre P. parasitica. En
Francia, se han publicado varios articulos bajo el nombre P. parasitica. Incluso, el compuesto
elicitante producido por P. parasitica que elicita la produccion de una reaccion de resistencia
en plantas de tabaco se ha denominado “parasiticina”. Una revision infografica de Agricola
Abstracts (1970-1994) (ERWIN y RIBEIRO, 1996), mostr6 que existian 1907 referencias
referidas a P. parasitica 'y 536 a P. nicotianae.

A pesar de que HO y JONG (1989) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) también preferian
el nombre de P. parasitica, concluyen que el mandato del reglamento actual del Cédigo
Internacional de Nomenclatura Botanica debera ser mantenido “a pesar de la ambigliedad de
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la configuracion del anteridio de P. nicotianae”. Estos autores discuten que si la nomenclatura
de especies de Phytophthora esta sujeta al Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica, el
nombre P. nicotianae deberia ser valido desde un punto de vista legal.

Probablemente se continlen usando ambos nombres, si nos atenemos a lo sucedido
durante los altimos 30 afios.

La separacion de WATERHOUSE (1963,1974) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) de P.
nicotianae var. parasitica de P. nicotianae var. nicotianae se basoé en pequefas diferencias
morfolGgicas, no en su patogeneicidad para el tabaco. Luego, P. nicotianae var. nicotianae no
es necesariamente un sinénimo del epiteto tabaco, pues P. parasitica var. nicotianae sensu
TURCKER (1931) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) podia serlo también.

P. nicotianae var. parasitica (WATERHOUSE 1963, 1974; WATERHOUSE vy
WATERSTON, 1964) fue caracterizada por la produccion de oogonios esféricos (de 16 a 31
um, mayormente de 24 a 26, de didmetro) en cultivo monoesporangial o cuando se realizan
cruzamientos entre grupos de compatibilidad sexual opuestos; oosporas esféricas con un
didmetro medio de 20 um (méximo 26 um); anteridios anfiginos ovalados o esféricos; hifas de
un didmetro mayor a 9 um, sin “hyphal swellings”; esporangios papilados de forma ovoide o
elipsoide tirando a esférica formados sobre esporangioforos en ramificaciones irregulares en
simpodio y esporangios esfericos o elipsoides de forma ocasional con pedicelos cortos
caducos; y por la formacion de clamidosporas tardiamente (10 a 14 dias) inusualmente de
didmetro 22 a 30 um con paredes mas gruesas (de 3 a 4 um) que las de P. nicotianae var.
nicotianae. A pesar del empleo de estos dos epitetos varietales desde 1963, varios estudios
muestran que estas diferencias no se pueden confirmar. Los patrones proteinicos de aislados
de P. nicotianae de tomate, clavel y citricos resultaron idénticos a los aislados de P.
nicotianae f. sp. nicotianae de tabaco de los Estados Unidos. Algunas otras comparaciones
bioguimicas de aislados de tabaco designados P. parasitica var. nicotianae sensu TUCKER
(1931) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) con aislados de otros cultivos denominados P.
parasitica también mostraron que variedad nicotianae y var. parasitica eran indistinguibles.
Analisis serologicos mostraron que aislados de tabaco y los procedentes de otros cultivos eran
similares. Analisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) de ocho
aislados de tabaco, dos de clavel y dos de citricos fueron similares. Patrones de RFLP-DNA
de aislado de P. parasitica procedentes de tabaco de Estados Unidos, Sudafrica y un amplio

rango de otros hospedadores fue similar.
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La denominaciéon de TUCKER (1931) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) P. parasitica
var. nicotianae para aislados de tabaco se basaba solamente en la especificidad patogénica de
los aislados. Este autor afiadio junto a TISDALE (1922) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) que
los aislados de P. parasitica procedentes de varios hospedantes eran similares a aquellos
asignados como causantes del tallo negro del tabaco. La eleccion de TUCKER del nombre P.
parasitica var. nicotianae para aislados de tabaco fue desafortunada y errénea pues esto
condujo a rebajar el epiteto nicotianae, formalmente empleado para denominar especies al
rango de variedad; ademas la especificidad para el hospedante no habia sido antes usada como
caracter basico de una variedad, porque el estatus de variedad debera estar basado en criterios
morfologicos CINB ( Codigo Internacional de Nomenclatura Botéanica). Seria mas correcto
utilizar la denominacion de f. sp. (forma specialis), que el término “var.”, para los aislados del
tabaco. Tal designacion podria ser util para facilitar la comunicacion; sin embargo, HOO y
JONES (1989) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) y BRASSIER (1983) (cf. ERWIN y
RIBEIRO, 1996) prefieren ser cautos.

LUCAS (1975) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) mantiene que el tabaco es el unico
hospedante natural de P. parasitica var. nicotianae sensu TUCKER (1931) (cf. ERWIN y
RIBEIRO, 1996), y se apoya en la observacion de que el pimiento, tomate, berenjena, ricino y
patata todas crecieron sin pérdida alguna en campos de California del Norte en los que la
enfermedad del tallo negro se manifestaba en plantas de tabaco. Si bien la inoculacion
artificial con los aislados de tabaco sobre otros hospedantes diferentes al tabaco indujo la
enfermedad en un gran nimero de hospedantes (manzana, tomate, frutos de berenjena,
algodon, tubérculos de patata, tallos de papaya y plantulas de berenjena), y sélo fueron
ligeramente patogenos para tallos de ricino (el hospedante en el que fue descrita originalmente
P. parasitica por DASTUR (1913) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) pie del cacao y plantulas
de tomate.

La Sociedad Micologica Britanica (British Mycological Society) redescribe a P.
nicotianae como sigue (G. HALL, 1993) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996): Neotipo de P.
nicotianae van Breda de Haan; procedente de Simmondsia chinesis, California, Estados
Unidos, 1977, recolector desconocido. IMI 335174. Cultivos vivos preservados en IMI
(International Micologycal Institute, Egham, Reino Unido) y en la universidad de California
en RIVERSIDE (P.1098) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996).
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- Micelio.

Colonias densas o con forma de roseta, o sin patron de crecimiento y micelio aéreo
con forma de cupula o poco voluminoso y extendido. Ratio de crecimiento radial en medio
V8 a 25°C (3)-6,0 + 1,57-(9,5) mm dia™, “hyphal swellings” presentes, con paredes continuas
con el micelio soméatico formadas a los 5-14 dias en agua en un 75% de las cepas.
Crecimiento o parada del crecimiento a 5°C, buen crecimiento a 35°C, el 50% de las cepas
muestran parada del crecimiento a 40°C.

- Esporangios.

Producidos abundantemente bajo la luz o sin ella, muy raramente sobre medio sélido
(cuando lo hace es débilmente) tanto con luz como en oscuridad; predominantemente
esféricos ovoides, obturinados o elipsoides con una prominente papila (14)-43 + 8,8-(74) x
12-36 + 7,0-(60) um (n = 2720), ratio longitud : anchura (1,12:1)-1,20:1 + 0,50-(1,33:1);
esporangios esféricos a menudo con dos papilas, muy ocasionalmente tres. En agua, los
esporangios, usualmente nacen solos o en simpodios sueltos de 2 — 4 esporangios; rara vez
agrupados, a menudo sujetos lateralmente al esporangioforo (0)-2% + 2,8-(11%), caducos con
un pedicelo corto (5um).

- Clamidosporas.

Presentes en el 50% de las cepas, esféricas, (22)-33 + 5,5-(52) um de diametro
(n=700), formadas entre 5-14 dias, pared gruesa de 3-4 um con inclusiones subcelulares,
delimitadas por micelio somatico por un septo.

- Oogonios.

Esféricos, (16)-26 + 3,2-(36) um de diametro (n = 1720), pared gruesa de 1-2 um, de
contenido homogéneo, delimitados por un septo de la hifa somatica.

- Anteridios.

Siempre anfiginos, cilindricos 10-12 x 9-10 um, unicelulares.

- Oosporas.

Esféricas, de color amarillo palido cuando estan maduras, (12)-24 £ 3,2-(34) um de
diametro (n = 1710); proporcion de apler6ticas (61)-77% + 8,0-(95)%; grosor de la pared de
dos um, indice de la pared (35)-42% + 2,9-(50)%; contienen inclusiones subcelulares de

formas irregulares.
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1.2.2.1. Caracteristicas

P. parasitica se clasifica dentro del grupo Il (STAMPS et al., 1990) (cf. ERWIN y
RIBEIRO, 1996) y esta redescrita por G. Hall (1993) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996).

e Esporangios

La forma de los esporangios varia desde elipsoide, ovoide, piriforme, obpiriforme a
esférica, con una prominente papila. Ocasionalmente aparecen dos papilas en un sélo
esporangio. Los esporangios no son caducos. Los esporangios papilados aparecen solitarios o
en un simpodio aislado con largos esporangioforos de 100 a 595 micras de longitud (valor
medio de 375 micras) en algunos aislados (THONSOM y HINE, 1972) (cf. ERWIN y
RIBEIRO, 1996); los esporangios miden entre 11 y 60 micrometros de largo x 20 a 45 micras
de ancho (valores medios 40,18 x 28,52 micras) con un indice longitud/anchura de 1,1 a 1,7
(valor medio 1,34) (ERWIN y RIBEIRO, 1996). Los esporangios aparecen ramificados
irregularmente o simpodialmente. WATERHOUSE (1974) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996)
indicd que los esporangios de la variedad parasitica eran caducos con cortos esporangiéforos
(2,0 micras) pero los esporangios de la variedad nicotianae no los presentaban; sin embargo,
esto no ha sido confirmado por estudios posteriores de otros autores. En éstos los esporangios
de ambas variedades permanecian en el esporangioforo (no caducos). G. HALL (1993) (cf.
ERWIN y RIBEIRO, 1996) observdé que algunos esporangios se desprendian del
esporangidforo. Pero no existia septo en el punto de ruptura, por lo que concluy6 que los

esporangios son no caducos.

-25-



Figura 3. Morfologia de Phytophthora parasitica. Arriba y en el centro esporangios papilados, y clamidosporas
germinando. Abajo ogonios con anteridios anfiginos y conteniendo las oosporas (fotografiado por A. Vaziri). De
ERWIN y RIBEIRO, 1996.

e Hyphal Swellings

Fueron observados Hyphal Swellings con paredes fina por G. HALL (1993) (cf.
ERWIN y RIBEIRO, 1996).

e Clamidosporas
Las clamidosporas son usualmente abundantes. Pese a ello, G. HALL (1993) (cf.
ERWIN y RIBEIRO, 1996) escribié que sélo el 50% de 81 aislados que studio producian
abundantemente. Las clamidosporas son terminales o intercalares y con un diametro medio de
28 micras, que puede oscilar entre 13 y 60 micras. DASTUR (1913) (cf. ERWIN y RIBEIRO,
1996) estudié un rango de 20 a 60 micras.
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e Organos sexuales

La mayoria de los aislados son heterotalicos, pero algunos aislados forman oogonios y
oosporas en cultivo puro cuando el inéculo se ha tomado de cepas viejas (BRASSIER, 1972;
TSAO et al., 1980) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996). Los aislados de Catharanthus roseus,
fueron homotalicos (SCHUBERT y LEAHY, 1989) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996). Se
encontraron oosporas en tejidos de la estela de raices de naranjos del cultivar Washintgon
Navel en California (LUTZ y MENGE, 1991) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996). Los anteridios
son anfiginos y esféricos u ovales; los oogonios son lisos y esféricos, con un diametro medio
de 26,8 micras (de 15 a 64 micras de rango). Las oosporas son aplerdticas DASTUR (1913)
(cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) describe un didmetro de 13 a 24 micras. Es comUn encontrar

oosporas de 13 a 35 micras de diametro con un didmetro medio de 22,6 micras.

e Temperatura de crecimiento
La temperatura minima de crecimiento varia de 5 a 7°C dependiendo de los aislados:
el optimo estd entre 27 y 32°C; y el maximo es 37°C. G. HALL (1993) (cf. ERWIN y
RIBEIRO, 1996) afirma que la mayoria de los aislados detienen su crecimiento a 5 y 35°C,

ademas, sobre la mitad de los cultivos murieron a 40°C.

e Caracteristicas de crecimiento

Las colonias de algunos aislados en PDA son tipicamente aracnoides, pero en agar V8
las colonias son mas mullidas. En PDA, una hifa progresa aproximadamente de 1,0 a 1,5
cm-dia™ y parece proliferar mientras otras hifas pogresan radialmente y se repite el progreso.
Ya que en PDA el crecimiento de la colonia de P. parasitica en forma petaloide no tiene
lugar, se puede diferenciar rapidamente de P. citrophthora. Sobre agar harina de maiz, las
formas de la colonia fueron roseta (72,9%), estelada (11,1%), lanosa (2,4%), e indeterminada
(forma intermedia entre roseta y lanosa, 13,5%) (G. HALL, 1993) (cf. ERWIN y RIBEIRO,
1996).

1.3. ESPECIFICIDAD PARASITARIA DEL GENERO PHYTOPHTHORA

La especificidad parasitaria en el género Phytophthora ha sido un tema relativamente
poco tratado en la bibliografia. De manera genérica se ha supuesto que a la “seca” o “tristeza”

del pimiento se asociaba P. capsici, mientras que la podredumbre del cuello y raices de las
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plantas se asociaba P. parasitica. Sin embargo BONNET et al. (1978) realizaron un estudio
sobre el poder patdgeno de P. parasitica e introdujeron la nocion de especializacion
parasitaria. Este aspecto segun los citados autores es un tema necesitado de investigacion.
Varios autores investigaron sobre los aspectos de especificidad parasitaria en
diferentes especies vegetales. Asi, SATOUR y BUTLER (1968) estudiaron la patogeneicidad
de las progenies (F1) procedentes de la germinacion de oosporas de cruzamientos de cepas de
P. capsici muy patdgenas sobre pimiento que se creia entonces una especie especifica para
pimiento (SATOUR y BUTLER, 1967). Las inoculaciones se hicieron con 54 aislados, de los
cuales 33 no fueron patégenos en pimiento y 17 no lo fueron sobre tomate. De uno de los
cruzamientos, obtuvieron 32 aislados patdgenos sobre tomate y 18 sobre pimiento. Este
comportamiento fue explicado por BOCCAS (1978) y BOCCAS y ZENTMYER (1976) de la
siguiente forma: la autofecundacién de un aislado puede dar lugar no solamente a una
reduccion o a un aumento del poder patdgeno de la descendencia frente a sus hospedadores
reconocidos o tradicionales de la especie, sino también a una ampliacion de su espectro
parasitario. Asi, en cruzamientos con P. capsici (patégena sobre pimiento) y P. palmivora (no
patdgena sobre pimiento), obtuvieron 18 aislados (F1) procedentes de oosporas, que al
inocularlos sobre plantas de pimiento se obtuvieron un 16,66% que fueron tan patdgenas
como el parental P. capsici, un 11,11% fueron la mitad de patdgenas, un 11,11% fueron la
quinta parte de patdgenas y un 61,11% no expresaron ninguna patogeneicidad. De igual
manera, BOCCAS y ZENTMYER (1976), estudiando la patogeneicidad de 29 aislados (F1)
procedentes de las oosporas de los cruzamientos entre P. cinnamomi (patégena sobre aguacate
y no sobre citricos) y P. parasitica (no patdégena sobre aguacate y si sobre citricos),
obtuvieron un 13,78% que fueron patdgenas sobre Citrus jambhiri y no sobre Persea indica,
un 27,56% lo fueron sobre P. indica pero no sobre C. jambhiri y un 58,66% no fueron
patdgenas sobre ninguno de los hospedadores. Como sugiere BOCCAS (1978), la induccion
reciproca de autofecundaciones entre especies de Phytophthora y entre aislados
complementarios de la misma especie hacen posible una alta heterocigosis en las cepas
salvajes que se aislan de los cultivos. Asi, sugiere BOCCAS (1978) que las cepas de
Phytophthora aisladas de cultivos anuales agrupan fenotipos variados sexualmente muy
fértiles y con un amplio espectro parasitario. En este sentido BONNET et al. (1978)
encontraron que al estudiar 16 aislados de P. parasitica procedentes de clavel (6 cepas),
Citrus (5 aislados) y tomate (5 aislados), su patogeneicidad sobre plantas de tomate, esquejes
de clavel y hojas de citricos, se muestra una especificidad parasitaria para las cepas de
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citricos, las unicas capaces de producir necrosis sobre hojas de Citrus, mientras que las
aisladas de clavel son mas patogenas sobre esquejes de clavel que las procedentes de tomate o
de Citrus. Y las aisladas de tomate tienen sobre tomate un mayor poder patdgeno sobre
tomate que las aisladas de Citrus o las procedentes de clavel. Concluyen dichos autores que
en las cepas estudiadas no se puede decir que haya una polifagia en P. parasitica. En este
sentido, BOCCAS (1978) estableci6 para P. palmivora en cacao unas categorias
poblacionales que van en el sentido de una especificidad parasitaria marcada con un fenotipo
homogéneo.

Por otra parte, la relacion entre P. nicotianae y el tabaco parece ser altamente
especializada segun BONNET et al. (1978). Ya en 1953 se observé la ausencia de enfermedad
en una plantacion de tabaco en rotacién con un cultivo de tomate que se habia visto muy
afectado por P. nicotianae (FELIX, 1953). IVANTCHEVA-GABROSKA (1958), observd
que los aislados de Phytophthora provenientes de tabaco y tomate, aunque eran similares
morfologicamente eran diferentes bioldgicamente, ya que mostraban una preferencia
parasitaria por el hospedador de origen.

A lo largo de los afios, han sido varios los autores que han diferenciado razas o
variedades dentro de la especie P. nicotianae. Entre aislados que afectan a plantas de tabaco
se han llegado a identificar 4 razas diferentes, las razas 0 y 1 (APPLE, 1957; BONNET,
1994), la raza 2 en Sudéafrica (PRINSLOO y PAUER, 1973) y la raza 3 (MCINTYRE y
TAYLOR, 1978), aunque no se dispone de informacion acerca de como estas razas afectan a
otros hospedadores. Del mismo modo también se ha sugerido la existencia de razas de P.
nicotianae en el tomate (BOUKEMA, 1983). En 1931, TUCKER distinguid P. parasitica var
nicotianae (Ppn), patdgeno en tabaco de P. parasitica var. parasitica (Ppp) no patdgena en
tabaco, aunque segin ROBIN y GUEST (1994) el término de forma especializada hubiera
sido una clasificacibn méas adecuada. Segun el Cddigo Internacional de Nomenclatura
Botanica (MCNEIL et al., 2006), se aconseja el término de forma especializada en el caso de
hongos patdgenos caracterizados por su adaptacion a distintos hospedadores. La especificidad
parasitaria de los aislados Ppn y Ppp tampoco ha sido suficientemente explicada ain. RICCI
et al. (1992) sugirieron que el péptido parasiticina podria ser un factor de avirulencia. De
hecho este péptido pertenece a la familia de las elicitinas, las cuales inducen una reaccion de
hipersensibilidad y necrosis en las hojas y protegen al tabaco de la infeccion por los aislados

Ppp. La parasiticina fue purificada en un primer momento sélo de aislados de Ppp, pero
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posteriormente también se encontrd presente en algunos aislados de Ppn patogenos en tabaco
(RICCl et al., 1993; BONNET et al., 1994).

El género Phytophthora agrupa a un gran nimero de especies patdgenas para un
enorme numero de plantas. En cuanto a la especificidad del hospedador, las situaciones son
diversas y bastante complejas. Algunas plantas son atacadas por una sola especie, mientras
que otras pueden ser hospedadores de varias especies de Phytophthora.

Por otra parte, pocas especies de Phytophthora son especificas de un s6lo hospedador
y la mayoria de ellas tienen una amplia variedad de hospedadores. Dentro de tales especies,
determinados aislados pueden ser mas especializados que otros.

Los aislados identificados morfolégicamente como P. parasitica (sensu DASTUR
1913) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996) o P. nicotianae (sensu WATERHOUSE, 1963) (cf.
ERWIN y RIBEIRO, 1996) son patégenos para un amplio rango de géneros y familias
vegetales. Ya que hay evidencias considerables que apoyan la preferencia de algunos aislados
por determinados hospedadores, cualquier aislado no puede ser considerado patdgeno para
todas las plantas descritas como hospedantes. En la lista de hospedadores que fueron citados
para P. parasitica (sensu DASTUR, 1913) o para cada variedad de P. nicotianae (sensu
WATERHOUSE, 1963), se encontraban 264 especies distintas de hospedadores naturales,
nimero que se ampliaba a 301 cuando se afiadian los hospedadores inoculados
artificialmente.

En este sentido, CRISTINZIO y NOVIELLO (1980) comunicaron que al inocular 22
aislados de P. capsici sobre pimiento, berenjena, tomate, calabaza y sandia, expresaron una
clara especificidad parasitaria sobre pimiento. Un aislado de P. parasitica procedente de
hibisco (Hibiscus esculentus L.) no resulto ser patogenico para citricos y viceversa (ERWIN
1964) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996). Aislados de sésamo eran especificos para sésamo
(KALE y PRASAD 1957; GEMAWAT y PRASAD, 1964 (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996).
Aislados e identificados como P. nicotianae var. nicotianae (no procedentes de tabaco) de
Peperomia obtusifolia, Saintpaulina ionantha y Sinningia hibrida tenian diferentes rangos de
hospedantes pero ninguno fue especifico (RATTINK 1981) (cf. ERWIN y RIBEIRO, 1996).
Aislados de Phytophthora procedentes de citricos en Francia reprodujeron necrosis en hojas
de citricos, pero los aislados de clavel y tomate no los reprodujeron. Los aislados de clavel
fueron mas patdgenos en las raices de clavel que otros aislados, y los aislados de tomate
fueron mas patdgenos en tomate que en otros hospedantes. El grado de susceptibilidad entre
hospedantes no quedaba claro, pero el mayor grado de patogeneicidad fue manifiesto para los
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aislados sobre sus propios hospedadores (BONNET et al. 1978). Aislados de citricos fueron
mas virulentos en raices de limon que aislados procedentes de petunia, tomate, nogal, morera,
jojoba, hibisco y melocoton. El tomate sin embargo, fue mucho mas susceptible para mas
aislados, incluidos los de citricos (MATHERON y MATEJKA, 1990) (cf. ERWIN y
RIBEIRO, 1996). Por todo esto, no se puede pensar que cualquier aislado pueda enfermar a
todos los hospedadores.

En consecuencia, KUAN y ERWIN (1980) introducen el término forma especializada
para designar aislados de P. megaesperma patogénicos especificamente en soja o en alfalfa.
Desde entonces este concepto ha sido cuestionado, los aislados que infectaban las
leguminosas resultaron constituir un grupo subespecifico en base a las caracteristica
taxondmicas, y las inoculaciones cruzadas demostraron que la especificidad en el hospedador
no era tan estricta como se pensaba anteriormente (HANSEN, 1991). La especificidad
parasitaria ha sido empleada para clasificar aislados como forma especializada dentro de una
misma especie, como P. drechsleri f. sp. cajani en el frijol (KANNAIYAN et al., 1980), P.
sojae f. sp. medicaginis en la alfalfa y P. sojae f. sp. glycinae en la soja (FARIS et al., 1989).

Igualmente, ALLAGUI y LEPOIVRE (2000) mostraron como los aislados de P.
nicotianae procedentes de plantas de pimiento no eran patogénicos en plantas de tabaco,
mientras que tras la inoculacion en plantas de tomate y de berenjena se producian sintomas
diferentes a los observados en las plantas de pimiento. Ademas, los aislados de P. nicotianae
obtenidos de tomate, clavel y pistacho no producian ningin sintoma o sélo causaban una leve
necrosis radicular en las plantas de pimiento.

ANDRES et al. (2006) inocularon 10 aislados de P. nicotianae procedentes de plantas
de pimiento, observando que los aislados resultaron ser patdégenos en plantas de pimiento
cultivar Yolo Wonder, pero no causaron dafio en plantas de tomate cultivar San Pedro.

La falta de patogeneicidad de los aislados de P. nicotianae provenientes de plantas de
pimiento cuando se inoculan en tomate también ha sido descrita en Tanez por ALLAGUI y
LEPOIVRE (2000), lo que condujo a estos autores a proponer la existencia de una forma
especializada bien definida entre estas especies. Las elicitinas producidas por P. nicotianae
han sido sefialadas como moléculas involucradas en la especificidad parasitaria en la
interaccion P. nicotianae - tomate (COLAS et al., 1998; CAPASSO et al., 1999).

Ensayos muy recientes realizados en Extremadura (MORALES RODRIGUEZ, 2011),
concretamente, en la zona de los valles del Tiétar y el Alagon, donde P. parasitica es la Gnica
especie de Phytophthora que se ha encontrado afectando al cultivo de pimiento para pimenton
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en dichas zonas. En esta zona es habitual la rotacion de cultivos de pimiento y tabaco. En
Extremadura el cultivo del tabaco supone practicamente el 20% de la produccién final agraria
y el 93% de la superficie tabaquera del pais (9043 ha) se encuentra en Extremadura. El tabaco
es un cultivo en el que parece existir una especializacion parasitaria y la interaccion tabaco-P.
parasitica ha sido de las méas estudiadas dentro de esta especie de Phytophthora y en el caso
del tabaco se han descrito especificidades parasitarias.

En el caso comentado anteriormente de Extremadura se realizaron aislamientos de P.
parasitica en plantas de tomate y pimiento enfermas. Después se inocularon sobre especies
vegetales que son hospedadores habituales de P. parasitica y que se podrian incluir en las
rotaciones de cultivos en ambas zonas. Asi los aislados de tomate se inocularon en plantas de
pimiento y los de pimiento en plantas de tomate pero ademas se inocularon otras especies
como tabaco, berenjena, kenaf, altramuz y algodén.

El comportamiento de los aislados en plantas de tabaco es de especial interés ya que
en la zona de cultivo de pimiento para pimenton el tabaco es un cultivo que habitualmente
forma parte de las rotaciones, de manera que estas especies ambas susceptibles a P.
parasitica, se suceden en las mismas parcelas.

Los resultados fueron los siguientes: “Los datos obtenidos indican, ademas, que los
aislados de plantas de tomate se muestran mucho mas especificos en su patogeneicidad, ya
que independientemente del estado de desarrollo de la planta o el tipo de inoculacién (riego o
decapitacion) unicamente causan enfermedad o dafio en plantas de tomate, especie de la que
han sido aisladas. Los aislados de plantas de pimiento se muestran menos especificos en su
patogeneicidad, ya que si que son capaces de causar enfermedad en plantas de tomate aunque
unicamente en el estado de planta pequefia (2- 4 hojas verdaderas) o en inoculacién mediante
decapitacion” y ademas “Ninguno de los aislados inoculados, ni los procedentes de plantas de
pimiento ni los de plantas de tomate fue patdgeno en tabaco, berenjena, kenaf, altramuz y
algodon”. Estudiando estos mismos aislados procedentes de plantas de tomate y pimiento
mediante marcadores moleculares basadas en estudios de amplificacion del ADN polimérfico
(RAPDSs) y de las secuencias entre los microsatélites (ISSRs) se llegd a la conclusion de que
los aislados procedentes de tomate y pimiento son genotipicamente diferentes separando estos
aislados en dos grupos claramente diferenciados, que se corresponden con el hospedador de
procedencia de los mismos: plantas de pimiento o de tomate.

También PEREZ VARGAS (2011) encontr6 de forma general especificidad
parasitaria de los aislados de P. parasitica procedentes de tomate evaluado.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. CONSERVACION DE PHYTOPHTHORA

2.1.1. Andlisis de Phytophthora en muestras de suelos

Para conocer la conservacion de Phytophthora se realizaron andlisis de captura en 93

muestras de suelo, recogidas entre 2003 y 2004 y conservadas durante 8 y 9 afos en bolsas de

plastico en el laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Produccién Vegetal de la

Universidad de Almeria. Las muestras procedian de parcelas de los municipios de Zujar,

Cullar, Albufiol, Freila, de la zona del Pantano de los Bermejales como Fornes, Jayena y

Arenas del Rey (Granada) y de Uleila Del Campo (Almeria). Todas las muestras conservadas,

gue se analizaron tanto en el momento del muestreo como 1, 2 y 3 afios después de este,

tenian en su origen Phytophthora nicotianae var. parasitica.

Callar

Provincia

/ de Almeria

Freila

Provincia

de Granada \
.tl‘-.-";_

Uleila
Del Campo

layena

Fornes Arenas
Del Rey

Figura 4: Zonas de las cuales proceden las muestras objeto de estudio.

Albunol
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Los analisis de las muestras de suelos se hicieron utilizando trampas vegetales, en este
caso pétalos inmaduros de clavel, segin el método de TELLO et al. (1991), en el cual se
coloca con cucharilla esterilizada una pequefia cantidad de muestra en placas petri, agua y
pétalos de clavel inmaduros. Para cada muestra de se realizaron 5 repeticiones, cada
repeticiéon a su vez disponia de 5 pétalos. Las muestras de suelo se mantuvieron conservadas

en laboratorio de la Escuela Superior de Ingenieria de Almeria, en bolsas de plastico cerradas,

durante 8y 9 afios (Fotos 1y 2).

Las trampas vegetales se dejaron incubar a temperatura ambiente entre 3, 4 y 5 dias
haciendo posteriormente su lectura bajo microscopio (Olympus CH2) contabilizando en
numero de pétalos por placa en cuyos bordes habia presencia de Phytophthora. En general, a
simple vista también se pudiera ver su presencia cuando los pétalos muestran un aspecto
aceitoso aungue no siempre es debido a la presencia de Phytophthora. En ocasiones, se puede
observar a simple vista el micelio aéreo rodeando o recubriendo gran parte de los pétalos
(Fotos 3y 4).

Fotos 3y 4: Trampas de pétalos de clavel, a la derecha se aprecia el micelio de Phytophthora.
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2.1.2. Purificacion de aislados de Phytophthora

De las trampas de pétalos de clavel se capturaron 25 cepas de Phytophthora, para aislar

estas cepas, se purificaron de la siguiente manera:

Se cogieron con pinzas esterilizadas los pétalos en los cuales se detectdé Phytophthora
y se pusieron a secar en papel. Se recortaron los bordes de los pétalos y se colocaron en medio
PARP selectivo para Phytophthora modificado (ERWIN y RIBEIRO, 1996). Este medio se
utilizé para la conservacion de los aislados. Se trata de un medio selectivo a base de
antibidticos evitando con esto las contaminaciones. Este medio fue obtenido en el laboratorio
de la siguiente manera:

-A 50 ml de agua estéril se le afiadié una mezcla de antibioticos y fungicidas (0,01g de
pimaricina, 0,10g de PCNB y 0,2g de vancomicina).

-Separadamente, se coloco en autoclave durante 30 min y 120°C una mezcla de 950 ml
de agua destilada con 17 g de harina de maiz y 10 g de agar.

-Una vez enfriado este ultimo preparado, pero sin solidificar, se mezclaron ambos
preparados, obteniendo 1 litro del medio deseado.

Las placas de conservacion de los aislados se guardaron envueltas en papel de plata en
el frigorifico dado que la luz directa descompone el medio (ERWIN y RIBEIRO, 1996).

2.2. IDENTIFICACION TAXONOMICA

2.2.1. Organos asexuales

Para el estudio taxondnico formaron parte las 25 cepas aisladas de las muestras de suelo
conservadas en laboratorio y 3 aislados obtenidos de plantas de tomate con sintomas de
Phytophthora, relacionados con una consulta recibida en el laboratorio, siendo en total 28 los
aislados evaluados.

De cada cepa, se midieron 25 esporangios y 25 clamidosporas con el micrometro
ocular. Para ello los aislados fueron cultivados en medio PDA (caldo de patata agarizado y
glucosado), un medio idoneo para aislamiento y para gran cantidad de estudios con hongos. A

continuacién su método de preparacion segun TELLO et al. (1991):
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-Pelar, trocear y cocer 200 gr de patata.

-Filtrar el caldo de patata obtenido en la coccion y enrasar con agua hasta 1L.

-Anadir 20 g de D-glucosa y 17 g de agar.

-Esterilizar en autoclave durante 30 min a 120°C.

Una vez crecida la cepa en medio PDA se tomaron trozos y se pusieron en placas con
agua y pétalos de clavel inmaduros. Se incubaron durante 4 dias a condiciones ambientales,
tiempo suficiente para que los aislados colonizaran los pétalos de clavel y produjeran los
esporangios y clamidosporas. Para realizar la lectura bajo el microscopio (Olympus CH2), se
tomaron trozos de los bordes de los pétalos, se colocaron sobre un portaobjetos con una gota
de colorante lactofucsina para la tincion de estructuras fangicas y su correspondiente
cubreobjetos. Se midieron la longitud y anchura de 25 esporangios y el diametro de 25
clamidosporas de cada muestra. También se determind la forma que presentaban los

esporangios.

Fotos 5 y 6: Organo asexual de Phytophthora, esporangio. A la derecha, clamidospora.

2.2.2. Organos sexuales

Para provocar la produccion de drganos sexuales de los aislados y determinar su grupo
de compatibilidad genética y por lo tanto identificarlas como heterotalicas, se hicieron
confrontaciones en placas de petri entre las cepas a estudiar y cepas A1y A2 de P. cryptogea
(Foto 7). El medio de cultivo utilizado fue V8 modificado (ERWIN y RIBEIRO, 1996), este
medio es rico en esteroles por lo que permiten la produccion de érganos sexuales. Este medio
fue elaborado en laboratorio cuya receta se describe a continuacion:
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1- Mezclar 200 mL del preparado comercial V8 el cual contiene tomate, zanahoria,
lechuga, apio, espinacas, betabel, berros y perejil con 100 mL de agua destilada. Batir con una
batidora hasta homogeneizar bien.

2- Filtrar el jugo por muselina y algodon y enrasar hasta 1 L.

3- Afadir 3 g de carbonato calcico y 20 g de agar.

4- Una vez mezclados todos los ingredientes se esteriliza en autoclave a 120°C durante
30 minutos.

A la vez se colocaron las cepas solas sin confrontar en placas petri con el mismo

medio de cultivo para determinar en caso de que fueran cepas homotalicas.

Foto 7: Confrontamientos entre las cepas a estudiar y cepas A1y A2 de P. cryptogea.

Una vez crecidas las cepas, se tomo una seccion de la zona central de la placa donde se
cruzaron los micelios de los 2 aislados pero previamente se observd con microscopio y se
selecciond el trozo de medio donde se encontraron érganos sexuales. El trozo de medio se
coloco sobre un portaobjetos, se le afiadié una gotita de agua, se le puso el cubre y se pasé por
la Ilama de un mechero de alcohol hasta que el trocito se derritiera un poco. Se utilizd un
ocular de 40x y objetivo de 10x.

Las estructuras sexuales que se midieron con el micrometro ocular fueron la
dimension maxima del oogonio (estructura sexual femenina) y la anchura y longitud del
anteridio (estructura sexual masculina) (Foto 8). EI nimero de medidas fueron de 25

estructuras sexuales por cepa. También se identifico el tipo de oospora y el tipo de anteridio.
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Foto 8: Medida con micrometro ocular de 6rgano sexual.

2.3. ESPECIFICIDAD PARASITARIA Y PODER PATOGENO

La especificidad parasitaria se evalu6 tanto en cdmara de ambiente controlado como

en invernadero.

2.3.1. Ensayo en camara de ambiente controlado

2.3.1.1. Material vegetal

La especificidad parasitaria se evalu6 sobre tomate y pimiento, dos de los
hospedadores habituales de P. parasitica, empleando para ello dos cultivares sin resistencia al
oomiceto, tomate cv. Rio Grande y pimiento cv. Sonar.

Previo a la siembra se desinfectaron las semillas con un bafio en lejia (35g de cloro
activo/L) en agitacion magnética a 350 rpm durante 15 minutos, después se lavaron bajo el
grifo hasta eliminar el olor a lejia.

Se sembraron en macetas de 1 litro rellenas de vermiculita (arcilla expandida a
1500°C) desinfectadas en autoclave a 121°C durante 60 minutos. Se prepararon 28 macetas de
tomate y 28 macetas de pimiento mas 2 macetas de testigo por cada cultivar. En cada maceta
se sembraron 6 semillas. Las pinzas utilizadas para la siembra fueron flameadas con alcohol
etilico (96°) con el objetivo de evitar contaminaciones. A continuacion pasaron a la cdmara de

ambiente controlado cuyas caracteristicas son las siguientes:
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-Temperatura: entre 24-26 °C.

-Humedad relativa: entre 60-99%.
-Fotoperiodo: 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad al dia.

-Intensidad luminosa: 12.000 lux.

Foto 9: Ensayo en camara de ambiente controlado.

Para el crecimiento adecuado de las plantas, ademas de las condiciones controladas de
la camara, se le proporcionaba riego a demanda manualmente con una jarra. Se regaba en el
momento que la maceta dejaba de pesar debido a la deshidratacion, pero controlando el
drenaje para evitar contaminaciones entra macetas y el lavado del inoculo. El riego se
realizaba de 2 a 3 veces por semana. La solucién utilizada era agua mas abono complejo
Hakaphos Verde (COMPO®) 15-15-15 en una disolucién de 25 g de abono en 25 L de agua.

Hasta la formacion de la primera hoja verdadera se reg6 con agua sin abono.

2.3.1.2. Aislados del hongo

Se estudiaron 25 cepas aisladas de muestras de suelo conservadas en laboratorio y 3
aislados obtenidos de plantas de tomate, relacionados con una consulta recibida en el
laboratorio, siendo en total 28 los aislados evaluados. Todos los aislados estan conservados en
la micoteca del Departamento de Produccion Vegetal de la Universidad de Almeria.
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2.3.1.3. Preparacion del indculo e inoculacion

Para la inoculacion se utilizaron las cepas previamente cultivadas en placas de petri de
9 cm de diametro en medio PDA ya explicado anteriormente.

El tiempo de cultivo de las cepas en las placas fue el necesario hasta que cada cepa
creciera, llegando al borde de la misma, quedando asi toda la base de la placa cubierta (entre 7
y 14 dias).

Foto 10: Cepa de Phytophthora cultivada en medio PDA.

Las inoculaciones se realizaron tras la emergencia y alcanzado el estado de 2 ¢ 3 hojas
verdaderas de cada planta de tomate y pimiento. Se utilizo la técnica de inoculacion por riego
al sustrato con una suspension de propagulos del oomiceto (BARTUAL et al., 1991).

Antes de la preparacion de las soluciones, los instrumentos (lanceta y batidora) fueron
flameadas con alcohol etilico (96°) y los contenedores del in6culo desinfectados y lavados
previamente en lejia durante 24 horas y enjuagados, con el objetivo de evitar toxicidad por
cloro. La suspension de inéculo se preparo triturando el contenido de cada placa con el
oomiceto en 100 ml de agua. La dosis de inoculo fue de 50 ml por cada maceta con una
concentracion de 1x10* propagulos ml™. La suspensién de propagulos contenfa fragmentos de
micelio, esporangios, zoosporas y clamidosporas.

Una maceta de cada cultivar se inoculd con cada uno de los aislados.
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Fotos 11, 12 y 13: Preparacion del indculo e inoculacion en camara.

2.3.1.4. Evaluacion de los pardmetros

El periodo de evaluacion para el ensayo en camara desde la inoculacién hasta el final
del ensayo fue de 36 dias. El seguimiento de la evolucion de la enfermedad se hizo
cuantificando el nimero de plantas muertas por maceta tras la inoculacion cada 2 y 3 dias.

Una vez finalizado el periodo de ensayo se sacaron las plantas de las macetas y se
lavaron las raices para realizar un analisis de los sintomas de la enfermedad utilizando una
escala del 0 al 4 con el objetivo de calcular el indice de gravedad de la enfermedad (ISE). El
significado de la escala es el siguiente:

e 0: sin sintomas.

e 1:leve, color miel en las raices.

e 2:necrosis de las raices secundarias.

e 3:necrosis de las raices secundarias y la raiz principal.

e 4: planta muerta.
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Los célculos del ISE de cada maceta inoculada se realizaron con la siguiente formula:

¥(clase de la escala x n? de plantas)
ISE = x 100
nttotal de plantas x 4

2.3.15. Reaislamiento de Phytophthora

Dias después de las inoculaciones de las plantas con P. parasitica, se procedio al
reaislado el oomiceto de los sustratos de las macetas de tomate y pimiento para verificar si
este alin seguia presente o no.

Para ello, con una cucharilla previamente desinfectada, se tomaba una pequefia
porcion de sustrato y se colocaron en placas petri de 9 cm junto con agua y pétalos de clavel
inmaduros como trampas vegetales. Se dejaron incubar entre 4 y 5 dias a temperatura

ambiente del laboratorio.

2.3.2. Ensayo en invernadero

De la misma manera que para el ensayo en cdmara, para la inoculaciones en
invernadero se prepararon 120 plantulas de tomate y 120 plantulas de pimiento, que
permanecieron en el semillero hasta disponer de 2 a 3 hojas verdaderas. Una vez alcanzaron
dicho tamario, fueron transportadas al invernadero donde se trasplantaron a macetas de 3L,
utilizando un sustrato compuesto por un 60% de coco, 20% de turba rubia y 20% de turba

negra. Se trasplantaron 2 plantas por maceta con un total de 60 macetas por especie vegetal.

- O -
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Foto 14: Inoculacion en ensayo de invernadero.
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El ensayo en invernadero se realizé sobre las mesas mdviles de uno de los habitaculos
del invernadero de patologia Up de 480 m?, ubicado en la Finca Experimental Ual-Anecoop
del Paraje “Los Goterones”, Poligono 24, Parcela 281 (Foto 15).

La duracién del ensayo en el invernadero fue de 90 dias ya que el desarrollo de la
enfermedad ocurre mas lentamente. Durante este tiempo, se le aplicé fertirriego programado
por goteo, mediante abonadora, con el mismo complejo y dosis que a las plantas de la cAmara

de ambiente controlado.

Foto 15: Disposicion de las macetas en el ensayo de invernadero.

Por cada aislado se inocularon dos macetas, cada una con dos plantas, de cada especie
vegetal, pimiento y tomate. El seguimiento de la evolucion de la enfermedad se hizo
cuantificando el nimero de plantas muertas por maceta tras la inoculacion cada 7 dias durante
los 90 dias.

La desinfeccion del material vegetal, la preparacion del in6culo e inoculacion, el
reaislado del patdgeno del sustrato, asi como el tratamiento de las plantas, una vez finalizado

el tiempo de ensayo, fue similar a la del ensayo en cdmara de ambiente controlado.
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2.3.3. Métodos estadisticos usados para la comparacién de datos

Los analisis realizados para las comparaciones entre porcentajes de plantas muertas e
ISE (indice de gravedad de la enfermedad) consistieron en analisis de la varianza (ANOVA)
unifactorial. Previamente, al tratarse de ANOVA paramétrico se comprobaron las asunciones
de Normalidad y Homocedasticidad.

El analisis de la varianza y el test de diferencias significativas proceden de la
transformacion angular (Arcsen (V°/1); siendo %= (% de plantas muertas o ISE)/100). Test de
minimas diferencias significativas de Fisher (LSD). Las diferentes letras indican diferencia

significativa al 95%.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CONSERVACION DE PHYTOPHTHORA

3.1.1. Anélisis de Phytophthora en muestras de suelo

En el cuadro 1 se recogen las 93 muestras de suelos conservadas en laboratorio con
sus respectivos codigos. Se muestran ademas los resultados de los anélisis realizados en afios
anteriores. De las 93 muestras, 4 resultaron positivas tras el andlisis de las trampas de pétalos
de clavel inmaduros, albergando formas de resistencia de Phytophthora. De esas 4 muestras
se aislaron 25 cepas: 13 cepas de Kik2, 4 cepas de AR35inv2, 5 cepas de AR43B y 3 de
AR51B.
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Cuadro 1: Presencia de Phytophthora en los diferentes analisis de trampas vegetales.

Presencia de Phytophthora

. . . . . Periodo de
Codigo 1° andlisis 2° andlisis 3° andlisis 4° anélisis 5° andlisis S
(2003-2004) (2005) (2006) (2006) (2011-2012) (affos)

Uleila + - - - - 1-2
Uleila + - - - _ 1-2
Uleila + - - - - 1-2
SER1 + - - - - 1-2
VER1 + + - - - 2-3
A3 + - - + - 2-3
C3 + - - - - 1-2
H2’ + - - - - 1-2
ULEILA + + - + - 2-3
AR18 + T _ _ N 53
HOR1 + - - - - 1-2
VEZ1 + - - - - 1-2
MB5s + - - - - 1-2
IBAL + - - - - 1-2
VEZ7 + - - - - 1-2
FOR1 + n _ _ N 53
FRE1s + + - + - 2-3
FOR3 + + - - - 2-3
KIK2 + + = + + 8-9
ALB2s + - - - - 1-2
AR40 + + _ - - 2-3
AR56 + + - - - 2-3
AR43B + + = = + 8-9
AR32 + + - - - 2-3
ARG0 + + - - - 2-3
AR41Binv2 + _ - N N 12
ARG7 + - - - - 1-2
AR34invl + - - - - 1-2
ARG4 + - - - - 1-2
AR31 + - - - - 1-2
KIK1 + + - - - 2-3
VEZ6 + - - - - 1-2
AL31 + - - - - 1-2
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Cuadro 1 (continuacion)

Presencia de Phytophthora

Periodo de
Codigo 1° anélisis 2° analisis 3% analisis 4° analisis 50 analisis SN
(2003-2004) (2005) (2006) (2006) (2011-2012)
(afios)

AL48 + + - - - 2-3
AR51A + + + - - 2-3
AR11 + - - - - 1-2
AR15 + - - - - 1-2
ARb52c + + + - - 2-3
ARb52a + + - - - 2-3
AR4 + + + - - 2-3
AR10 + - - - - 1-2
AR13 + - - - - 1-2
AR9 + - + - - 2-3
AR43A + _ _ _ N 12
AR14 + + + - - 2-3
ARA42 + - + - - 2-3
AR53A + - + - - 2-3
AR20 + n _ _ N 53
AR4 + + - - - 2-3
AR53B + _ _ _ N 12
AR1 + n _ _ N 53
AR35inv2 4 + - - 4 8-9
AR21 + n _ _ B 23
ARG61 + - - - - 1-2
AR57 + - - - - 1-2
AR51B + + = = + 8-9
ARS8 + + - - - 2-3
ARG3 + + - - - 2-3
AR36 + + - - - 2-3
AR52b + + + - - 2.3
AR36 + - - - - 1-2
AR53c + - - - - 1-2
ARS5A + + - - - 2-3
AR7 + + + - - 2.3
AR39 + + - + - 2-3
AR44 + + - - - 2-3
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Cuadro 1 (continuacion)

Presencia de Phytophthora

. . . . . Periodo de
Codigo 1° anélisis 2° analisis 3% analisis 4° analisis 50 analisis SN
(2003-2004) (2005) (2006) (2006) (2011-2012) (affos)

AR54 + - - - - 1-2
AR55B + + - - - 2-3
AR2 + - - - - 1-2
ARA4A1A + - - - - 1-2
JAY11 + _ _ N N 12
JAY10 + + - - - 2-3
JAY12 + + - - - 2-3
AR51B + _ - N N 12
JAY30 + + + - - 2.3
AR51E’ + + - + - 2-3
AR53 + + - + - 2-3
AR50 + - - + - 2-3
AR51C + + + - - 2-3
V.V. + - - - - 1-2
JAY28 + - + - - 2-3
JAY17 + - + - - 2-3
JAY27 + n _ _ N 53
JAY29 + - + - - 2-3
JAY26-B + + + - - 2-3
JAY21 + + - - - 2-3
JAY23Ap’ + _ - _ N 12
JAYS + - - - - 1-2
AR41C + - - - - 1-2
JAY11 + _ _ N N 12
JAY12 + + + - - 2-3
JAY10 + _ _ N N 12
AR33 + - - - - 1-2

(+), presencia de Phytophthora. (-), ausencia de Phytophthora.
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Cuadro 2: Presencia de Phytophthora en los diferentes andlisis de trampas vegetales (resumen).

Afos de conservacion
(1°anélisis) | (2°analisis) | (3°analisis) | (4°andlisis) | (5°analisis)
2003-2004 2005 2006 2006 2011-2012
N° muestras 93 93 93 93 93
analizadas
Periodo de
conservacion 0 1-2 2-3 2-3 8-9
(afios)
% Muestras con
presencia positiva 100 55,91 29,03 11,82 4,30
de Phytophthora

Tal y como muestra la tabla, dichas muestras ya habian sido examinadas encontrado
conservacion durante 4 afios en el 20,58% de las muestras y durante casi 5 afios (57 meses) en
el 18,18% (Pérez Vargas 2011). En esta ocasion, la cifra se redujo a un 4,3% de las muestras
después de 9 afios de conservacion.

Atendiendo a la tabla expuesta en la revision bibliografica del apartado de
conservacion (Tabla 1), ERWIN y RIBEIRO (1996) presentan unos periodos de conservacion
para las oosporas de P. parasitica de 6 afios en suelos estériles y de 4 afios en suelos no
esterilizados, las clamidosporas son responsables de los mismos periodos y situacion que los
descritos para los 6rganos sexuales. Tras conseguir aislar las 25 cepas de suelos almacenados
durante 8 y 9 afos, los periodos de conservacion para esta especie se prolongarian con
respecto a los de ERWIN y RIBEIRO, apoyando asi a estudios presentados por FRENCH-
MONAR (2006) en los que se indica que el periodo de permanencia en el suelo de
Phytophthora puede “ser mucho mas largo”.

El 18,30% de las muestras estudiadas no dieron claros resultados de aislamiento a lo
largo de los diferentes andlisis realizados durante 8 y 9 afios. Muestras de las que se dejé de
aislar Phytophthora, nos sorprenden tiempo después tras sus analisis por aparicion del
oomiceto en estas. Este hecho revela que el método de las trampas vegetales de pétalos de
clavel puede generar resultados minusvalorados. ERWIN y RIBEIRO (1996), indicaron que
la dificultad de detectar Phytophthora en suelos puede evitar y ocultar largos periodos de
supervivencia. Por estas razones, seria de importancia la realizacién de un método de mayor

sensibilidad como lo es la fitopatometria de suelos y sustratos.
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Como vemos, la capacidad de aislar Phytophthora de los suelos conservados va
disminuyendo con el tiempo. Sin embargo, su presencia tras este periodo puede ayudar a
explicar la rapida difusion de la enfermedad y su dificil control de la zona, especialmente de
cara a futuros cultivos.

La presencia del hongo en las aguas de riego asi como en los suelos de vega, PEREZ
VARGAS (2011), podrian sugerir que P. parasitica estaba ya en la zona antes de implantarse
los cultivos y ha bastado con la extensién de los cultivos de tomate para que el patégeno se
haya manifestado ocasionando enfermedad, interviniendo en ello los aperos de labranza que
se utilizan (PEREZ VARGAS, 2011).

3.2. IDENTIFICACION TAXONOMICA

3.2.1. Organos asexuales

Segun los caracteres estudiados (cuadros 3 y 4), todas las cepas se han agrupado como
P. parasitica. Estas cepas producen clamidosporas lo cual es un carécter distintivo de P.
parasitica. Ademas, bajo el microscopio se observo la produccion en estas cepas de hyphal
swelling (Foto 16), y ese carécter podria atribuirse a P. parasitica. La ausencia de pedicelo es

otra caracteristica que nos ayuda a identificar el tipo de especie estudiada como P. parasitica.

Foto 16: Hyphal swelling de Phytophthora parasitica.

-50 -



La forma de los esporangios en el caso de P. parasitca es mayoritariamente ovoide,
elipsoide, obturinado y obpyriforme. En este caso, estos esporangios son frecuentemente

bipapilados y pueden llegar a tener hasta tres papilas (Foto 17).

Foto 17: Esporangio bipapilado y esférico.

El tamafio de los esporangios es otro de los caracteres estudiados para la identificacion
taxondmica y especialmente la relacion longitud/anchura (I/a). Si observamos esta relacion en
el cuadro 1, los valores oscilan para todas las cepas entre 1,14 y 1,7 con un valor medio de
1,28, lo que nos acercaria a encuadrar dichas cepas como P. parasitica que mayoritariamente
tienen una relacion l/a < 1,4 (PEREZ VARGAS, 2011). Para las clamidosporas, ERWING y
RIBEIRO (1996) reportaron una media del diametro de 28 um, mientras que G. HALL'S
(1993) obtuvo un promedio de 33 um, dato al cual se aproxima mas la media de
clamidosporas obtenida en este ensayo (34,89 um).

Para esta especie ERWIN y RIBEIRO (1996), proporcionaron los valores medios de
longitud y anchura: 45x36 um. Si revisamos el cuadro 1 los valores medios obtenidos de

longitud y anchura (47, 6x37, 4 um) son aproximados a los de los mencionados autores.

Cuadro 3: Caracteristicas morfol6gicas de esporangios de Phytophthora parasitica. Se muestran resumidos los

valores medios + desviacion tipica para cada muestra de suelo.

o Longitud Anchura » Clamidosporas
Cadigo cepa . . Relacion I/a
Esporangios (um) | Esporangios (um) (um)
Kik2 49,48+6,59 37,86+5,59 1,32+0,29 35,17+6,88
AR35inv2 42,25+8,01 35,15+7,54 1,22+0,11 33,8+6,17
AR43B 48,88+7,82 39,98+5,58 1,24+0,16 37,8+6,06
AR51 B 43,23+6,87 35,13+5,87 1,3340,14 3345,47
11/39 45,83+5,46 36,43+4,99 1,21+0,12 32,1+6,57
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Codigo cepa Longi-tud Anch-ura T Clamidosporas
Esporangios (um) | Esporangios (um) (um)
Kik2 Phy 1 50,8+4,25 40,5+4,89 1,26+0,11 36,8+7,38
Kik2 Phy 2 49,9+7,23 38,745,78 1,310,11 34,8+7,29
Kik2 Phy 3 48,2+7,24 36,6+5,86 1,33+0,15 35,6+7,61
Kik2 Phy 4 48,1+7,08 38+6,33 1,28+0,14 40,616,59
Kik2 Phy 5 44,8+4,78 35,3+£3,56 1,27+0,10 26,5+6,04
Kik2 Phy 6 64,7+90,41 37,845,07 1,7242,41 36,6+5,35
Kik2 Phy 7 43,7+4,95 34,8+4,26 1,26+0,10 33,546,37
Kik2 Phy 8 49,7+8,14 40+7,32 1,25+0,11 33,948,96
Kik2 Phy 9 46,5+9,66 36,348,17 1,29+0,10 34,5+7,57
Kik2 Phy 10 46,4+5,26 37,4+5,02 1,25+0,11 35,6%5,60
Kik2 Phy 11 51,745,44 39,9+5,57 1,31+0,13 37,3+6,88
Kik2 Phy 12 50,2+7,39 39,145,99 1,29+0,14 33,446,49
Kik2 Phy 13 48,5+4,84 37,5%4,79 1,30+0,11 38,1+7,37
AR35inv2 Phy 1 45,7+8,43 39,1+9,24 1,19+0,12 38,8+7,91
AR35inv2 Phy 2 37,5+6,08 30,845,09 1,2240,11 31,5+4,50
AR35inv2 Phy 3 39,7+7,88 32,5+7,25 1,23+0,12 31,6+7,28
AR35inv2 Phy 4 46,1+9,63 38,248,59 1,22+0,10 33,645,00
AR43B Phy 1 54,1+5,39 46,1+5,16 1,18+0,10 41,6+5,90
AR43B Phy 2 44,4+10,93 36,148,72 1,23+0,11 34,7+7,78
AR43B Phy 3 53,3+11,10 46,1+4,09 1,16+0,23 42,8+5,97
AR43B Phy 4 51,7+6,28 40+4,08 1,30+0,19 38,7+4,09
AR43B Phy 5 40,945,39 31,6+5,86 1,32+0,19 31,2+6,58
AR51 B Phy 1 48,3+6,52 37,746,12 1,29+0,11 34,8+7,39
AR51 B Phy 2 40,9+7,67 32,246,14 1,28+0,14 29,843,37
AR51 B Phy 3 49,5+6,41 35,5+5,35 1,41+0,18 34,4+5,65
11/39 Phy 1 36,6+5,90 28,145,22 1,14+0,14 28,3+6,07
11/39 Phy 2 48,6+6,34 38,5+4,39 1,27+0,13 36,8+7,38
11/39 Phy 3 52,3+4,14 42,745,35 1,23+0,10 31,246,26
VALOR MEDIO 47,619,81 37,445,83 1,28+0,21 34,89+6,45

Cuadro 4: Caracteristicas morfologicas de esporangios de Phytophthora parasitica. Se muestran valores medios
* desviacidn tipica para 28 muestras.
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3.2.2. Organos sexuales

La morfologia y sexualidad de las cepas recogidas en la cuadro 5y 6 también nos
indican que el 100% de los aislados corresponden a P. parasitica. Todos los aislados se
comportaron como heterotalicos produciendo 6rganos sexuales en los enfrentamientos,
presentando los dos tipos de compatibilidad genética (Al y A2). EI 21,42% de los aislados
pertenecen al grupo Al y el 78,57% al A2, presentando la muestra AR43B aislados de ambos
grupos de compatibilidad ademas de presentar homotalismo en una de los aislados.

Todos presentaron un tipo de anteridio anfigino, y como bien clasific6 SAVAGE et al.
(1968), P. parasitica pertenece al grupo de especies heterotalicas cuyo anteridio es siempre
anfigino. Esta especie ademas tiene todas sus oosporas pleréticas, resultados que difieren de
los presentados por ERWIN y RIBEIRO (1996) en los que las oosporas de P. parasitica son
aplerdticas. Estos autores atribuyeron a la especie una media del diametro del oogonio de 26,8
pum, con un rango entre 15 y 64 um, la media del didmetro de oogonio que se obtuvo en estos
ensayos (24,73 um) esta comprendida entre estos dos valores. No obstante los autores hablan
de un rango bastante amplio en el que no so6lo P. parasitica encajaria. EI tamafio del anteridio
oscila entre 10-12 x 9-10 um (PEREZ VARGAS, 2011). En el caso de las cepas estudiadas,
los valores de los anteridios estan por encima de dichos valores, acercandose asi a los de P.
capsici. Sin embargo el caracter no pedicelado de los esporangios y la presencia abundante de
clamidosporas permiten clasificar a los aislados como P. parasitica.

Como podemos observar las medidas no orientan con total exactitud para la
identificacion taxonomia sino que tenemos que orientarnos ademas con otros caracteres como
la presencia de clamidosporas, pedicelos en los esporangios e hinchamientos hifales. De ahi la
gran importancia del desarrollo de las nuevas técnicas de secuenciacion del ADN que

identifican con mayor precision el tipo de especie que se esta estudiando.

Cuadro 5: Compatibilidad genética y caracteristicas morfoldgicas de los 6rganos sexuales de cepas de

Phytophthora parasitica. Se muestran resumidos los valores medios + desviacién tipica para cada muestra.

Cédigo cepa | Diametro Oogonio | Long. Anteridio | Anchura Anteridio | Grupo de Compatibilidad
Kik2 23,31+3,78 15,17+2,45 12,82+1,88 A2
AR35inv2 29,03+3,57 15,20+2,15 13,03+1,52 Al

AR43B 29,28+3,52 13,5+2,28 11,8+1,70 Al, Al, Homotalica, A2,A2
AR51 B 21,13+3,06 14,7+2,00 12,8+1,77 A2
11/39 21,17+2,93 16,23+2,85 13,87+1,68 A2
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Cuadro 6: Compatibilidad genética y caracteristicas morfolégicas de los 6rganos sexuales de cepas de

Phytophthora parasitica. Se presentan valores medios + desviacion tipica para 28 muestras.

Codigo cepa Diémet-ro Lon-g.- Anchl.Jr-a Tipo de Tipo-dfa Grup-o de
Oogonio Anteridio | Anteridio oospora anteridio | Compatibilidad

Kik2 Phy 1 24,2+2,95 14,6£2,86 | 12,2+2,08 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 2 22,3£3,67 15,6+2,53 | 13,5+2,39 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 3 23,843,32 13,5£2,28 | 11,8+1,70 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 4 24,8+43,14 15+2,39 12,8+1,66 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 5 21,7£3,74 15,7£2,23 | 13,6%2,05 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 6 24,3+4,36 15,442.25 | 12,9+1,72 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 7 27,3£3,88 13,8+1,79 | 11,5+1,62 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 8 21,3+4,63 16+2,60 13,7£1,93 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 9 23,843,76 15,3+2,32 12,942 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 10 24,3+4 24 15,5£3,31 | 12,3+2,03 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 11 21,843,19 15,9+2,03 | 13,6+1,67 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 12 18,5+4,21 15,3+2,82 | 12,9+1,38 Plerdtica Anfigino A2
Kik2 Phy 13 24,944,111 15,6+£2,42 | 12,9+2,25 Plerdtica Anfigino A2
AR35inv2 Phy 1 28,6+3,31 14,7£1,95 | 12,5+1,02 Plerdtica Anfigino Al
AR35inv2 Phy 2 29,9+4,36 15,1+2,34 | 13,3+1,87 Plerdtica Anfigino Al
AR35inv2 Phy 3 27,94£3,12 15,5+¢1,61 | 13,3+1,57 Plerdtica Anfigino Al
AR35inv2 Phy 4 29,7+3,49 15,5+2,7 13+1,61 Plerdtica Anfigino Al
AR43B Phy 1 30,7+4,05 15,1+2,34 | 13,5+1,91 Plerdtica Anfigino Al
AR43B Phy 2 26,7+4,49 144191 12+1,61 Plerdtica Anfigino Al
AR43B Phy 3 32,6+3,85 16,6+£2,27 | 14,7+1,95 Plerdtica Anfigino Homotalica
AR43B Phy 4 28425 14,7+£1,67 13+1,02 Plerdtica Anfigino A2
AR43B Phy 5 28,4+2,82 13,3+1,57 | 12,1+0,94 Plerdtica Anfigino A2
AR51 B Phy 1 20,7+2,45 14,8+2,49 | 12,8+2,32 Plerdtica Anfigino A2
AR51 B Phy 2 19,7+£2,53 15,3+2,08 | 13,2+1,84 Plerdtica Anfigino A2
AR51 B Phy 3 23+4,21 14+1,44 12,4+1,14 Plerdtica Anfigino A2
11/39 Phy 1 21,5+2,39 17,1£3,44 | 14,1175 Plerdtica Anfigino A2
11/39 Phy2 22,3+2,49 14,6+1,72 | 13,1+1,81 Plerdtica Anfigino A2
11/39 Phy 3 19,7+3,91 17+3,39 14,4+1,49 Plerdtica Anfigino A2
VALOR MEDIO 24,73+3,54 | 15,16+2,31 13+1,73
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Phytophthora parasitica aparece asociada a los cultivos de tomate de las zonas del
interior de Granada, parasitando las variedades tipo “cherry”, pero aparece muy
frecuentemente en suelos y plantas de cultivos de pimiento en el Campo de Cartagena. Ambos
tipos de compatibilidad coexisten en los campos mencionados (PEREZ VARGAS, 2011).
Este hecho es diferencial con respecto a los aislados estudiados por MORALES
RODRIGUEZ (2011) que fueron todos heterotalicos y del tipo A2.

Ademas de coexistir los dos tipos de compatibilidad A1 y A2 en una misma zona,
existe evidencia de que pueden convivir en un mismo suelo, como es el caso de la muestra
AR43B. Este hecho tiene una consecuencia significativa ya que puede dar lugar a una
reduccién o a un aumento del poder patogeno de la descendencia frente a sus hospedadores
reconocidos o tradicionales de la especie, ademas de una ampliacion de su espectro parasitario
tal y como sefialaron Boccas (1978) y Boccas y Zentmyer (1976). Esto indica que la
variabilidad genética de las poblaciones puede aumentar en dichas parcelas, lo que podria
modificar su patogeneicidad, afectando, por ejemplo, a su especificidad parasitaria y a la
resistencia frente a los pocos tratamientos quimicos disponibles para su control. Aparte de

explicar una larga conservacion del oomiceto en el suelo.

3.3. ESPECIFICIDAD PARASITARIA Y PODER PATOGENO

A continuacion presentan los resultados de patogeneicidad de aislados de P. parasitica

sobre plantas de tomate y pimiento, en camara y en invernadero.

3.3.1. Ensayo en camara

En el ensayo de especificidad parasitaria, el 64, 29% de las cepas evaluadas fueron
capaces de matar a todas las plantas de tomate, antes incluso de los 30 dias de ensayo (cuadro
7, figura 5). El 35,71% de los aislados restantes no causaron la muerte de todas las plantas,
aunque estas mostraron graves sintomas de pudriciéon de cuello y raices, con un ISE por
encima del 80%, lo que sin duda conduciria a la muerte de las plantas pocos dias después. Sin

embrago, ninguna planta de pimiento se vio afectada por alguna de las cepas.
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Cuadro 7: Expresion del poder patégeno sobre pimiento y tomate de aislados de P. parasitica obtenidos de

suelos y sustratos conservados durante 8 y 9 afios en laboratorio.

Tomate Pimiento
N° Plantas N° Plantas
Codigo aislado %6 Plantas con ISE Reaisl. %6 Plantas con ISE Reaisl.

muertas sintomas muertas sintomas
Kik2 Phy 1 100 6%(4)° 100 + 0 4(0) 0 +
Kik2 Phy 2 100 6(4) 100 + 0 6(0) 0 +
Kik2 Phy 3 100 6(4) 100 + 0 6(0) 0 +
Kik2 Phy 4 100 5(4) 100 + 0 6(0) 0 +
Kik2 Phy 5 80 1(3)-4(4) 95 + 0 5(0) 0 +
Kik2 Phy 6 100 6(4) 100 + 0 6(0) 0 +
Kik2 Phy 7 100 6(4) 100 + 0 11(0) 0 +
Kik2 Phy 8 60 2(3)-3(4) 90 + 0 6(0) 0 +
Kik2 Phy 9 100 6(4) 100 + 0 6(0) 0 +
Kik2 Phy 10 100 6(4) 100 + 0 6(0) 0 +
Kik2 Phy 11 80 1(3)-4(4) 95 + 0 6(0) 0 +
Kik2 Phy 12 83,33 1(2)-5(4) 91,67 + 0 6(0) 0 +
Kik2 Phy 13 100 6(4) 100 + 0 6(0) 0 +
AR35inv2 Phy 1 83,33 1(3)-5(4) | 95,83 + 0 6(0) 0 +
AR35inv2 Phy 2 83,33 1(3)-5(4) | 95,83 + 0 6(0) 0 +
AR35inv2 Phy 3 100 6(4) 100 + 0 6(0) 0 +
AR35inv2 Phy 4 100 7(4) 100 + 0 5(0) 0 +
AR43B Phy 1 50 3(3)-3(4) | 875 + 0 6(0) 0 +
AR43B Phy 2 83,33 1(2)-5(4) | 91,67 + 0 6(0) 0 +
AR43B Phy 3 100 5(4) 100 + 0 6(0) 0 +
AR43B Phy 4 40 3(3)-2(4) 85 + 0 6(0) 0 +
AR43B Phy 5 83,33 1(3)-5(4) | 95,83 + 0 7(0) 0 +
AR51 B Phy 1 100 7(4) 100 + 0 6(0) 0 +
AR51 B Phy 2 100 9(4) 100 + 0 6(0) 0 +
AR51 B Phy 3 100 5(4) 100 + 0 6(0) 0 +
11/39 Phy 1 100 6(4) 100 + 0 6(0) 0 +
11/39 Phy? 100 6(4) 100 + 0 6(0) 0 +
11/39 Phy 3 100 6(4) 100 + 0 6(0) 0 +
Testigo 0 6(0) 0 - 0 6(0) 0 -

ISE: indice de gravedad de la enfermedad.

a: n° Planta con sintoma, b: (n° escala del ISE).

(+), presencia de Phytophthora. (-), ausencia de Phytophthora.
Reaisl.:reaislamiento.
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Fotos 18 y 19: Expresion del poder patégeno en pimiento y tomate. Raices de tomate afectadas por Phytophthora.

Para descartar un fallo en la inoculacion, en el caso del pimiento, al no producirse
sintoma alguno con ninguno de los aislados, se procedi6 al reaislado del oomiceto del sustrato
de cada maceta dias después de la inoculacién, siendo positiva la presencia del hongo en el
sustrato tanto en el caso de las macetas de tomate, como de pimiento (cuadro 7).

Frente a la falta de expresion de sintomas en pimiento, la patogeneicidad de la que
hicieron gala los aislados de P. parasitica inoculados en tomate, inclusive tras los nueve afios
de conservacion en bolsas de plastico de alguna de las muestras de las que procedian, no hace
sino mostrar la marcada especificidad parasitaria de dichos aislados en tomate.

El cuadro 7 y la figura 5 ponen en evidencia otro hecho: la expresion de la variabilidad
en la patogeneicidad de aislados. Los aislados cuyos codigos van precedidos de Kik2,
AR35inv2, AR43B, AR51B, indican para cada distintivo que fueron obtenidos de las mismas
muestras de suelo. De esa manera pueden detectarse pequefias diferencias de patogeneicidad
gue no parecen relevantes para la finalidad del ensayo y que no pueden ser atribuidas a la
conservacion, pese a que los aislados obtenidos de un suelo con cultivo de tomate y plantas
enfermas (codigo 11/39) dan una mayor uniformidad en la respuesta. Estadisticamente existen
diferencias significativas entre los aislados con respecto al porcentaje de plantas muertas y el
ISE (cuadro 8).
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Cuadro 8: Diferencias estadisticas de patogeneicidad entre los aislados inoculados/muestras de suelo en plantas

de tomate.
Muestras suelo %Plantas muertas ISE
AR43B 71,33£25,23 b 9216,08 b
AR35inv2 91,6719,62 ab 97,92+2,41 ab
Kik2 92,53+12,77 a 97,82+3,62 a
AR51B 100+0 a 10010 a
11/39 1000 a 100+0 a
P-valor 0,0441 0,041

El analisis de la varianza y el test de diferencias significativas proceden de la transformacién angular (Arcsen (V°/1);
siendo °/1= (% de plantas muertas o ISE)/100). Test de minimas diferencias significativas de Fisher (LSD). Las
diferentes letras indican diferencia significativa al 95%.

En el cuadro 7 no se aprecian las diferencias de patogeneicidad entre los diferentes
aislados inoculados en plantas de tomate. Si se observa el andlisis estadistico de la varianza,
(cuadro 8) la muestra de suelo AR43B difiere de Kik2, AR51B y 11/39 mostrando una menor
patogeneicidad. Entonces surge la cuestion, si el homotalismo o el heterotalismo estan
relacionados con la variabilidad genética de la descendencia de las poblaciones de
Phytophthora y esta a su vez relacionada con la variabilidad de la especificidad parasitaria,
¢significa esto que el homotalismo estda relacionado con una disminucion de la
patogeneicidad?, o que en este caso, ¢se generd una descendencia menos patogena debido a la

coexistencia de los dos tipos de compatibilidad?
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Tomate-Inoculacidn por riego-Camara

Aislados

T AR51B m11/39

AR43B

W AR35inv2

m Kik2

Figura 5: Patogeneicidad (*indice de gravedad de la enfermedad, ISE) de aislados de P. parasitica obtenidos de suelos cultivados con tomate y conservados en laboratorio

durante 8 y 9 afios.
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3.3.2. Ensayo en invernadero

El cuadro 9 y la figura 6 muestran una diferencia marcada en lo que concierne a la
expresion del poder patdgeno en invernadero y con un sustrato diferente. Las diferencias son
muy aparentes y sugieren varios comentarios, especialmente cuando la bibliografia sobre el
tema es mas bien escasa.

En este ensayo, no todas las plantas de tomate fueron afectadas por P. parasitica. Un
53,57% de los aislados parasitaron a las plantas pero nunca llegd a provocar la muerte
completa de las cuatro plantas inoculadas por aislado. Los resultados del ISE, por lo general,
estan entrono al 50% o por debajo de este valor. Al igual que el ensayo en cédmara, las plantas

de pimiento no mostraron sintomas.

Fotos 20 y 21: Expresidon del poder patdgeno en plantas de tomate.

-60 -



Cuadro 9: Expresién del poder patdgeno sobre tomate y pimiento de aislados de P. parasitica obtenidos de
suelos y sustratos conservados durante 8 y 9 afios en laboratorio.

Tomate Pimiento
0 0
Cadigo aislado W;EL?’T::S N' I?::)anntas ISE Reaisl. W;Ez?;zs N' Z:)intas ISE | Reaisl.
sintomas sintomas
Kik2 Phy 1 50 13(0)>-1(2)-2(4) 62,5 + 0 4(0) 0 -
Kik2 Phy 2 0 3(0)-1(2) 12,5 - 0 4(0) 0 +
Kik2 Phy 3 25 1(0)-2(3)-1(4) 62,5 + 0 4(0) 0 -
Kik2 Phy 4 25 1(0)-2(3)-1(4) 62,5 - 0 4(0) 0 -
Kik2 Phy 5 75 1(3)-3(4) 93,75 + 0 4(0) 0 -
Kik2 Phy 6 0 2(0)-2(3) 37,5 - 0 4(0) 0 -
Kik2 Phy 7 50 1(0)-1(2)-2(4) 62,5 + 0 4(0) 0 -
Kik2 Phy 8 25 1(0)-2(3)-1(4) 62,5 + 0 4(0) 0 -
Kik2 Phy 9 0 42) 50 - 0 4(0) 0 -
Kik2 Phy 10 25 2(0)-2(4) 25 - 0 4(0) 0 -
Kik2 Phy 11 25 2(0)-2(4) 25 + 0 4(0) 0 +
Kik2 Phy 12 25 1(2)-1(3)-2(4) 56,25 + 0 4(0) 0 -
Kik2 Phy 13 50 2(0)-2(4) 50 + 0 4(0) 0 -
AR35inv2 Phy 1 0 3(0)-1(2) 12,5 - 0 4(0) 0 -
AR35inv2 Phy 2 0 3(0)-1(2) 12,5 - 0 4(0) 0 -
AR35inv2 Phy 3 25 2(2)-2(4) 50 + 0 4(0) 0 -
AR35inv2 Phy 4 50 1(0)-1(2)-2(4) 62,5 + 0 4(0) 0 -
AR43B Phy 1 0 4(0) 0 + 0 4(0) 0 +
AR43B Phy 2 25 1(0)-2(3)-1(4) 62,5 + 0 4(0) 0 -
AR43B Phy 3 25 1(0)-2(3)-1(4) 62,5 + 0 4(0) 0 -
AR43B Phy 4 0 1(1)-1(2)-2(3) 56,25 + 0 4(0) 0 -
AR43B Phy 5 0 1(0)-2(2)-1(3) 43,75 - 0 4(0) 0 -
AR51 B Phy 1 75 1(2)-3(4) 87,5 + 0 4(0) 0 -
AR51 B Phy 2 0 1(1)-1(2)-2(3) 56,25 + 0 4(0) 0 -
AR51 B Phy 3 0 1(0)-1(1)-1(2)-1(3) | 37,5 - 0 4(0) 0 -
11/39 Phy 1 0 1(0)-1(1)-1(2)-1(3) | 37,5 - 0 4(0) 0 -
11/39 Phy2 0 42) 50 - 0 4(0) 0 -
11/39 Phy 3 0 4(2) 50 + 0 4(0) 0 -
Testigo 0 4(0) 0 - 0 4(0) 0 -

ISE: indice de gravedad de la enfermedad.

a: n° Planta con sintoma, b: (n° escala del ISE).

(+), presencia de Phytophthora. (-), ausencia de Phytophthora
Reaisl.:reaislamiento.
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Lo que concierne al reaislamiento del oomiceto en el ensayo de invernadero, no todas
las macetas estudiadas de tomate dieron positivo como ocurrié en cdmara. Referente a las
plantas de tomate, se han obtenido datos no interpretables ya que ha dado reaislamiento
negativo en plantas donde si se encontraron sintomas o incluso murieron. Para las plantas de
pimiento, generalmente se encontraron datos negativos pero en 3 de las macetas si se pudo
reaislar P. parasitica pero sin embargo, no hubo sintomas en ninguna de las plantas de
pimiento. Estadisticamente, no existen diferencias significativas entre los aislados de las cinco
muestras de suelo con respecto al porcentaje de plantas muertas y el ISE (cuadro 10). Aqui se
apoya lo comentado en la discusion del apartado de conservaciéon sobre la fiabilidad del

método de las trampas vegetales de pétalos de clavel.

Cuadro 10: Diferencias estadisticas de patogeneicidad entre los aislados inoculados en plantas de tomate.

Muestras suelo %Plantas muertas ISE
AR43B 10+13,69 45+26,29
AR35inv2 18,75+23,94 34,38+25,77
Kik2 28,85+22,47 50,96+21,48
AR51B 25%43,30 60,42+25,26
11/39 0+0 45,83+7,22
P-valor 0,2138 0,5950

El anélisis de la varianza y el test de diferencias significativas proceden de la transformacion angular (Arcsen (V*/1);
siendo °/1= (% de plantas muertas o ISE)/100). Test de minimas diferencias significativas de Fisher (LSD). Las

diferentes letras indican diferencia significativa al 95%.

El desarrollo de la enfermedad en el caso del invernadero ha sido claramente mas lento
y menos acentuado que el ensayo en camara. Puede deberse a las condiciones ambientales
presentes. Como ya sabemos, Phytophthora se desarrolla y crece a mayor velocidad en suelos
con gran cantidad de agua donde las esporas nadadoras tienen méas facilidad de movilidad y
dispersion. Problablemente la cantidad de agua aplicada para el riego de las plantas de
invernadero no era la suficiente para que el oomiceto se desarrollara y creciera a gran
velocidad. El hecho de que existan periodos de sequedad del sustrato, retrasa el desarrollo del
oomiceto llegando incluso a su pérdida o transformacion en forma de resistencia. Otros
factores que influyeron fueron los contrastes de temperaturas a lo largo del dia y la noche,
siendo las temperaturas bajas un factor limitante para el crecimiento del oomiceto; la

influencia del viento, que ayuda a la evaporacion del agua en el sustrato y por lo tanto a la
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sequedad de este y el periodo de luz incidente. Ademas, la supresividad del sustrato es un
factor presente por la que los patdgenos no son capaces de instalarse o de expresarse a pesar
de la presencia de cultivos suceptibles y de condiciones ambientales favorables para la
manifestacion de enfermedades. La supresividad natural de los suelos y sustratos pueden
tener naturaleza quimica como la proporcién de lignina/celulosa, la concentracion en
micronutrientes, la nutricion nitrogenada, el pH del sustrato, el grado de descomposicion de la
materia organica, los compuestos fitotoxicos y salinidad; naturaleza biolégica como la
fungistasis, parasitismo y antibiosis; o fisica como la capacidad de aireacion y el contenido de
humedad del sustrado. Segun Hoitink y Fahy (1986), la responsable méas frecuente del

caracter supresivo de los mismos es la microbiota presente en los compost.
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Figura 6: Patogeneicidad (*indice de gravedad de la enfermedad, ISE) de aislados de P. parasitica obtenidos de suelos cultivados con tomate y conservados en

laboratorio durante 8 y 9 afios.
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Se observé durante el ensayo que las plantas de tomate que murieron, lo hicieron en
las primeras semanas después de la inoculacion, donde las plantas eran mas jovenes y sus
sistemas radiculares se encontraban poco desarrollados en sus respectivas macetas, es decir,
en un estado de mayor debilidad de la planta. Esta observacion nos podria decir que quizas
con el transplante de plantulas de mayor tamario, lo que se conoce como “big plant” también
comercializada por semilleros, la planta pudiera ser menos afectada por P. parasitica, asi que
otro posible estudio relacionado a este proyecto seria el indculo de estas cepas en plantas “big
plant”. MORALES RODRIGEZ observé en su estudio que las plantas de pimiento en un
estado de desarrollo temprano (2-4 hojas verdaderas) muestran una mayor susceptibilidad al
ataque de P. nicotianae que las plantas con 6-8 ¢ 10-12 hojas verdaderas, existiendo una

resistencia relacionada con la edad.

CONCLUSION

Una parte de este trabajo es continuacion de otros iniciados hace 9 afios: la
conservacion de Phytophthora parasitica en muestras de suelo mantenidas en laboratorio
desde hace 9 afios. jY, todavia, en el 4% de las muestras sigue aislandose el ficomiceto!. Esto
aporta una novedad no registrada en la bibliografia consultada, y nos advierte de lo que puede

significar una rotacion de cultivos para disminuir la presencia del patdgeno en el suelo.

La novedad maés llamativa radica en el conocimiento de los tipos sexuales del parésito,
manifestando en una de las muestras los dos tipos de compatibilidad genética ademas de
mostrar homotalismo garantizando la perpetuacion de la especie y una posible induccion a
una variabilidad en la descendencia importante. Aunque su menor patogeneicidad comparada
con el resto de las muestras hace reflexionar si el homotalismo esta relacionado con una
disminucion de la patogeneicidad o sencillamente la coexistencia de los dos tipos de
compatibilidad, en este caso, generaron descendencia menos patégena.

Se trata de una variabilidad que podria incidir en la especificidad parasitaria.
Especificidad que ha sido neta sobre tomate en los dos ensayos de inoculacion y que beberia

orientar a los mejoradores de plantas.
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