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Introducciéon

1. INTRODUCCION.

1.1 EL CULTIVO DEL AGUACATE.

1.1.1 Origen, clasificacion y distribucion.

El aguacate  Persea americana es una planta dicotiledonea, subclase de las
dialipétalas, orden de las ranales, familia de las Lauraceas, la cual la componen alrededor de
45 géneros y mas de 100 especies. Del género Persea, se conocen 50 especies que tienen
similitud con el aguacate y se caracterizan porque casi todas estas especies tienen origen

americano.

La especie comprende tres grupos o razas ecologicamente definidas:

% Raza mejicana: Persea americana var.drymifolia.
7

¢ Raza guatemalteca: Persea nubigena var. Guatemalis
+* Raza antillana: Persea americana var. Americana.

Las dos primeras son originarias de los altiplanos guatemaltecos y mejicano, y la tltima

de las tierras bajas de Centro América.

Los principales paises productores de aguacate son México, Estados Unidos e Indonesia.
Después tenemos aquellos paises que no son tan importantes pero tampoco son despreciables
ya que poseen unas producciones elevadas y principalmente son los que mas exportan a nivel
mundial.

Cuadro 1. Principales paises productores de aguacate.

Pais Produccion
Meéxico 1.000.000 t
E.E.U.U. 200.000 t
Indonesia 150.000 t

Cuadro 2, Principales paises exportadores de aguacate.

Pais Exportacion
Espafia 68.000 t
Sudafrica 66.000 t
Israel 58.000 t
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1.1.2. Aspectos botanicos.
s Raiz

Son generalmente superficiales, pudiendo llegar hasta el 1,5 metros de profundidad, en
suelos sueltos, se caracteriza por no tener apenas pelos absorbentes, realizdndose la absorcion
de agua y nutrientes por las puntas de las raices. Se han encontrado una alta asociacion
simbidtica de esta especie con hongos endomicorrizicos arbusculares, facilitando la absorcion
de los elementos minerales, sobre todos aquellos los de baja movilidad como son fésforo,

cobre y zinc.

% Porte.

El arbol de aguacate posee un crecimiento y desarrollo variado, en su habitat natural
pueden existir hasta de 20-25 metros de altura. Su tallo es lefioso, posee un gran crecimiento
vegetativo y en arboles de 50 afios de edad se han encontrado diametros de hastal,5 metros.
Su copa de ramas extendidas, resulta propagada de anchura y altura, con formas globosas o de
campana. Las ramas son gruesas, cilindricas, al principio verde amarillentas y densamente
pubescentes, pero después son negras glabras, opacas o con poco brillo y con cicatrices

prominentes diseminadas en las hojas.

% Hojas.

Son coridceas dispuestas en posicion alternada, pecioladas, oblongas o
elipticolancioladas hasta ovaladas, 8-40 cm de largo con base aguda. Cuando son jovenes
presentan un color rojizo, una vez maduras, el haz es verde oscuro y con brillo escaso, el
envés glauco y opaco, al principio densamente pubescente en ambas caras, después glabras,
piatinervada, con 4-10 pares de nervaduras laterales. Peciolo largo, semicilindrico, al

principio poco pubescente, después glabra de 1,5 a 5 cm de largo.

< Flor.

Se desarrollan inflorescencias en racimos axilares, las flores se presentan en grandes
cantidades, insertadas cerca de la base del brote nuevo, caquis cilindrico o comprimido, de
color verde amarillento, densamente pubescente con numerosas bracteas oblongas,
lanceoladas de color verde amarillento, pubescente cortas y fugaces. Flores pequefias,

verdosas, hermafroditas, densamente pubescentes, pedicelos cortos. La envoltura exterior o

2
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perianto de la flor es una sola, la cual se ha interpretado como un céliz constituido por seis
partes agudas dispuestas en dos grupos, siendo las extremas ligeramente mayores. Algunos
indican, de que se trata de tres sépalos y tres pétalos. Los estambres llegan a 12 en 4
verticilios cuya seria interna formada por tres esta reducida a estaminoides, los tres estambres
funcionales mas internos son mas largos que los otros con anteras vueltas hacia fuera y con
glandulas ovoides de tallo corto de color anaranjado en la base de los filamentos nectarios.
Los 6 estambres perfectos mas externos tienen anteras con dehiscencia interna y carecen de

glandulas. El ovario es unilocular con estilo sencillo el estigma globoso.

La flor es flor de un par de dias, dura muy poco y se abre dos veces. El aguacatero
tiene la particularidad de se dicogamo, es decir que la primera vez que se abre la flor lo hace
en estado femenino, el pistilo estd bien erguido y los estambres cerrados. Luego la flor se
cierra, al abrirse por segunda vez generalmente el estigma esta muerto y los estambres esta

vez, liberando el polen.

ANTERAS NO DEHISCUNTES

SEPALD
PETALD

NUICTARIO

ESTAMINOTDE ) "‘ s

[VLLO

ESTIGMA O RECEPT’fVO

Figura 1. Flor femenina, arriba. Flor masculina abajo.
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Los cultivares pueden ser del grupo A o B

s Flor A:

La primera abertura de la flor tiene lugar por la mafana, actuando exclusivamente
como hembra, es decir, su estigma es receptivo; pero las anteras no producen polen. La
polinizacion puede realizarse con polen de variedades del grupo B, que emiten polen durante

el mismo periodo de la manana.

La flor cierra al medio dia, para abrirse de nuevo al dia siguiente por la tarde, actuando
entonces exclusivamente como macho, ya que el estigma no estd receptivo, pero sus anteras

producen polen. Al final de la tarde se vuelve a cerrar la flor.

< Flor B:

Se abre por primera vez después del medio dia, funcionando exclusivamente como
hembra, estando su estigma receptivo pero las anteras no producen polen. La polinizacion es
posible con polen de variedades del grupo A, que actia como macho durante ese primer
periodo. La flor se cierra al final de la tarde para abrirse de nuevo al dia siguiente por la
mafana, actuando entonces Unicamente como macho, ya que las anteras producen polen. La

flor vuelve a cerrarse al medio dia.

Cuadro 3: Fenologia floral en aguacate.

GRUPO A GRUPD B

Pramer dia: Las flores abren con el -

Mafiana eatigma receptivo.

Tarde Flore= cerradas Las florea ase abren
con el estigma re-
ceptivao.

Neche Floresz cerradas Floree cerradas

Segundo disa: Flores cerradas Las flores se abren

de nuevo con losa
estambres dehiscen-
tes.
Tarde Las flores =& abren
de nuevo con los
ioe egtambres dehis
centes.

FUENTE: El1 Aguacate, Fco. Javier Alvarez de la FPefia.
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< Fruto.

El fruto es una drupa globosa generalmente piriforme, oviforme o globoso de color
verde amarillento hasta marrén y purpura. La piel puede ser notablemente rugosa, gruesa y
quebradiza (guatemalteca), lisa (mexicana) y lisa (antillana). La pulpa de color amarillo claro
verdoso o verde claro de consistencia de mantequilla y la semilla grande, globosa o
puntiaguda, con dos envolturas muy pegadas, los cotiledones son casi hemisféricos y de color
rosado, blanco amarillento o verde claro.

En relacion al peso pueden encontrarse frutos desde 50 gramos hasta los 2,5 kg.

% Valor alimenticio.

Una de las principales caracteristicas del fruto del aguacate al igual que la aceituna, es
su alto contenido en aceite, oscilando seglin variedades desde un 8% hasta un 25%.
Por este contenido de aceites, el valor energético del aguacate es de 450-300 calorias por cada
100 gramos comestibles de fruto, proporcionando incluso mas calorias que la carne. De hecho

se le conoce como el “pan de los pobres”.

De acuerdo a Rodriguez. (1982), una muestra de 100 gramos de pulpa de aguacate

posee el siguiente contenido de elementos y nutrientes.

Cuadro 4: Elementos y nutrientes en una muestra de 100 g de pulpa de aguacate.

Grasa 8a25%
Calorias 152
Proteinas 1,6g
Hidratos de carbono 4,8¢
Calcio 24mg
Fosforo 47mg
Hierro 0,53mg
Tiamina 0,09mg
Riboflavina 0,14mg
Niacina 1,9mg
Acido ascérbico 14mg




Introducciéon

La composicion del fruto varia segun la variedad y la localidad donde se cultive.
Dentro de los hidratos de carbono, el mesocarpio presenta alcoholes y azucares poco usuales
como perseitol, D-eritro-D-galacto-ocitol, D-mano-heptulosa, D-glicero-manoctulosa, D-talo-
heptulosa, D-glicero-D-galacto-heptosa, D-glicero-L-galacto-octulosa, D-entro-L-
glucomanulosa, D-eritro-L-galactomanulsa; ademas de glucosa, fructosa y sacarosa. El
aguacate contiene un 4,7% de azucares lo que es muy bajo si se compara con otras frutas.
También es rica en acidos oleicos, plamiticon linoleico y palmitoleico, mientras que del
estearico solo tiene trazas. Las semillas del fruto tienen pocas grasas, solo el 1% del total del

peso fresco de la fruta.

“Ha sido encontrado que el aceite del aguacate es uno de los acidos grasos insaturados
mas valorados, siendo quinto en la lista de los aceites conocidos mas deseables como agente
anticolesterol. El uso comun de aceites insaturados en la dieta, retarda o previene la formacion
de placas que produce las enfermedades coronarias al corazoén”. Otro motivo mas para afiadir
esta fruta a la dieta mediterranea que ademas de ser una fruta muy saludable se cultiva en esta

zona.

En cuanto a vitaminas el fruto es rico, especialmente en aquellas que son liposolubles.

1.1.3. Cultivares y porta injertos.

Los arboles de aguacate en la actualidad se forman por lo general de dos partes
resultante del injerto: la copa y la raiz. La copa tiene un origen del cultivar injertado y que
también forma parte del tronco, mientras que la raiz es parte del porta injerto. Sin embargo
también existe la posibilidad de tener un tronco intermedio que provenga de un interinjerto

entre el porta injerto y el cultivar, utilizado por temas de incompatibilidades.

El porta injerto o patron puede obtenerse por via vegetativa (patroén clonal) o a partir
de semilla (patron franco), entre los patrones francos los mas utilizados son los cultivares

mexicola, Topa Topa y Nabal.Con los patrones clonales fue la bisqueda de un porta injerto
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con resistencia a Phytophthora. Actualmente se han ampliado al desarrollo de otras
caracteristicas, como a condiciones edaficas, tolerancia a otras enfermedades, tolerancia a

salinidad, suelos calcicos, tamafio de arboles, etc.

% Variedades

Se conocen mas de 500 variedades mejoradas de las cuales unas 25 se cultivan en
huertos comerciales en todo el mundo. De estas se considera que la variedad Hass, de raza
guatemalteca es la mas importante, otras variedades como: Fuerte, Bacon, Colin V-33, Reed,

Pikerton, Gwen, Lamb Hass, son utilizadas segin zonas y mercados.

1.1.4. Nutricion.
¢ Fertilizacion.

La nutriciéon del aguacate debe conducir a mantener unos niveles adecuados de
nutrientes en hoja. Para conocerlos, se debe realizar de forma anual 6 al menos cada dos afios,
un analisis foliar, recolectando en octubre-noviembre, cuatro hojas por arbol, de un total de 10
arboles elegidos al azar por cada parcela de 1-2 Ha 6 por cada tipo de suelo representativo de

la parcela.

Cuadro 5. Nutrientes en hoja, recomendada en la variedad Hass. (Ignacio Escobar et al. 2001)

Elemento % sobre materia seca

Nitrogeno  2-2,2 %
Fosforo 0,11-0,13 %
Potasio 0,5-1 %
Calcio 1-3 %
Magnesio  0,3-0,8 %
Boro 30-80 p.-p-m
Cobre 5-15 p.p-m
Hierro 50-200 p.-p-m
Zinc 30-150 p.p-m
Manganeso 30-500 p.-p-m
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% Nitrogeno.
Maiximas necesidades de este macroelemento son entre los meses de mayo a fin de

septiembre coincidiendo con el maximo crecimiento del arbol y del fruto.

La deficiencia de nitrogeno se refleja en hojas pequenas y palidas, defoliacion, caida
de frutos temprana y frutos pequenos. Se han encontrado que arboles con deficiencias de
nitrogeno son mas susceptibles de dafios por heladas. Se ha observado que la concentracion
de N en raices es mas alta que en hojas, lo se sugiere que el patron podria ser un factor

importante en la nutricién nitrogenada y que una raiz sana es fundamental en el rendimiento.

Excesos de nitrogeno provoca un crecimiento excesivo asi como una disminucion de
la produccion. Por su parte experimentos de ¢ ampo con elevados niveles de nitrogeno como
nitrato de amonio disminuye el pH del suelo e incrementa el tamafio del arbol, afectando
negativamente los rendimientos del cultivar Hass. Por otra parte se ha observado que un
exceso de nitrégeno disminuye el cuajado y nutricién de frutos en el arbol, de la variedad

Fuerte. (Gamalier Lemus, J et al 2005).

% Zinc.

El pH alcalino y la condicion calcarea del suelo favorecen la deficiencia de este
elemento, debido a que disminuye su disponibilidad a medida que aumenta el pH. Por otra
parte la presencia de carbonatos afecta la forma en que el zinc se mueve y metaboliza dentro

de la planta.

Su deficiencia produce deformacion en fruta la cual en estas condiciones es
redondeada con pérdidas del valor comercial y también descensos de la produccion. La no

correccion conduce al decaimiento total del arbol.

Para su correccion seria adecuado aplicaciones de 3 Kg de ZnSO4 por arbol, segiin
Garciazabal (2000) recomienda altas dosis de ZnSO4 al suelo 8 Kg arbol, aplicado localizado
en 8 perforaciones bajo la copa. Estas altas cantidades se justificarian por la baja eficiencia de

la aplicacion al suelo debida al pH alcalino. (Gamalier Lemus, J et al 2005).
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Boro.

El boro es otro de los nutrientes que se presenta como uno de los problemas en los
aguacateros del mundo. Se trata de un nutriente movil, traslocandose desde las hojas hasta las
inflorescencias. Su déficit se presenta en areas de pH 4cido de alta pluviometria y con igual
frecuencia en suelos de pH alcalino. En este ultimo caso el déficit estd relacionado al

antagonismo entre el calcio, muy presente en suelos alcalinos.

El déficit de boro provoca diferentes trastornos en el arbol pero los més importantes
afectan a la produccion y calidad de la fruta, debido a que el boro actia en la activacion del
crecimiento del tubo polinico, con lo cual un déficit conduce a un menor cuajado y menor
produccion. Su déficit produce ademas frutos deformes, con corchocidades, o areas necroticas

que penetran la pulpa, afecta también al calibre. (Gamalier Lemus, J et al 2005).

Hierro.

El déficit de hierro es otro de los problemas de los aguacateros, presentindose  en
suelos de caracter alcalino. Sin embargo, también se produce el déficit en areas de suelo de
pH muy écido (menor a 5.0), debido a que la absorcioén del hierro es competitiva con la de

manganeso, elemento cuya solubilidad es fuertemente incrementada en pH 4acido.

El hierro tiene una relacion directa con la sintesis de la molécula de clorofila, al ser
cofactor de varias enzimas que catalizan su formacion. Con déficit de hierro las hojas quedan

con bajos niveles de clorofila resintiéndose todo el aparato productor de carbohidratos.

Las correcciones que se realizan para disminuir la deficiencia es la aplicacion del
quelato Fe-EDDHA al suelo, realizandose fundamentalmente en Fertirrigacion. De acuerdo a
Kadman (1963), la adiccion continua de 1 a 2 mg de quelato de Fe en el sistema de goteo
controla el problema. Otra forma de aplicacion es la adiccion directa al suelo de unos
150g/arbol/ano. Segun estudios realizados por Gregoriu et al, 1983 observaron impactos muy
importantes en la produccion de aguacate Hass. En arboles severamente afectados se obtuvo
rendimientos de 117% respecto al testigo. En los moderadamente afectados un 55% de
rendimiento en fruta y arboles levemente afectados alcanzo el 24%.(Gamalier Lemus, J et al

2005).
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Manganeso.

Cuando la deficiencia es leve, hay un empalidecimiento de las areas internerviales de las
hojas, permaneciendo verdes las zonas contiguas a los nervios. A medida que la deficiencia se
hace mas aguda, dichas areas adquieren una coloracion amarillo mas intensa, en contraste con
las bandas verdes. Estos sintomas pueden manifestarse en hojas jovenes como en adultas. La
carencia de magnesio se combate con aportaciones al suelo del sulfato magnésico al 16% de

MgO, a razén de 600 Kg por hectarea. (Gamalier Lemus, J et al 2005).

Cloro.

Presenta problemas de excesos, el cual se manifiesta en las hojas més viejas con una
decoloracion de la punta de ella, si la toxicidad es leve, llegando a provocar necrosis (muerte)

de esta zona y de parte de la lamina.

Estos sintomas pueden ser muy claros a veces, pero otras pueden venir mezcladas
principalmente con sodio, o sea, se da una combinacion de 2 o més elementos, y entonces la
vision del sintoma no es tan clara. También pueden mezclarse problemas de toxicidad de un

elemento o sales, con deficiencias de otros. (Gamalier Lemus, J et al 2005).

Calcio.

El calcio es un importante componente de las membranas celulares, que controlan el
crecimiento, el intercambio i6nico y la actividad enzimatica. Los niveles de calcio afectan al

tamafo del fruto, la cantidad de cosecha y la calidad de la postcosecha.

El calcio acttia sobre el nitrogeno reduciendo la volatilizacion del amonio, después de
aplicaciones de urea, sobre los micronutrientes el calcio al disminuir el pH de los suelos

puede influenciar la disponibilidad de micronuetrientes como Fe, Mn, Cu y Zn.

Sobre el drenaje el calcio estabiliza al humus y a las arcillas floculadas. El Ca desplaza
al Na de las particulas de arcilla, incrementando la porosidad del suelo y por lo tanto el

drenaje interno.
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El calcio reduce Phytophthora porque estimula el crecimiento radicular del éarbol,
incrementa la resistencia a enfermedades de raices, deteriora la actividad de Phytophthora, por
reducir la formacion de esporangios, interfiere la movilidad de las zoosporas o induce a un

prematuro encapsulamiento, mejora el drenaje del suelo, asi como la estimulacion de los
microorganismos antagonistas.

Se puede aplicar mediante yeso (Ca SO4. 2H,0). (Gamalier Lemus, J et al 2005).

Fosforo.

En un ensayo en la E.E. La Mayora no se ha bajado el nivel de fosforo 0.11% en hoja
después de 30 afios sin aportar nada de Fosforo. Debemos de tener cuidado con el fosforo ya
que es antagonista del Fe-Zn-Cu-Mn.

La aplicacion se realizara durante los meses de abril y finales de mayo coincidiendo

con la floracién y cuajado.

La deficiencia de fosforo provoca arboles de porte bajo; hojas de color verde palido,
que adquieren tono purpireo o bronceado en los bordes y dpice. Los frutos maduran
lentamente, presentando malformaciones; por consiguiente, la fructificacion es de bajo

rendimiento. (Gamalier Lemus, J et al 2005).

Potasio.

El potasio es muy utilizado para el engorde del fruto asi como de la maduracion, los
meses de aplicacion desde los meses de junio- octubre.

El potasio es antagonista con el Ca y Mg.

La deficiencia de potasio provoca que el arbol adquiera un porte achaparrado. Hojas
de un color blanco mortecino, amarillento o rojizo a partir de los bordes, que pardean
facilmente, mueren y se desprenden. Los frutos son pequefios y no se conservan bien.

(Gamalier Lemus, J et al 2005).
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Azufre.

Toda la planta queda de color amarillo, incluso los brotes nuevos, por un defecto. La

cosecha madura muy lentamente. (Gamalier Lemus, J et al 2005).

Molibdeno.

Las hojas toman un aspecto grisaceo, se enrollan, se mustian y se secan. (Gamalier

Lemus, J et al 2005).

Cobre.

Las hojas se mustian sin amarillear no tomar color pardo; las yemas se secan y caen,

cuando presentan deficiencias. (Gamalier Lemus, J et al 2005).

Figura 2. Hojas clordticas Deficiencia de hierro. Gardizabal Septiembre 2004
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Figura 3. Frutos con deficiencia de boro. Gardizabal Septiembre 2004

Figura 4. Hojas con deficiencia de potasio (izqda.). Frutos con deficiencia de potasio (dcha.). .

Gardizabal Septiembre 2004
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Figura 5. Hojas con deficiencia del fosforo. Gardizabal Septiembre 2004.

1.1.5. Plagas

Las plagas mas comunes en el cultivo del aguacate en Espafa son: Cochinilla (Familia
Coccidae), Trips (Scirtothrips perseae), Acaro cristalino (Oligonychus perseae).

Departamento técnico Trops.

Cochinillas.

Esta plaga segrega una sustancia azucarada donde se desarrolla un hongo (Fumagina)
llamado vulgarmente tizne o negrilla, suele aparecer en zonas sombrias del arbol, falta de
ventilacion e iluminacion.

Si la plaga es muy severa provoca una disminucion en la capacidad fotosintética del
arbol y por tanto afecta al crecimiento de frutos y otros 6rganos de la planta.

Las especies mas frecuentes son: Ceroplastes floridenis, C. Rubens, C. rusci,
Parasaissetia nigra, Maconellicocus hirsutus, Planococcus ficus, Nipaecoccus ripae. Guia de

reconocimiento de plagas.
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Ceroplastes floridenis C. rubens C. rusci

Parasaissetia nigra Maconellicocus hirsutus Planococcus ficus

Nipaecoccus ripae

Figura 6. Fotografias tomadas de; Guia de Reconocimiento de Plagas. Agosto 2005.

Trips.

Son pequetios insectos que pueden medir de 0.3 a 14 mm de longitud. El principal
dafo lo causan cuando se alimentan de frutos en fase de crecimiento (tamafo tipo canica),
provocando deformaciones en la superficie del pericarpio en forma de protuberancias o
crestas, donde estos ataques pueden favorecer la entrada de enfermedades como la de la rofia

del fruto (piel de cocodrilo), la especie mas caracteristica es Scirtothrips perseae Nakahara
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Russet en frutos

Figura 7. Arriba adulto de trips y dafio en hoja, abajo russet en fruto.

Fotografias tomadas de; Guia de Reconocimiento de Plagas. Agosto 2005

Acaro cristalino.

Es un acaro, Olygonychus perseae, originario de México, que se detecto en el sur de
Espafia por el 2004, los adultos hembras son de forma oval aguzado en la parte terminal. De
color verde amarillento y con varias manchitas oscuras en la region abdominal, el macho es
mas pequefio, amarillento y mas bien piriforme, ocasionalmente presentan manchas en la
region abdominal al igual que las hembras. Los huevos son semiesféricos de color amarillo

palido y presenta, cercano a la eclosion un caracteristico ojo rojo.

El dafio que ocasiona esta plaga, al alimentarse de la savia de la planta provocan
manchas necroticas que confluyen entre si y llegan a formar bandas que corren a lo largo de

los nervios de las hojas.

Las condiciones ideales para esta plaga son temperaturas comprendidas entre los 20-
30 °C y una humedad relativa no muy alta, con lo cual la poblacion aumenta a medida que

avanza de la primavera al verano.
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Para su control se utilizan &4caros depredadores (phytoseiidae), aplicacion de

abamectina, oleato potésico .Hernandez Suarez, Estrella et al.

Larvas. ninfas y Adultos

Dailo caracteristico: puntos
necroticos producido por
alimentacion de colomas en ¢l
envés de la hoja.

Figura 8. Distintos estadios del acaro cristalino (izqda.), dafios del acaro cristalino (dcha.).
Fotografias tomadas de; Guia de Reconocimiento de Plagas. Agosto 2005

1.1.6. Enfermedades.
Las principales enfermedades del aguacate en nuestra zona son las causadas por
hongos de suelo que provocan la pudricion del arbol. Se trata de Phytophthora cinamomi,

Rosellinia necatrix y Armillaria mellea.

Los sintomas de los arboles afectados son decaimiento total o parcial de la planta, con
hojas pequenas cloroticas y muerte final. Otros patdogenos que han sido asociados al complejo
marchitez son: P. heveae, P. citricola, Verticillium spp., Armillaria mellea, Cylindrocladium
sp., Rosellinia sp., Fusarium solani, F. oxysporum, F. equiseti, Rhizoctonia sp.,
Phymatotrichum omnivorum, Cylindrocladiella sp., Cylindrocarpon sp., Phytium vexans y los
nematodos Helicotylenchus sp., Rotylenchulus sp., y Pratylenchus sp. (Besoain y Piontelli,
1999; Tamayo, 2007; Pérez, 2008; Morales, 2009; Dann et al., 2011; Bonilla et al., 2011;
Vitale et al., 2012). (Hernandez, M. L. B. 1999 y Ochoa, A. S. 1997)
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El control de Phytophthora es posible mediante un control de riego, buen drenaje,
contenido alto en materia organica, uso de patrones tolerantes y realizacion de tratamiento a

base de fosfito potasico.

Rosellinia necatrix.

Rosellinia necatrix o también denominada podredumbre blanca es una enfermedad
muy destructiva. Los sintomas se manifiestan tanto a nivel aéreo como subterraneo, donde
puede ser confundida con la causada por phytophthora cinnamomi. Los arboles comienzan a
presentar una clorosis seguida de una marchitez general del arbol hasta que muere en pocas
semanas, bien con la pérdida total de sus hojas o incluso manteniéndose todas las hojas secas

en el arbol.

Si descubrimos la base del tronco se presentara ennegrecida y se pueden observar el

tipico micelio blanco algodonoso en la superficie de la raiz.

La diseminacién de la enfermedad se realiza por contacto de raices infectadas de
arboles enfermos con raices sanas de arboles cercanos, por movimientos de raices en el suelo

a través de labores culturales, o por transporte del micelio del hongo en el agua de riego.

La enfermedad se desarrolla bien en suelos oxigenados, bien fertilizados, con un alto

nivel de materia organica y pH neutro.

Su distribucion en el suelo abarca mayor profundidad que en el caso de phytophthora

cinnamomi, de ahi su mayor dificultad para combatirlo.

Como métodos quimicos se han realizado estudios utilizando varios fungicidas
(Benomilo, Carbendazima, Fluazinam, Metil Tiofanato). El que mejor resultados dio fue el
Fluazinam, aunque hay que seguir investigando. El problema es que Fluazinam no estd

autorizado en Espana.
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1.1.7. Practicas culturales

+ Plantacion

La planta debe proceder de un vivero reconocido, mas que nada que nos asegure que
esta libre de patogenos, en bolsas de 50 cm con un grosor de tronco no menor a 1.5 cm y una

altura de 1 metro, con el patron adecuado para cada caso y variedad elegida.

La plantacion se realiza en primavera, en meses de marzo, abril y mayo.

Los hoyos deben practicarse en suelo roturado a 1 m de profundidad en pase cruzado
de subsolador, seguido de arado de vertedera de 60 cm. En estas condiciones se realizaran

cuando el suelo este en tempero y tendran un tamafio de 40*40*40 cm.

Para mejorar el drenaje es conveniente realizar alomados de 50 cm de altura entre en

las lineas de arboles.

Al plantar debe cuidarse que el arbol quede al mismo nivel de tierra que tenia en la
bolsa del vivero. Debe utilizarse un tutor colocado en la cara de los vientos dominantes, y

atando la planta por debajo y encima del punto de injerto.
En el hoyo se anadirdn unos dos litros de turba-estiércol apagado-mantillo-abonos de
liberacion lenta- etc., para mantener un mejor vigor en el amarre de las plantas. Se le puede

afiadir unos 500 gramos de azufre si el pH del suelo es mayor de 7.5.

Inmediatamente después de plantar es necesario dar dos riegos consecutivos en dos

dias de unas 6 horas.

s Poda

Por el afio 1969, se pensaban que los aguacates no debian podarse pues se forman

solos muy bien en general y se hacen antes grandes y producen mejor. Sin ninguna poda
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como recomendaban, los arboles se forman bajos, tocando incluso el suelo las ramas
inferiores. Presentan asi la ventaja de hacerles menos dafio los vientos y ser mas facil los
tratamientos insecticidas y fungicidas y la recoleccion de la fruta, por lo tanto pasado unos
afios la plantacion tiende a expandirse, juntarse los arboles, provocando sombreamientos, y

reduciendo la produccion y aumentando los problemas por plagas.

Es cierto que el aguacate se poda poco, al ser un arbol vigoroso, no obstante se realiza
una poda para mantener la altura del arbol en torno a 5 m, y para mejorar la luminosidad
eliminandose chupones, ramas cruzadas y ramas rastreras. Esta poda se realiza durante el
verano u otofio. También se poda para evitar en lo posible el efecto de la veceria elimindndose

parte de las paniculas florales en arboles con exceso de floracion en la variedad Hass.

Si queremos que los arboles tengan una forma concreta, habrd que actuar desde los
primeros afios de la plantacion, despuntando y doblando los brotes, dos veces durante el
periodo de crecimiento. Es conveniente durante los dos o tres primeros afios quitar todas las
paniculas florales a las plantas, asi aumentamos el crecimiento vegetativo y ya en el cuarto

afio se puede recoger la 1* cosecha.

Por lo tanto la poda en el aguacate tiene dos objetivos principales: una, la formacion
del arbol, pensando en arboles estrechos, que permitan el paso de la luz al interinos de la
copa, y dos, la regulaciéon de la veceria a base de actuaciones en arboles que en febrero
muestren un exceso de botones de flor, “destrozando con alguna herramienta-vara.-cafia, parte

de los ramos florales sobre todo en la cara mas soleada.

Debemos de eliminar las ramas secas, las ramas internas que impiden el paso de la luz,

las ramas rastreras y los chupones, donde estas operaciones se realizan durante el verano.

%+ Control de malas hierbas.

Serd durante los primeros afios cuando se tendra que hacer mds hincapié¢ en la
eliminacion de las malas hierbas, debido a la competencia por el agua, nutrientes y luz.
Bastara con aplicaciones con herbicidas tipo Glifosato y Paracuat, evitando siempre mojar las

partes verdes y tiernas de los arboles.
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A medida que pasan los afios la frecuencia y las aplicaciones con herbicidas sera
menor debido a los continuos restos vegetales procedentes de hojas y podas que limitaran la

nascencia de las hierbas asi como al continuo sombreo de los arboles.

% Cosecha.

Esta comienza con arboles injertados a partir del tercer-quinto afio, la recoleccion es
uno de los factores que mas influye en el éxito del mercado. La misma puede hacerse cuando
se alcanza la madurez fisiologica, momento Optimo de consumo o madurez comercial,
momento en el cual da tiempo a transportarlo a cualquier parte del mundo, y estando el fruto
apto para el consumo inmediato.

El fruto no madura en el arbol hasta pasado un afio, viéndose en aguacates

asilvestrados frutos maduros del afio anterior (negros), y frutos en desarrollo del afio.

El grado de madurez del fruto para realizar la recoleccion, es dificil de determinar por
la diversidad de variedades y ambientes, por las variaciones en la duracion de periodo de
floracion a cosecha y por las diferencias en el contenido de aceites que se van acumulando

durante la maduracion del fruto.

El cambio de color de la cascara es el sintoma mas obvio de la maduracion. La pérdida
de la brillantez del color y la adquisicision de su color caracteristico en los de cascara morada.
Es de destacar que una gran mayoria de las variedades exhiben muy pocos cambios en el
color de la cascara, lo cual dificulta el procedimiento y exige conocer muy bien el cultivo. El
tamafo de los frutos aunque no es un criterio muy practico, puede ayudar en la determinacion
del momento de la cosecha, cuando se conoce el tamafio promedio en diferentes variedades.
Pero el principal fundamento del que se esta siguiendo en los ultimos afios es el contenido de

grasa en el fruto.

% Sistemas de recoleccion.

En la recoleccion de los frutos deben evitarse los dafios por algunos hongos como
Colletotrichum gloeosporioides o especies de Fusarium. Debe realizarse cortando el
pedinculo a unos 6-10 mm distante del aguacate. Cosechando los aguacates a mano y los
situados a mas altura con unas varas a las que se acoplan una bolsa junto con unas varillas y al

final de las varillas una cuchilla cortando el pedunculo del fruto al entrar en la bolsa tirando
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hacia atrds. Los frutos se colocaran en cajas y llevadas hasta el almacén para su
transformacion y embalaje.
% Manejo pos cosecha.

El tiempo de conservacion del aguacate depende esencialmente del estado de madurez
en el que la fruta sea cosechada y de los cuidados dispensados durante su manejo. Las frutas
cosechadas totalmente maduras, como también aquellas que no alcanzaron su madurez
fisiologica o desarrollo completo deben ser rechazadas para su conservacion. Los aguacates se
conservan muy bien en camaras frigorificas durante cuatro semanas, entre 7 y 10°C Todas se
mantienen bien a 7 °C y una humedad relativa del 85-95%. La concentracion de CO; Debe ser

del 10%.

1.2 PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

1.2.1. Generalidades.

% Historia.

P. cinnamomi fue aislado por primera vez del arbol de la canela (Cinnamomun
burmanii Blume) por Rands en 1922, de ay su nombre Phytophthora cinnamomi Rands.
Desde entonces se ha citado en unos 70 paises y sobre un millar de plantas. Es la especie mas
extendida del género y con mayor nimero de huéspedes.

% Origen y distribucion.

El origen geografico de P. cinnamomi ha sido motivo de gran controversia y
discusion. Zetmeyer (1988) da como posible centro de origen el sur de Asia, una zona que
ocuparia Indonesia, Sumatra, Malasia y Taiwén, y también Nueva Guinea. Ko et al. (1978)
apuntan a Taiwan como centro de origen y Broembsen y Kruger (1985) indican la existencia
de otro centro de origen en Sudafrica. Su dispersion desde este punto de origen a otros
continentes: América, oeste de Europa y Africa la habria llevado a cabo exploradores
espanoles, portugueses, franceses e ingleses, al transportar suelo y material vegetal infestado
por las rutas comerciales existentes en la época de las colonias. Localmente su diseminacién

se ha favorecido por movimientos de tierra, agua, material de viveros y plantas infestadas.
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En general P. cinnamomi se localiza en zonas templadas, tropicales y subtropicales del
planeta.
% Descripcion e identificacion.

La descripcion de este patdgeno fue dada por Waterhouse y Waterson (1966).
“Hifa (en agar malta) coraloide (con abundantes ndédulos redondeados), ancha 8 micras y de
gran resistencia; hinchazones de las hifas tipicamente esféricas (40-60 micras de diametro) y
en racimos; pared celular no muy gruesa. Esporangios formados s6lo en soluciones acuosas.
Esporangi6foros, finos (3 micras), ocasionalmente ramificados, con proliferacion
preferentemente a través del esporangio vacio. Esporangios elipsoides u ovoides (57-33,
llegando a 40-100 micras) no papilados, engrosamiento apical ligero; no separado. Organos
sexuales producidos raramente sobre medio solido en cultivos simples pero abundantes
cuando crece con Phytophtora crytogea Pet. & Laff. O con una cepa opuesta de P.
cinnamomi. Oogonios de medida 40-58 micras de didmetro, con pared celular ligera,
volviéndose amarillos o dorados con la edad. Anteridios siempre anfiginos, longitud, 21-
23x17 micras. Oosporas ocupando casi todo el oogonio, pared celular no coloreada, 2 micras
de grosor. Cultivos con abundante micelio aéreo, fuerte, a veces en forma de roseta; min.
Temperatura de crecimiento 5°C optimo 24-28°C max 32-34°C. Las hifas coraloides permiten

distinguir esta especie en cultivos con agar malta de Phytophthora palmivora (E.J. Butler)

1.2.2. Antecedentes historicos.
En 1920, varios paises productores de aguacate informan, de casi simultanea, sobre la
existencia de arboles con sintomas de decaimiento. En un principio estos sintomas fueros

asociados a un exceso de agua, ya que, los arboles solian encontrarse en suelos mal drenados.

En 1929, en Puerto Rico, se relaciona la presencia del hongo P. cinnamomi con este
problema del aguacate (Tucker, 1929). En 1940 en California, se aisla este mismo hongo en
raices necrosadas de arboles enfermos y se confirma la conexion entre la existencia de suelos

mal drenados y la capacidad del hongo para causar la enfermedad (Wager, 1940).

¢ Sintomas de la podredumbre radicular por Phytophthora cinnamomi.

Las infecciones por P. cinnamomi causan en el arbol un decaimiento progresivo que

puede durar varios afios, hasta que finalmente muere El primer sintoma que se observa es la
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presencia de hojas con un tamafio menor al normal y una coloraciéon palida o verde
amarillenta, seguida de una marchitez y caida progresiva de las hojas. El crecimiento nuevo
aparece de forma escasa u ocasional, a veces los entrenudos llegan a estar tan juntos que
apenas llegan a apreciarse. La produccion de frutos disminuye, aunque a veces se da una
cosecha excepcional pero de pequeio tamafio. Estos sintomas aéreos son consecuencia directa
de la podredumbre causada por el hongo en la mayoria de las pequenas raices absorbentes de
entre 1-3 mm de didmetro, que se encuentran ennegrecidas, quebradizas y muertas, y que en
estados muy avanzados de la enfermedad también puede invadir el tronco, presentandose
chancros a nivel del suelo, que puede alcanzar de 2 a 2.5 m de altura, con exudados de color

blanco.

®,

+ Huéspedes.

De todas las enfermedades P. cinnamomi es la mas importante de todas, ademas esta
enfermedad se encuentra ampliamente difundida por todo el mundo. No solo afecta al
aguacate sino que también se le atribuye un rango de hospedadores de mas de 950 especies,

(Broadley, 1992).

P. cinnamomi es un parasito facultativo, es decir se alimenta tanto de material vegetal
vivo, como de restos de vegetales en descomposicion, pero bajo condiciones favorables puede
atacar las raices vivas y el cuello de plantas de interés econdmico como: pifia, durazno,

manzano, macadamia, papaya, azalea, pino, ciprés, eucalipto, encina, etc.

Entre las plantas no huéspedes de P. cinnamomi se encuentran cultivos de gran

importancia como algodonero, alfalfa, café, platanera, cafia de azlcar, etc.

Las plantas monocotiledéneas no suelen ser huéspedes. Ocasionalmente, P.
cinnamomi se ha aislado de tubérculos de patata en campo, cuando las condiciones han sido

favorables para el desarrollo del hongo.

1.2.3. Influencia de factores fisicos sobre el desarrollo de Phytophthora cinnamomi.

X/

** Temperatura
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P.cinnamomi puede definirse como una especie que tolera unas temperaturas
moderadas. Su intervalo 6ptimo de crecimiento micelial se encuentra entre 24 y 27 °C, con un

minimo aproximado de 10 °C y un maximo de 33-34 °C. (Zentmyer, 1980).

Los estudios realizados sobre las temperaturas Optimas, maximas y minimas de
crecimiento de diferentes aislados del patdgeno ponen de manifiesto que no existe correlacion
entre la distribucion geografica de los aislados y su respuesta de crecimiento a distintas
temperaturas (Sherpherd y Pratt, 1974; Zentmyer et al., 1976). Se ha observado que entre
aislados de Australia, los A2 tienen una velocidad de crecimiento mayor que los A1 (Philips y

Weste, 1985).

El micelio de P. cinnamomi desarrollado en caldo de patata dextrosa (CPD), no
sobrevive a tratamientos con temperaturas de 36°C durante 2-3 dias, de 39°C durante 1-2
horas o de 45°C durante 10-30 min. El efecto de temperaturas bajas sobre P. cinnamomi es
menos conocido, pero se sabe que el hongo no sobrevive en las capas superficiales del suelo
en zonas donde en invierno se alcanzan temperaturas inferiores a los 0°C (Steekelenburg,

1973; Benson, 1982).

El intervalo de temperatura optima para la formacion de esporangios y clamidosporas
en P. cinnamomi oscila entre 22 y 28°C, no formandose a temperaturas inferiores a 15°C ni
superiores a 35°C. Un descenso de varios grados de la temperatura a la que se originan,
supone la formacion y liberacion de zoosporas. En general, P. cinnamomi responde a
temperaturas bajas con una germinacion indirecta del esporangio y a temperaturas bajas con
una germinacion indirecta del esporangio y a temperaturas altas con una germinacion directa.
Las oosporas germinan con temperaturas de 24-25°C, mientras que las clamidosporas

presentan un 6ptimo de germinacion entre 18-30°C (Mircetich et al., 1968).

% pH.
P. cinnamomi presenta un crecimiento mas favorable en presencia de arginina como
fuente de N y con un pH entre 4.5 y 5.5 (Cameron y Nilbrath, 1965). En cambio, las

clamidosporas germinan en un intervalo de pH 3-9 optimo 5.7 (Mircetich et al., 1968).

La produccion de esporangios es alta en un intervalo de pH de 4-7 (Chee y Newhook,

1965) mientras que es nula con valores de pH inferiores a 3.6 (Benson, 1984), posiblemente
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debido a un efecto indirecto por la inactivacion de bacterias que estimulan su formacion, a
una alteracion de la sintesis de los productos que inducen su formacion, o como consecuencia

del efecto que tienen valores de pH menores a 4 sobre la permeabilidad de membranas.

En cuanto a la liberacion de las zoosporas, esta se limita a valores de pH de 3.3, ya que
se desorganiza el mecanismo de liberacion. Por otro lado el rapido enquistamiento que se da
dentro del esporangio, que incluso pueden suponer que germinen dentro del penetrando su

pared celular, impide su liberacion (Blacker y MacDonal, 1983).

7/

¢ Aireacion.

P. cinnamomi tolera muy bien distintos niveles de O, y CO,. El micelio crece en
condiciones anaerobias, asi como con concentraciones de CO; en el aire del 20%. En cambio,
la produccion de esporangios se reduce cuando la concentracion de O2 del aire es menor del
1% y es nula o muy escasa en condiciones anaerdbicas (Mitcjenn y Zentmyer, 1971). No se
ha encontrado correlacion entre el porcentaje de germinacion de zoosporas y determinadas
concentraciones de O, (0-21%), pero si entre la longitud del tubo de germinaciéon y las
concentraciones de O,. Asi, para una concentracion de O; del 0 % el tubo de germinacion es
muy corto y sin ramificaciones (Davison y Tay, 1986). La produccion de oosporas es mas
abundante cuando las concentraciones de O, y CO; del aire son bajas (Mitchell y Zentmyer,

1971).

% Humedad.

En medio solido P. cinnamomi presenta un crecimiento Optimo con un potencial
osmotico del agua de -10 a -15 bares. Cuando el control del potencial del agua se realiza
mediante mecanismos matriciales, el crecimiento optimo se consigue con valores de -5 y -10
bar y se reduce en un 50% con -15 y -20 bar.(Sommers et al., 1970). El hongo crece mejor en
medios liquidos in vitro cuando el potencial osmdtico oscila entre -2 y -8 bar, y no crece con
valores de -20 y -30 bar. La produccion de esporangios se reduce parcialmente en un 50%
cuando el potencial osmotico es proximo a -6 bares y totalmente cuando es de -10 bares.
Estos intervalos varian notablemente segun las sales utilizadas para ajustar el potencial
osmotico, ya que algunas sales son toxicas para el hongo y también segin el método de

cultivo utilizado (Sterne et al., 1977).
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La produccion de calmidosporas en suelo puede darse con valores variables de
humedad, mientras que los esporangios precisan de suelos saturados o proximos a la
capacidad de campo para su formacion (Reeves, 1975). El intervalo optimo de potencial
matricial del suelo para la produccion de esporangios varia entre -15 y -25 mb. (Benson,

1984).

En suelos con valores de potencial matricial de 0 y -0.1 bar la germinacion de las
clamidosporas es elevada y el tubo de germinacion alcanza longitudes de unas 700 micras.
Con valores de -0.25 bar la germinacion se reducen entre un 33-45% y el tubo de germinacion
es mas corto (150-300 micras). En cambio, para este valor de -0.25 bar, la germinacion se
eleva a valores comparables a los que se dan con mayor potencial al afiadir al suelo glucosa y

asparragina (Sterne et al., 1977).

En otras especies de Phytophthora la formacion de esporangios es Optima en suelos
proximos a la saturacion y decrece conforme estos pierden agua. Con valores de -10 mb la
germinacion indirecta del esporangio mediante la liberacion de zoosporas es de un 78%. Con
valores de -0.3 y -0.4 bar aun se da la liberacion de zoosporas, luego no es una condicion

indispensable la saturacion del suelo para que estas se liberen (Cuniway, 1975).

El movimiento de las zoosporas también estd determinado por el tipo de suelo y por su
potencial matricial, siendo maximo con valores de potencial matricial proximos a cero. El
tamafo del poro del suelo limita el movimiento de las zoosporas, ya que estas requieren de un
espacio cilindrico de un didmetro de al menos de 150 micras para poder realizar el
movimiento helicoidal de su desplazamiento que tiene una amplitud de 26-70 micras (Allen y

Newhook, 1973).

% Luz.

En un principio se indico que P. cinnamomi produce esporangios solo cuando los
cultivos se exponen a la luz continua o alternando luz/oscuridad (Manning y Crossan, 1966).
Sin embargo, estudios posteriores que se han realizado utilizando medios estériles y luces
monocromaticas a distintas intensidades han puesto de manifiesto que la produccion de

esporangios por P. cinnamomi no es dependiente de la luz. Estos se forman en oscuridad y
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bajo distintas longitudes de onda, des cerca del UV 300 nm al infrarrojo (1300nm) (Zentmyer
y Ribeiro, 1977).

El nimero de oosporas germinadas es mayor cuando se forman en oscuridad y a
continuacion se exponen a longitudes de onda de 450 nm. La produccion de oosporas de
P.cinnamomi con intensidades de la luz bajas (8-60 uw cm™) y un fotoperiodo de 12 h con
longitudes de onda del espectro visible, es significativamente mayor que en oscuridad. En
cambio, con intensidades mayores (100 uw cm™), la produccion de oosporas, bajo todas las
longitudes de onda ensayadas, es significativamente menor que en oscuridad (Ribeiro et al.,

1975; Ribeiro et al., 1976).

1.2.4. Patogenicidad.
«* Desarrollo de la enfermedad.

La infeccién de raices de aguacate por P. cinnamomi es un excelente modelo biolégico
para estudiar el desarrollo de la infeccion, asi como los distintos factores ambientales que le
afectan.

El primer contacto que se establece entre la raiz de la planta y las zoosporas de P.
cinnamomi esta dirigido por un proceso de quimiotaxis. Las zoosporas del hongo son atraidas
hacia la region de elongacion de la raiz de la planta en respuesta a un gradiente de
concentracion de productos quimicos exudados por la raiz. Las zoosporas responde frente a
una gran variedad de productos que son componentes de los exudados de las raices de la
mayoria de las plantas, tales como vitaminas, acidos fendlicos, bases nitrogenadas,
nucledtidos, azucares, acidos orgéanicos, reguladores del crecimiento y aminoacidos (khew y

Zetmyer,1973).

Transcurrida 1 hora desde la acumulacion de zoosporas en la superficie de la raiz, el
tubo de germinacidn de la zoospora enquistada, que igualmente es atraido de forma positiva
hacia la raiz, ha penetrado la epidermis intracelular y extracelularmente. En 24 h aparecen
lesiones necroéticas en la region de elongacion que se extienden rapidamente a lo largo de las
pequetias raices alimenticias. A las 48 horas se encuentra micelio entre las células del cortex,

las células del parénquima se colapsan y sobre la raiz aparecen numerosos microesporangios.

28



Introducciéon

En 4-6 dias hay una gran ramificacion de hifas en el cortex y medula que forman hinchazones
y clamidosporas en el tejido cortical y a los 6-10 dias se encuentras oo6sporos en las raices

(Philips, 1993).

El micelio de P. cinnamomi puede invadir directamente las raices por la region de
elongacion cuando la cantidad de agua en el suelo es baja y no se forman esporangios. Esta
invasion parece ser menos eficiente que la iniciada por las zoosporas, pero puede permitir al

hongo escapar del suelo y penetrar los tejidos del huésped (Marx y Brian, 1969).

Generalmente, P. cinnnamomi solo invade las pequefias raices absorbentes del
aguacate, aunque de forma excepcional puede progresar invadiendo raices secundarias mas
gruesas. En tronco, ramas y raices gruesas, los chancros que a veces puede producir P.
cinnamomi, se presentan como consecuencia de heridas, normalmente asociadas a un exceso
de agua, que permiten la entrada del hongo. Este crece en el sistema vascular externo del

cortex, extendiéndose verticalmente mas rapido que horizontalmente (Zentmyer, 1980).

% Base fisiologica de la enfermedad.

La base fisioldgica o bioquimica del proceso infectivo de P. cinnamomi es poco
conocida. Existe una relacion directa entre la destruccion de las raices absorbentes provocada
por el hongo, la cual supone una severa reduccidon de nutrientes y agua, y los sintomas de
deterioro del sistema aéreo que se presentan.

Los sintomas de la enfermedad estan estrechamente relacionados con un estrés hidrico
en la planta, lo que supone una acumulacion de niveles toxicos de NH3NH,4 en las hojas, lo
cual conlleva la marchitez de las puntas de las ramas jovenes, el pardea miento de las puntas
de sus hojas y finalmente su caida (terne et al., 1977) (Nevin y Lovatt, 1987). Dado que estos
son los mismo sintomas que se observan en la infeccidbn por P. cinnamomi se intento
demostrar si los sintomas observados en la podredumbre radicular causada por P. cinnamomi
se debian también a una acumulacidn de iones nitritos y cationes amonio, si estos son debidos
directamente al estrés hidrico producido por el hongo o si se deben a la accion directa del

patogeno sobre el metabolismo del N en las raices (Nervin et al., 1990).

Se encontrd que el incremento de los iones NHj- y cationes NH4 no es un efecto

directo del patdgeno, ya que la acumulacion de estos no se produce hasta que se manifiestan
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los sintomas de estrés hidrico durante la infeccion. Ademas, el estrés hidrico inhibe la sintesis
de Novo de arginina, sintesis que impide la acumulacion de niveles toxicos de iones amonio,
por lo que la inhibicién de este paso puede tener como resultado la acumulacion de NHs y
NHy. Asi vez, con respecto a la sintesis de etileno, que con muchas plantas es una respuesta al
estrés hidrico y que conlleva un oscurecimiento y abscision de hojas, se ha observado que, al
menos en hojas desprendidas, y con la acumulaciéon de NH3; y NHy4 se incrementa la sintesis
de etileno y que estos al reaccionar hacen que se manifiesten estos sintomas tipicos en hojas

(Nervin et al., 1990).

No hay evidencias claras de que en el proceso infectivo intervengan toxinas
producidas por el hongo. Sin embargo, algunos autores han observado que el citoplasma de P.
cinnamomi y otras especies de Phytophthora se encuentras micolaminaranos ( 3 1-3 glucanos
con ramificaciones § 1-6), que aunque se piensa que son reserva intracelular de
carbohidratos, se comportan como fitotoxinas. Los micolaminaranos y glucanos complejos de
la pared celular, inducen marchitez en plantas de Persea indica. Esta respuesta puede ser el
resultado de un efecto toxico, un efecto de taponamiento de vasos o una reaccion de defensa y
no de toxicidad en el sentido clasico. Sin embargo, algunos polimeros de carbohidratos

pueden relacionarse con sintomas de marchitez y escasead de agua.

En estudios con el sistema compatible P.cinnamomi, C. sativa se ha encontrado que el
hongo sintetiza una celulasa en presencia de celulosa y glucosa y que presentan actividad
peptolitica como consecuencia de la sintesis de una peptin-metilesterasa, pero no se ha
determinado el papel exacto de estas enzimas en el desarrollo de la enfermedad
(Borrod,1974). En P. cinnamomi se ha detectado capacidad para producir enzimas que
desfenolizan la lignina (Casares et al., 1986) y que pueden producir una desintegracion parcial
de las paredes de los vasos del xilema con engrosamiento secundario en el cultivo susceptible

de aguacate en variedades topa topa (Philips, 1993).

En vista del papel incierto que juegan las enzimas de maceracion y estos productos
toxicos en la colonizacion de los tejidos del huésped, parece mas bien que el hongo penetra
mediante una accidon mecanica directa sobre las células del huésped y por crecimiento en el
espacio intercelular, y que no posee un mecanismo altamente especializado para invadir estos
tejidos. De hecho, la penetracion se localiza principalmente en la zona de elongacion, donde

se presenta una resistencia mecanica a la penetracion nula o muy baja, con una epidermis
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joven, de paredes muy finas, una exodermis no diferenciada y una endodermis poco
engrosada (Philips, 1993).

®,

« Efecto de factores ambientales en la patogenicidad.

En un sistema tan complejo como el suelo, donde intervienen agentes patdogenos,
plantas en crecimiento activo y una poblacion heterogénea de microorganismos de suelo, es
dificil considerar de forma aislada el efecto de cada uno de los distintos factores ambientales
implicados en el desarrollo de las podredumbres radiculares, ya que estas se presentas como
consecuencia de una interaccion entre todos ellos favorable para el patdgeno. Aun asi, se han
hecho estudios encaminados a determinar cuales son los de mayor importancia y cudl es la
accion especifica de cada uno de ellos (Zentmyer, 1980).

®,

s Temperatura del suelo.

El desarrollo de las podredumbres radiculares causadas por P. cinnamomi estd muy
influenciado por la temperatura del suelo. Existe una correlacion muy directa entre el
intervalo de temperaturas requerido para el crecimiento y la produccion de esporangios de P.
cinnamomi y las temperaturas a las que se produce el desarrollo de la enfermedad. El
intervalo de temperaturas que permite que se establezca la infeccion oscila aproximadamente
entre 15-27°C, con un optimo entre 22-26°C. Los valores superiores o inferiores a este

intervalo son criticos y no tiene lugar la infeccion (Zentmyer, 1981).

La poblacion de P. cinnamomi en suelo se modifica en las distintas estaciones del afio.
El principal factor que se correlaciona con estas variaciones es la temperatura, y dentro de los
intervalos de temperatura permisivos para el hongo, el potencial del agua. En inviernos,
cuando la temperatura es menor a 10 °C la poblacion del patdogeno se reduce. En suelos que en
verano presentan una humedad muy baja, aun con 6ptimos de temperaturas, P. cinnamomi no

sobrevive fuera de las raices del huésped (Zentmyer, 1980).

+ pH del suelo.

Hay pocos estudios hechos sobre el efecto del pH del suelo en el desarrollo de las

enfermedades causadas por P. cinnamomi, aunque se ha observado podredumbre radicular en

plantas forestales en viveros cuyo suelo presentaba un pH variable entre 3.2 y 7.0 (Crandal et
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al., 1945). El pH optimo del suelo para el desarrollo de la podredumbre radicular en el
aguacate es de 6 con valores inferiores a 3 y valores alcalinos se limita su desarrollo, debido
posiblemente, al efecto observado in vitro de que a estos valores de pH no se forman
esporangios ni zoosporas. En campo se encuentran danos severos por P. cinnamomi en suelos

cuyo pH varia entre 4.5 y 7.5 (Bingham y Zentmyer, 1954).

+* Aireacion del suelo.

Se ha estudiado el desarrollo de la enfermedad en cultivos con soluciones nutritivas
con aire incorporado don distintas concentraciones de O, y se ha observado que una
reduccion del contenido de O, en la solucion reduce la eficacia de P. cinnamomi para invadir
las raices del aguacate (Curtis y Zentmyer, 1949).

Esta reduccion del contenido de O,, afecta tanto al patogeno como a la planta, la cual
muere con exposiciones largas en un ambiente pobre de O,. La infeccion de raices por P.
cinnamomi es mas rapida cuando estas presentan un crecimiento activo, pues las plantas
producen mas cantidad de exudados y las zoosporas del hongo son atraidas con mayor
intensidad. El crecimiento de la raiz se reduce o cesa cuando la velocidad de difusion del O,
es muy baja. De esta manera, una aeracion pobre de la zona de la raiz reduce la cantidad de
exudados y en consecuencia, al no atraer las zoosporas, se limita el dafio por el hongo
(Zentmyer, 1980).

% Humedad del suelo.

La relacion entre el exceso de humedad del suelo, asociado normalmente a un mal

drenaje, y el desarrollo de la enfermedad causada por P. cinnamomi ha sido reconocida desde

hace muchos afos (Rands, 1922).

En California, el desarrollo mas espectacular de las podredumbres radiculares por P.
cinnamomi se ha relacionado siempre con suelos mal drenados, bien por ser poco profundos,
tener estratos impermeables, o bien por presentar una gran cantidad de retencion del agua en
sus capas mas superficiales. De ahi que en un principio se relacionase este problema con un
exceso de humedad del suelo y no con la presencia de un agente patégeno. En bosques de
coniferas y eucalipto, donde P. cinnamomi ha causado grandes dafios, también se ha
encontrado esta relacion entre el desarrollo de la enfermedad y la presencia de suelos mal

drenados. En suelos bien drenados, la enfermedad puede desarrollarse en zonas con lluvias
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mas 0 menos constantes, que contribuyen a mantener una alta humedad del suelo, asi como en

zonas en las que se presenten afios especialmente lluviosos (Zentmyer, 1980).

Las plantas de aguacate regadas normalmente, sin inundarlas, crecen bien en presencia
de P. cinnamomi por un periodo de al menos seis meses y cuando las plantas se sumergen en
agua 24 h, en presencia del patogeno, se dafian rapidamente y se marchitan muriendo en
pocos dias; mientras que en ausencia del hongo se requiere de unos 10 dias de inmersion para
que la planta muera (Wager, 1942). En campo, se ha estudiado el desarrollo de la infeccion de
arboles de aguacate de unos cinco afios plantados en un suelo poco profundo con una capa
impermeable de arcilla a menos de 1 m de profundidad. Tras inocular el suelo con P.
cinnamomi, la mitad de los arboles de la parcela eran regados una vez por semana y la otra
mitad cada 2 semanas, con la misma cantidad de agua. Transcurridos 18 meses se encontr6 un
100% de arboles con sintomas de podredumbres radicular en la parcela sometida a mayor
riego y solo un 40% de ellos ligeramente afectados en la parcela que se rego menos
(Zentmyer y Richards, 1952). Trabajos posteriores han confirmado esta accion aditiva de un
exceso de humedad a la podredumbre radicular del aguacate por P. cinnamomi (Ploetz y

Shaffer, 1989).

Los trabajos realizados en relacion con el desarrollo de la enfermedad en distintos
tipos de suelos y valores de potencial matricial indican que la presion de succion del agua del
suelo, variable segun el tipo de suelo y no la cantidad absoluta de agua que contenga, es el
factor que determina la produccion de esporangios. De esta forma, para una misma cantidad
de agua, en suelos arenosos se puede estimular una mayor produccidén de esporangios que en
suelos arcillosos, donde la presion de succion del agua es mayor. Por otro lado, en un suelo
arenoso, para un valor de potencial matricial de -0.25 bar, la infeccion por P. cinnamomi se
reduce mas que en un suelo arcilloso, debido posiblemente a una limitaciéon en la
disponibilidad de nutrientes mas que al valor del potencial matricial de por si. Todo esto tiene
importantes implicaciones en relacion con el desarrollo de las enfermedades causadas por P.
cinnamomi en diferentes suelos bajo condiciones naturales (Reeves, 1975; Sterne et al., 1977,

Benson, 1984).

No esta claro si bajo condiciones de alta humedad del suelo la severidad de esta
enfermedad se incrementa como resultado de una alteracion quimica del suelo, de una

reduccién de la resistencia del huésped, de un incremento en la actividad del patégeno o de
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una combinacion de estos factores. El hecho de que la infeccion por P. cinnamomi se acelere,
a veces de forma explosiva, cuando hay un exceso de humedad en el suelo, indica que las
zoosporas son el agente primario en el inicio de la enfermedad. El agua en el suelo se requiere
para la formacion de esporangios, liberacion de las zoosporas y movilidad de estas hacia las

raices (Zentmyer, 1980).

+ Salinidad del suelo.

Se ha observado que el nivel de salinidad del suelo y la severidad de las podredumbres
radiculares causada por P. parasitica en citricos estan correlacionados, y se ha concluido que,
cuando existe estrés salino, el incremento de la enfermedad puede deberse a una mayor
susceptibilidad de los tejidos al patdgeno y/o de una inhibicion del crecimiento de las raices y
de su regeneracion (Blaker y MacDonald, 1986). En aguacate, el estrés salino afecta
considerablemente al crecimiento de las raices (Bernstein et al., 1966), y considerando que la
regeneracion de raices es un mecanismo de defensa del aguacate ante la infeccion por P.
cinnamomi (Kellan y Coffey, 1985), se puede concluir que en el sistema P.cinnamomi y

P.americana pude ocurrir algo similar a lo descrito en citricos.

1.2.5. Requerimientos nutricionales para el desarrollo de Phytophthora cinnamomi.

% Fuentes de Cy N.

Las fuentes de C mas favorables para el crecimiento de P. cinnamomi son la glucosa,
fructosa, manosa y xilosa, y como fuente de N el KNO; (Roncadori, 1965). P. cinnamomi
crece mejor en medio liquido con L-arginina y DL-alanina que con NH4NOs3, caseina o
asparragina, mientras que en medio solido, se da mayor crecimiento con DL-alanina y caseina

hidrolizada (Cameron y Milbrath 1965).

Los alcoholes y acidos organicos son fuentes pobres de C y las mejores fuentes de N
organico son la glutamina y el acido glutamico que favorecen el crecimiento y esporulacion
de P. cinnamomi. En cambio, el almidén, dextrina y sacarosa favorecen, en extractos de
suelos no estériles, el crecimiento y produccion de esporangios, mientras que son xilosa el
crecimiento mas lento y la produccion de esporangios se reduce (Chee y Newhook, 1965). En

condiciones estériles, la glucosa (10-1000 ppm) y el acido glutamico (100 ppm) inhiben la
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formacion de esporangios. En cambio, en condiciones de no esterilidad disminuyen su

produccion (Ayers y Zentmeyer, 1971).

La produccion de oosporas es alta para una relacion C/N (utilizando glucosa y
asparragina) de 94:1, y si esta es de 4.7:1.0 no se forman (Leal et al., 1967). Las
clamidosporas y oosporas se forman abundantemente en caldo de 8 vegetales (CV8) pero no
CPD (Morcetocj, 1966), siendo los medios de cultivo mas favorables para la formacion de

oosporas agar extracto de zanahorias y AV8 (Zetmeyer et al., 1979).

La presencia de distintos aminoacidos y caseina hidrolizada inducen una germinacién
de las clamidosporas del 98%. En cambio, en agua destilada es de un 6%. Esta germinacion
también se favorece con exudados de raices de aguacate y eucalipto y determinados acidos
organicos, y no se producen en presencia de sacarosa, glucosa o fructosa (Mircetich et al.,

1968).

% Vitaminas.
P. cinnamomi requiere solamente de vitamina BIl, para su crecimiento (Robbins,
1938). Este hongo absorbe y almacena tiamina del medio, pero también puede sintetizarla a

partir de tiazol y pirimidina (Kavanagh, 1940)

% Esteroles y otros materiales.

Los hongos pertenecientes a la familia Pythiaceae no pueden sintetizar esteroles. Estos
no son necesarios para el crecimiento micelial, mientras que para la reproduccion sexual y
produccion de esporangios si se requieren de forma exogena (Hendrix, 1965). Distintos
autores, utilizando fitoesteroles y ergosterol y en condiciones de no esterilidad, han
conseguido incrementar la produccion de esporangios y el crecimiento de P. cinnamomi, pero
no la formacion de oosporas. P. cinnamomi produce oosporas homotaticamente en medios
sintéticos con glucosa, asparragina y distintos esteroles, asi como en medios que contienen
zanahoria o extractos de raices de aguacate. Estos resultados indican que los esteroles se
encuentran implicados en el proceso de reproduccion sexual, aunque no se ha encontrado una

respuesta clara utilizando esteroles comunes (Zaki et al., 1983).
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. . . . . . . ~ .. + .
El crecimiento micelial de P. cinnamomi se incrementa al afiadir iones Ca’" al medio
(Erwin, 1968), mientras que la produccion de esporangios en cultivos estériles se inhibe con

los iones CA*" y Fe’* a concentraciones 1000 mM y 10mM respectivamente (Halsall, 1977).

1.2.6. Saprofitismo y supervivencia.

P. cinnamomi tiene capacidad saprofitica, especialmente en condiciones de alta
humedad, ya que puede colonizar materia orgdnica del suelo y desarrollarse en competencia
con otros microorganismos. En ausencia de un huésped puede permanecer en suelos
mantenidos con humedad a 20°C por un periodo de hasta 6 afos. En cambio, cuando la
humedad es baja 2-3%, solo sobrevive unos 3 meses (Zetmeyer y Mircetich, 1966). El micelio
del hongo puede colonizar materia organica y raices frescas o necrosadas de Castanea sativa
Mill. En competencia con otros microorganismos del suelo pues, en ausencia de trozos de
raices o de materia organica fresca, el micelio sufre lisis (vaciado de hifas y desintegracion de
la pared celular) y aparecen clamidosporas y esporangios como estructuras de resistencia a
corto plazo (Reeves, 1975). En el suelo, P. cinnamomi se concentra alrededor de las raices

vivas y dificilmente coloniza aéreas donde no se presente un huésped (Marks et al., 1975).

Se ha estudiado la supervivencia de P. cinnamomi en raices inoculadas de eucalipto,
enterradas durante 10, 100 y 200 dias en distintos tipos de suelo y con distintos valores de
potencial matricial. Transcurridos 10 dias no se forman clamidosporas y se obtiene una alta
supervivencia del micelio con valores altos de potencial matricial (-10 bar) mientras que, tras
100 dias, P. cinnamomi normalmente sobrevive en forma de clamidosporas. Tanto el tipo de
suelo como el potencial matricial influyen notablemente en su formacion, siendo muy baja

con valores de -10 bar (Markay y Weste, 1985).

+* Reproduccion sexual.

» Sexualidad de Phytophthora cinnamomi.

El estado sexual de P. cinnamomi puede activarse mediante cruces interespecificos, en
los que sobre el medio de cultivo se enfrenta a P. cinnamomi con un aislado de otra especie de
Phytophthora de tipo de apareamiento opuesto (Al, A2), mediante cruces intraespecificos,
apareando aislados de P. cinnamomi Al y A2 y mediante la induccion del comportamiento

homotalico en cultivos simples.
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> Morfologia de los 6rganos sexuales.

En los estudios realizados sobre los anteridios, oogonios y oosporas de P. cinnamomi,
algunos autores consideran que P. cinnamomi forma anteridios unicelulares y bicelulares en
igual numero (Royle y Hickman, 1964), otros encuentra que los anteridios unicelulares son
mas frecuentes que los bicelulares (Ho y Zentmeyer, 1977). Posteriormente en estudios mas
detallados, se observa que en los anteridios bicelulares el citoplasma de la célula basal
presenta continuidad con el citoplasma de la hifa parental, con lo que en realidad, la célula

superior es el verdadero anteridio (Zetmeyer et al., 1979).

El oogonio de P. cinnamomi es practicamente esférico. La oospora madura ocupa casi
la totalidad del oogonio y tiene gran cantidad de materiales de reserva. Presenta una pared
externa formada por varias capas, de unos 20 nm de grosor, y una pared interna translucida de
aproximadamente una micra de grosor (Hemmes, 1983). El porcentaje de germinacion de las
oosporas de P. cinnamomi es bajo, oscilando entre un 2-10% (Ribeiro et al., 1975). La
dificultad en la germinacion de las oosporas de las especies de Phytophthora, especialmente
de las heterotélicas, es uno de los principales inconvenientes para la realizacion de estudios

genéticos en este género.

Zetmeyer (1980) hace una recopilacion de las dimensiones del anteridio, oogonio y
oosporas de P. cinnamomi dadas por distintos autores. Segiin esta el didmetro del oogonio
varia entre 28-47 micras y el de la oospora entre 23-49 micras. La longitud del anteridio
oscila entre 8-29 micras y su anchura entre 12-25 micras. Las diferencias encontradas por los
distintos autores en las medidas de estas estructuras dependen notablemente del método de
obtencion utilizado (cultivos simples o dobles) y del medio de cultivo donde se desarrollen las

colonias.
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Figure 9. Phytophthora cinnamomi as it would
appear under a high-power microscope: a, non-
papillate sporangia; b, sporangia which have
proliferated internally; ¢, a sporangium where
contents have divided up to form zoospores; d,
sporangium releasing motile zoospores (drawing

by L. Gray).

Figure 10. Phytophthora cactorum as it would

appear under a high-power microscope: a,
oospores of varying maturity with attached

antheridia; b, sporangia (drawing by L. Gray).

®,

*» Variabilidad de Phytophthora cinnamomi.

Morfoldgicamente se encuentran diferencias entre distintos aislados de P. cinnamomi,

aunque estas diferencias pueden deberse a la metodologia utilizada para la obtencion de las

estructuras consideradas y no son lo suficientemente consistentes como para indicar la

existencia de formas morfologicas distintas.

Con respecto a la patogenicidad y virulencia se han encontrado diferencias entre los

aislados de P. cinnamomi. Se han descrito dos razas, una mas virulenta que la otra sobre el

arbol de canela y sobre el aguacate se han detectado aislados mas virulentos procedentes del

rododendro y del arbol de la canela que los aislados del aguacate (White, 1937). Se ha

estudiado la patogenicidad de aislados de P. cinnamomi procedentes de castafio y otros

cultivos al inocular con ellos nogal y especies de coniferas y ornamentales, concluyéndose
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que probablemente existan diferentes razas fisioldgicas o biotopos de P. cinnamomi (Crandall
et al.,1945; torgenson,1954; Manning y Crossan, 1966). Sin embargo, a pesar de esta
informacion no existen evidencias claras de la existencia de razas fisiologicas de este

patogeno (Erwin, 1983).

Asi Zentmyer (1980), en base a numerosas inoculaciones, habla de la variabilidad de
la patogenicidad de P. cinnamomi sobre distintos huéspedes y de la virulencia sobre el mismo
huésped, concluyendo que estas no son lo suficientemente obvias como para diferencias razas.
Este autor hace una reflexion sobre el hecho de que el cultivo tipo de P. cinnamomi aislado
del arbol de la canela de sumatra tenga una gama de huéspedes muy amplia y concluye que
este seria el patdgeno indigeno original y que tal vez sus segregantes diseminados por todo el

mundo, hayan desarrollado una virulencia decreciente o un rango mas limitado de huéspedes.

1.2.7. Reproduccion asexual.
Las estructuras de reproduccion asexual de P. cinnamomi son los esporangios, zoosporas y

clamidosporas.

% Esporangios.

¢ Morfologia.
Los esporangios de P. cinnamomi son no papilados (Waterhouse 1963) y no caducos
(Al-Hedaithy y Tsao, 1979) de forma elipsoidal u ovoides. Su forma y tamafio varia
considerablemente segin las condiciones ambientales y nutricionales en las que se

desarrollen, por lo que no es un caracter taxondmico estable para su identificacion.

Algunos autores han descrito los esporangios de aislados A1 como limociformes y los
de los aislados A2 como obpiriformes (Shepherd et al., 1974) y otros al contrario (Ho y
Zetmeyer, 1977). Sin embargo bajo condiciones estables se observa poca variacion en la
morfologia de los esporangios de aislados procedentes de distintos huéspedes y zonas. En
general, se han dado medidas extremas para los esporangios de 15-122.9 micras de longitud y
11-71.4 micras de anchura, la razon L/A varia de 1.4 a 1.9 (Royle y Hichman, 1964). Se han
encontrado diferencias en el tamafo de los esporangios segun el tipo de apareamiento (Al y
A2) de P. cinnamomi, en algunos casos, los esporangios del tipo Al son del orden de 5-10

micras menores que los del tipo A2 (Galindo y Zentmyer, 1964). En cambio, en otros casos,
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se cita que los aislados A1 son ligeramente mas alargados (L/A 1.43) que los A2 (L/A 1.39)
(Haasis et al., 1964)

¢ Produccion de esporangios.

Durante largo tiempo se pens6 que la produccion de esporangios por P. cinnamomi
requeria la presencia de un principio activo en el medio de cultivo donde se desarrollaba el
hongo, ya que estos no se formaban en medios estériles. Este principio podria ser un agente
microbiologico posiblemente una bacteria puesto que al esterilizar o filtrar el medio con
filtros para bacterias de 0.45 micras se eliminaba esta capacidad (Zentmyer y Marshall, 1959).
No obstante, Chen y Zentmyer 1970 obtienen esporangios en medio estéril e indican que la
presencia de cationes Ca” y Mg' " en la solucion salina parece ser un factor determinante del
proceso. Asimismo se observo que la glucosa impide la formacidon de esporangios en suelos
no estériles, esto indica que los microorganismos del suelo contribuyen a que se dé una
reduccion de los nutrientes del medio que activan el paso del estado vegetativo al de

esporulacion (Ayers y Zentmyer, 1971).

¢ Germinacion del esporangio.

Los esporangios de P. cinnamomi, al igual que los de otras especies de Phytophthora,
pueden germinar mediante formacion de un tubo de germinacion o por liberacion de
zoosporas. Factores fisicos, como la temperatura del liquido donde se encuentra el
esporangio, son los que determinan que se produzca uno u otro tipo de germinacion. En
general, cuando la temperatura baja varios grados se produce la liberacion de las zoosporas,
estas se forman por compartimentacion del esporangio maduro multinucleado, este proceso

dura menos de una hora (Hyde et al., 1991).

El proceso de proliferacion interna, que supone la formacion de nuevos esporangios,
puede ocurrir bien dentro de esporangios ya vacios, por expansion del citoplasma del
esporangioforo a través del septo basal, o bien por crecimiento del esporangioforo a través del
esporangio vacio, originando un nuevo esporangio a cierta distancia del anterior (Ribeiro,

1978).

X/

s Zoosporas.

¢ Morfologia.
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Las zoosporas de P. cinnamomi son similares a las de otras especies de Phytophthora y
Pythium. Ovoides y ligeramente alargadas en su parte anterior, estdn surcadas
longitudinalmente por una fisura ventral que les confiere polaridad dorso-ventral. Son moviles
y con dos flagelos, uno anterior y otro posterior, que surgen de esta fisura. En su mayor parte

uninucleadas (Shepard y Pratt, 1974) con un tamafio de 20*12 micras (Hardham, 1987).

¢ Germinacion
Las zoosporas, tras ser liberadas al medio, forman quistes, engrosan sus paredes y
adquieren forma esférica entre 8-15 micras. Estos germinan generalmente de forma directa
formando un tubo de germinacion que origina un apresorio o bien un microesporangio
uninucleado. Ocasionalmente pueden germinar de forma indirecta dando una zoospora
secundaria, igual a la original. El tipo de germinacion esta determinado por factores fisicos y
de metabolismo, y puede tener importantes repercusiones en la patogenicidad del hongo (Ho y

Zentmyer, 1977).

¢ Clamidosporas.

Fueron descritas por Rands (1922) como estructuras de pared fina, globosas o
piriformes, terminales o en ramificaciones laterales, formando frecuentemente racimos de 3-
10 esporas, con un didmetro de 31-50 micras. Las encontro en la corteza de arboles enfermos
y comento que eran muy abundantes en cultivos artificiales. Posteriormente se estudio el
proceso de germinacion en presencia de distintas fuentes de nitrogeno y exudados de raices
asi como su ultra estructura, ilustrdndose el proceso de desarrollo y germinacion y
definiéndose las caracteristicas que permiten distinguirlas de otras esporas (Mircetich et al.,
1968) Estas esporas de resistencia presenta una pared celular fina (méax. 0.6 micras) y tiene

una relacion material de reserva/ citoplasma funcional muy alta (Hemmes y Wong, 1975).

La formacion de clamidosporas es muy abundante en agar jugo de ocho vegetales
(AV8) y nula o escasa en agar harina de maiz (AHM), con un tamafio medio de 36 micras
(intervalo 10-70 micra) (Gerretson-Cornell, 1983). La presencia de septos de separacion en
las clamidosporas permite distinguirlas de las hinchazones esféricas caracteristicas de P.

cinnamomi (Ho y Zentmyer, 1977).
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1.2.8. Control de Phytophthora cinnamomi.

a) Control biolégico de Phytophthora cinnamomi: Microorganismos antagonistas y

biodesinfeccion.

Se han puesto de manifiesto la existencia en Australia de suelos supresivos en relacion
con P. cinnamomi, existiendo plantaciones con arboles de aguacate bien desarrollados aun en
presencia del hongo. En estos suelos P. cinnamomi produce menos esporangios y el micelio
crece mas debilitado que en suelos conductivos. Estos suelos se caracterizan por presentar una
abundante microbiota y niveles altos de materia organica, de N total y de cationes
intercambiables, especialmente Ca (Broadbent y Baker, 1974). En Sudafrica se ha detectado
la existencia de suelos sorpresivos y se ha confirmado que estos presentan un mayor
porcentaje de microorganismos antagonistas (Actinomicetos, bacterias aerobicas formadoras
de esporas y hongos) que los suelos conductivos. Se postula que la capacidad supresiva de
estos suelos se determina por las interacciones que se dan entre el patdgeno y otros
microorganismos, y que factores como la temperatura, humedad y pH del suelo, asi como su

contenido en materia organica, afectan estas interacciones (Duvenhage et al., 1991).

La existencia de suelos con una capacidad natural para controlar P. cinnamomi ha
supuesto la evaluacion de multitud de microorganismos de suelo para evidenciar su accion

antagonista (Rahimian y Casale, 1991).

Se sabe que bacterias que en el suelo estdn intimamente asociadas a distintas
estructuras del hongo tienen in vitro un efecto antagonista hacia P. cinnamomi produciendo
lisis de las hifas, inhibicién de la produccion de zoosporas, rotura de esporangios y descenso
de la viabilidad de las zoosporas (Malajzcuk et al., 1977). Asi se ha observado la capacidad de
distintas bacterias presentes en suelo, tales como Pseudomonas spp. y actinomicetos como
Streptomyces ssp. Para inhibir el crecimiento de P. cinnamomi in vitro al producir sustancias
anti fungicas y toxinas que degradan el micelio (Mass y Kotzé, 1990; Finlay y McCraken,
1991; Stirling et al., 1992). Se ha podido obtener control de raiz causada por P. cinnamomi
mediante la aplicacion de bacterias antagonistas (Bacillus ssp.) en sustratos de viveros

comerciales de Sudafrica (Duvenhage y Kotz¢, 1993).

42



Introducciéon

Existe un gran nimero de especies fingicas que manifiestan efecto antagonista hacia
P. cinnamomi tales como, Langermannie spp., y Stropharia, Mortirella spp., Myrothecium
roridum Tode ex Fr., Trichoderma spp., Aspergilus spp., Paecilomyces spp.,Penicillium
foniculosum Thom (Reeves, 1975; Gess y Coffey, 1989; Casale, 1990; Finlay y McCraken,
1991; Duvenhage y Kotzé, 1993; Fang y Tsao, 1995; Duvenhage y Korne, 1996).

Por otro lado, el efecto bioprotector que pueden ejercer las micorrizas en el control de
enfermedades causadas por hongos de suelo es contradictorio (Schenk, 1981). Mientras que
en Chamaecyparis lawsoniana L. se produce un descenso importante de la podredumbre de
raiz causada por P. cinnamomi en plantas micorrizadas (Bartschi et al., 1981), en aguacate
(Mataré¢ y Hattingh, 1978) o naranjo (Davis et al., 1978) el impacto de esta enfermedad no se
modifica con la endomicorrizacién. Los ensayos realizados ponen de manifiesto que este
efecto e muy variable, dependiendo del huésped (Especie, variedad, estado de desarrollo,
etc.), patdégeno (Virulencia, dosis de inoculo) y del hongo formador de la micorriza

(Guillemin et al., 1994).

+ Control de Phytophthora cinnamomi por biofumigacion.
Se define como “la accion de las sustancias volatiles producidas en la biodegradacion

de la materia orgénica en el control de los patdégenos de las plantas”.

La Biofumigacion utiliza los gases y otros productos resultantes de la biodegradacion
de las enmiendas organicas y residuos agroindustriales como fumigantes para el control de
organismos patdogenos de vegetales, se contribuye con ello, ademas, a resolver los problemas

ambientales graves que estos productos pueden ocasionar (Bello, 1998).

Incrementa notablemente las poblaciones de microorganismos saprofiticos del suelo
reduciendo las poblaciones de patdgenos por mecanismos de antagonismo y competencia con
ellos. Se diferencia del uso de las enmiendas orgénicas en las caracteristicas de los materiales
biofumigantes y en el método de aplicacion (Bello et al. 1999). Los restos vegetales deben ser
frescos, con una relacion carbono/nitrégeno elevada en incorporarse al suelo de forma que se
composten in situ, para lo que es imprescindible un grado adecuado de humedad en los suelos
que permita la descomposicion de los restos.

Se ha encontrado que por lo general cualquier materia orgdnica puede actuar como

biofumigante dependiendo su eficacia principalmente de las dosis y del método de aplicacion.
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Los biofumigantes mas utilizados han sido estiércol de cabra, oveja y vaca, residuos
de arroz, champifion, aceituna, brasicas y jardineria. Se ha obtenido una eficacia similar a los
fumigantes convencionales, al mismo tiempo que mejora las caracteristicas del suelo y la
nutricion de la planta, siendo necesario disefiar una metodologia para cada situacion. Su coste
es minimo puesto que las diferencias con la aplicaciéon de la materia organica. Se ha
demostrado que tiene la misma eficacia en el control de nematodos, hongos, incestos,
bacterias y plantas adventicias que los pesticidas convencionales, pudiendo regular los

problemas de virus al controlar los organismos vectores (Bello et al 200).

La biofumigacion es una técnica facil de aplicacion por agricultores y técnicos, pues
solo se diferencia de la aplicacion de materia orgénica en la eleccion del biofumigante, que
debe estar en vias de descomposicion y en el método de aplicacion, que deben tener en cuenta
la necesidad de retener al menos durante dos semanas los gases biofumigantes producidos en
la biodegradacion de la materia organica, ya que su efecto en la mayoria de los casos no es
biocida sino biostatico, por lo que es necesario prolongar en el tiempo su accidon sobre los

patogenos.

Se ha podido constatar, también un marcado efecto herbicida. Se ha demostrado que
cualquier residuo agroindustrial o sus combinaciones que presente una relacion C/N
comprendida entre 8-20 puede tener efecto biofumigante, pudiéndose identificar con facilidad
por el agricultor, ya que produce un olor caracteristico de amoniaco, aunque conviene
recordad que no solo los derivados del nitrogeno tienen efecto biofumigante, por lo que seria
recomendable previamente caracterizar de modo experimental los residuos agroindustriales

que quieren utilizarse como biofumigante antes de su aplicacion de modo comercial.

Se debe procurar que durante el transporte y almacenaje en campo no se pierdan lo
gases producidos en la biodegradacion, cubriendo los montones del biofumigante con
plasticos hasta el momento de su aplicacion. Se recomienda la utilizacion de una dosis de 50t
ha, aunque cuando los problemas de nematodos u hongos sean muy graves se deben aplicar
100 t ha, dosis que se puede reducir mediante las técnicas de cultivo, como la aplicacion en
surcos. Se deben distribuir el biofumigante uniformemente, para que no aparezcan focos de
patégenos que puedan crear problemas en el cultivo. Una vez distribuido el biofumigante, se

debe incorporar inmediatamente al suelo mediante un pase de rotavator, dejando la superficie
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del suelo lisa con la aplicacion de la alomadora del rotovator, Se riega, a ser posible por
aspersion, hasta que se produce una saturacion del suelo, aunque se puede regar a manta o
instalar goteros. Se cubre a continuacion con pléstico para retener, durante al menos dos

semanas, los gases producidos en la biodegradacion de la materia organica.

Cuando los suelos son poco profundos (<30cm), no es necesaria la utilizacion de
plastico, produciéndose la retencién de los gases con riegos frecuentes que mantenga una
delgada capa de arcilla en la superficie. Se recomienda efectuar la biofumigacion cuando la
temperatura es superior a 20°C, aunque la temperatura no es un factor limitante. Se
recomienda la utilizacion como biofumigantes de recursos locales, puesto que el principal
factor limitante de la biofumigacion es el coste del transporte de los materiales organicos. Se
pueden producir algunos problemas en la fertilizacion del suelo y la nutricion de la planta
como fenémenos de fitotoxicidad y deficiencia de nitrégeno, pero todo ello se puede resolver

con una fertilizacién adecuada.

Es recomendable alternar el empleo de residuos agrarios con abonos verdes,
especialmente basicos empleando 5-8 kgm® de materia verde aunque también se pueden
aplicar combinaciones de leguminosas con gramineas. En el caso de la utilizacién de abonos
verdes cultivados en la misma parcela, deben utilizarse plantas de crecimiento rapido para
incorporar al menos a los 30 dias de haberlo sembrado e impedir que se incrementen las
poblaciones de patogenos. El cultivo de brasicas después de la biofumigacion nos puede
servir como bioindicadores de la posible fitotoxicidad puesto que la germinacion de las
semillas es sensible a las sustancias fitotoxicas, al mismo tiempo que son muy sensibles a los
nematodos fitoparasitos y permiten detectar las areas del cultivo donde la biofumigacion no es

eficaz, pudiendo actuar como plantas trampa, y al incorporarlas al suelo, como biofumigantes.

+» Efecto de la aplicacion de estiércol de bovino y harina de alfalfa en la
recuperacion de arboles afectados con tristeza.

Como un efecto de la aplicacion de estiércol de bovino y harina de alfalfa, se evalud la
poblacién de hongos y bacterias benéficas del suelo en arboles afectados por Phytophthora
cinnamomi. Se obtuvo como resultado que la poblacion de hongos benéficos aplicada a través
del estiércol y de la harina de alfalfa, explica la recuperacion del arbol en un 75%. Indicando

que por cada unidad que se incremente la poblacion de hongos benéficos en el suelo se

45



Introducciéon

incrementara en 2% la recuperacion de los arboles en la escala de medida de la enfermedad de

Zentmyer (1984).

Nesbitt et al. (1979), quien al efectuar un estudio sobre el efecto de la materia organica
en la sobrevivencia de P. cinnamomi encontraron que las hifas fueron lisadas, al incubar a este
hongo en suelos con el 50% de materia organica, muchos de los esporangios producidos
fueron abortivos, concluyeron que al incrementar la materia orgénica, hay un incremento en la
concentracion de nutrimentos y en las oblaciones microbianas y estos factores son las causa

que las poblaciones de P. cinnamomi disminuyan en el suelo.

b) Control fisico: Solarizacion del suelo.

¢ Control de Phytophthora cinnamomi por solarizacion.

En Israel se ha estudiado la eficacia de la solarizacion para el control de este patdgeno
en plantaciones donde previamente se eliminaron arboles de aguacate infectados por P.
cinnamomi. El suelo se cubrid con plastico transparente durante 42 dias, tras lo cual
recogieron muestras de suelo hasta una profundidad de 70 cm, plantando en este suelo plantas
trampas de P. indica para determinar el porcentaje de infeccion de raices. Se obtuvo una
notable reduccion en el porcentaje de infeccion del suelo solarizado (3%) con respecto al
control (69%), mientras que en el laboratorio, al calentar suelo infectado de forma natural a

36°C durante 4 h solo sobrevivio un 10% de los propagulos del hongo (Pinkas et al., 1984).

En Sudafrica se ha valorado el efecto de la temperatura en la inactivacion de las
clamidosporas de P. cinnamomi al someter suspensiones de estas estructuras a temperaturas
de 38, 41 y 44°C durante 0, 5, 10, 15, 20,30 min, encontrando inactivacién con temperaturas
de 38 y 41°C durante 30 min y con 41°C durante 10 min. En ensayos de campo, indculo
artificial del hongo (granos de trigo infestados) enterrado a distintas profundidades (10 y 30
cm) en bloques solarizados y bloques dejados en barbecho durante 3 y 6 semanas para
determinar su supervivencia, se ha encontrado una notable reduccién en la supervivencia de
P. cinnamomi a las 3 semanas y una supervivencia nula a las 6 semanas. La inactivacion se da

posiblemente por un efecto de los incrementos de temperaturas debidos a la solarizacion, ya
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que en todos sus tratamientos se alcanzaban como minimo 36 °C, y no se descarta la
posibilidad de que se encuentren implicados en el proceso otros factores distintos a la

inactivacion térmica (Barbecheck y Bromembsen, 1986).

En Australia, también se ha estudiado el efecto de la solarizacion en plantaciones de
almendro y cerezo infestadas por Phytophthora cambivora (Petri) Buisman, que presenta
respuestas a la temperatura similares a P. cinnamomi. En laboratorio, aislados sometidos a
exposiciones sucesivas con temperaturas de 35, 40 y 45°C durante 6 h, en periodos de 24 h,
presentaron variaciones en la sensibilidad térmica, pero, en general, fueron suficientes
periodos multiples de exposiciones a temperaturas de 35°C o mds para inhibir el crecimiento y
reproduccion del hongo. En campo, a 10 cm de profundidad, se aisla P. cambivora en el
indculo artificial enterrado y en el suelo. En cambio, las plantas que se sembraron en las
parcelas tras la solarizacion se mantuvieron sin sintomas pasados 12 meses del tratamiento,
frente a un 36% de plantas con sintomas en las parcelas no tratadas. Se concluye que otros
factores distintos a la temperatura suprimen directa o indirectamente el hongo y que el

tratamiento no controla la enfermedad en plantas ya infectadas al iniciar el tratamiento

(Wicks, 1988).

En California, se ha trabajado sobre la sensibilidad térmica de tres especies de
Phytophthora cinnamomi, P. cactorum y P. megasperma, y sobre el efecto de la solarizacion
en sus supervivencias. En laboratorio, se determind la sensibilidad térmica de estos hongos en
suelo hiimedo infestado artificialmente y en ramas de avellano inoculadas, mediante distintas
exposiciones de temperatura y tiempo (30, 35, 40 y 45°C durante 5, 10, 20 y 30 min). Para P.
cinnamomi se determin® que sus propagulos se inactivan con temperaturas de 45°C durante
20 min, tanto en suelo himedo como en ramas de avellano. En campo, se enterraron bolsas
con in6culo del hongo en suelo humedo (70% de su capacidad de campo) a profundidades de
15, 30 y 45 cm en dos parcelas solarizadas y no solarizadas durante 2 y 4 semanas. La
temperatura maxima en el suelo solarizado fue de 45°C a 15 ¢cm de profundidad, y de 35°C a
30 cm. Entre las especies de Phytophthora, P. cinnamomi es la mas sensible a la solarizacion;
sus propagulos fueron completamente inactivados a las 2 semanas en las profundidades de 15
y 30 cm y a las 4 semanas, a los 45 cm. Esta reduccion puede atribuirse a un efecto directo de
las altas temperaturas alcanzadas por la solarizacion sobre propagulos del hongo (Juarez-

Palacion et al., 1991). Estos resultados son similares a los de Barbercheck y Broembsen 1986
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en Sudafrica y Pinkas et al., 1984 en Israel, aunque se observa diferencia en la sensibilidad

térmica de los aislados, debida posiblemente a su distinto origen geografico.

En las islas Canarias se ha evaluado el efecto de la solarizacion en plantaciones de
arboles adultos con un alto grado de infeccion. Considerando un indice visual de severidad de
la enfermedad (ISE) con una escala de O (arbol sano) a 5 (arbol muerto), inicialmente todos
los arboles presentaron valores de ISE de 3-4. Tras un afio de tratamiento, este se redujo a 2-3,
mientras que con un segundo tratamiento este valor bajo a 1-2. Las temperaturas alcanzadas a
5 cm de profundidad fueron de 40°C bajo los arboles y de 45°C al sol. En otro ensayo y en un
seguimiento durante 3 afios de la muerte de arboles de la raza West Indian en una parcela
solarizada, se encontrd un alto porcentaje de supervivencia de los arboles solarizados (80%)

con respecto al de los de una parcela no solarizada (Gallo Llobet et al., 1996).

En general, se puede concluir que P. cinnamomi es sensible a las temperaturas del
suelo con los tiempos de exposicion que se alcanzan con la solarizacion, por lo que este
método tiene un gran potencial para ser utilizado como método de control fisico en las
enfermedades causadas por distintas especies de Phytophthora, especialmente en cultivos

perennes.

El calentamiento artificial del suelo a temperaturas de 60-100 °C mediante vapor de
agua es un método, que al igual que la fumigacion, se utiliza para la desinfestacion del suelo.
Sin embargo, este tratamiento conlleva efectos bioldgicos negativos como fitotoxicidad
debida a la liberacioén de productos toxicos, y el peligro de una re infestacion rapida del suelo
por el vacio biologico que crea (Chen et al., 1991), asi como inconvenientes técnicos por su

dificil y costosa aplicacion en campo.

En 1976, se desarrollo un método alternativo para la desinfestacion del suelo, la
solarizacion (Katan et al., 1976). Este es un proceso hidrotérmico en el que el calor de la
radiacion solar es absorbido por el suelo himedo, que se encuentra cubierto por una fina
lamina de plastico trasparente, generalmente de polietileno de 25-50 micras de espesor. Con
esta técnica, las capas superiores del suelo acolchado pueden alcanzar temperaturas de unos
10°C por encima de la temperatura del suelo no tratado. En algunos climas se alcanzan
temperaturas de 45-50°C en profundidades de hasta 20 ¢m cuando se cubre el suelo 4-6

semanas en verano. Estas temperaturas son suficientes para reducir las poblaciones de la
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mayoria de los organismos nocivos para los cultivos (hongos e insectos de suelo, semillas de
malas hierbas y de plantas parasitas, nematodos, etc.), al menos durante el afio siguiente a la

solarizacion (Katan et al., 1976).

La solarizacion del suelo conlleva cambios significativos en los regimenes de
temperatura y humedad del suelo, en su estructura fisica. Estos cambios en su conjunto
afectas a sus componentes biodticos, huésped, patégeno y microorganismos del suelo, y
finalmente producen cambios en la incidencia de la enfermedad y/o crecimiento de la planta y

su rendimiento.

% Principios de la solarizacion.

Las propiedades térmicas de los distintos tipos de suelo como la capacidad térmica y
difusion térmica pueden variar entre valores de 0.27-0.8 cal*g”’ C y 10-2-10-3 cm?*seg ™'
respectivamente, dependiendo de su color, humedad y textura. Se han desarrollado modelos
matematicos que describen las variaciones de temperaturas de suelos solarizados en sus ciclos
diarios (Cenis, 1989). De esta forma se pueden elegir las regiones y las épocas del ano con

condiciones climaticas mas adecuadas para la solarizacion y evaluar la importancia de los

distintos factores que forman parte del modelo.

Durante el dia el suelo acumula calor dada la alta transmitancia del pléstico (80-90%
para la radiacion solar) que se pierde durante la noche, cuando el gradiente térmico es inverso.
La perdida de energia desde el suelo se da en forma de radiacion infraroja de onda larga
(7000-11000 nm) mediante conduccion, conveccion y evaporacion de agua. En suelos
cubiertos, el plastico reduce la conveccion de calor y evaporacion del agua desde el suelo
hacia la atmosfera. Como resultado de la formacion de gotas de agua en la superficie interna
del plastico, la transmitancia de las radiaciones de onda larga es reducida, y en consecuencia,
se produce un mayor calentamiento debido a un incremento de su efecto invernadero (Katan,

1981).
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«» Efecto fisico de la solarizacion.

Al analizar el efecto fisico de la solarizacion sobre la densidad de inoculo y el

potencial de inoculo que hay que hacer las siguientes consideraciones (DeVay y Katan, 1991):

La tasa de muerte térmica de la poblacion de un organismo depende de la temperatura
alcanzada y del tiempo de exposicion, que se relacionan inversamente. En algunos casos, se
encuentra una relacion lineal al representa el logaritmo de la DL90 frente a la temperatura
(Pullman et al., 1981). Esto indica que una fraccion constante de la poblacion se inactiva por
unidad de tiempo. En otros casos esta relacion no es lineal y puede deberse a una

heterogeneidad en la poblacion del patogeno.

El efecto de las altas temperaturas sobre la mortalidad del patogeno y sobre la
reduccién en la densidad de inoculo se estima considerando el numero de organismos que
sobreviven al tratamiento. Sin embargo, los propagulos del patdégeno que sobreviven a un
calentamiento subletal pueden ser dafiados parcialmente o debilitados. Estos son los
denominados dafios reversibles por calor, que pueden afectar distintas formas de expresion,
como una pérdida de patogenicidad, disrupciéon de membranas y dafios en los dacidos
nucleicos, incluido el ARN ribosomico. Por tanto, hay que considerar que los datos de
densidad de inoculo obtenidos tras el tratamiento pueden subestimar el efecto térmico en

condiciones naturales y no reflejar la situacion real del potencial de indculo.

El nivel de humedad del suelo es un factor crucial en el proceso de solarizacion, ya
que la mayoria de los organismos son mucho mas resistentes al calor en un ambiente seco. En
cierta medida, el efecto del agua puede explicarse en relaciéon con la estabilidad de las
proteinas y la hidratacion: en presencia del agua se requiere menos energia para desnaturalizar

las cadenas peptidicas de las proteinas, con lo cual disminuye su resistencia al calor.

C) Control quimico de Phytophthora cinnamomi.
Antes de realizar la plantacion, el control quimico de P. cinnamomi puede llevarse a
cabo con fumigantes de suelo. La fumigacion supone una reduccion dréstica de la poblacion
del patogeno en el suelo durante cierto tiempo, pero no impide su re infestacion. Los

productos mas recomendados son: Vapam, Mylone, D-D, Telone y especialmente bromuro de
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metilo (Zentmyer y Abu-El-Haj, 1972; Munnecke et al., 1974), este ultimo prohibido en los

paises de la Union Europea y en otros desarrollados.

Una vez establecida la plantacion, se han utilizado una gran cantidad de fungicidas
para el control de las podredumbres radiculares causadas por P. cinnamomi. En la década de
los treinta se recomendo6 el uso de productos a base de Cu; caldo bordeles (Mehrlich, 1932),
sulfato de cobre (Oyler y Bewley, 1937), etc. Estos fungicidas solo reducen el inoculo

superficial debido a la baja capacidad de penetracion del cobre.

El desarrollo de los fungicidas organicos de sintesis, con baja fitotoxicidad, supuso en
las décadas de los treinta y cuarenta la evaluacion de una gran cantidad de fungicidas de suelo
para el control de podredumbres radiculares (Zentmyer, 1955). Entre ellos destacaron como
mas efectivos: Dexon, piroxicloro, etazol. Estos fungicidas de suelo controlan el desarrollo de
las podredumbres radiculares en aguacate, pero han de aplicarse muy frecuentemente por lo
que resultan demasiados caros. En 1977 se comercializaron dos nuevos fungicidas organicos
para el control de las enfermedades causadas por oomicetos: el metalaxyl (Fongarid o
Ridomil, Ciba-geigy) del grupo de las acilalaninas (Schiwinn et al., 1977) y el etil fosfito de
aluminio y etil fosfito de sodio (Fosetyl-Al y Fosetyl-Na respectivamente, Rhone-Poulenc
Co.) del grupo de los fosfitos organicos (Bertrand et al., 1977). Los estudios realizados con
estos productos confirman su actividad sistémica y su capacidad para controlar las

podredumbres radiculares de aguacate causadas por P. cinnamomi (Zentmyer y Ohr, 1978).

Las acilalaninas estan especialmente indicadas para su aplicacion en suelo al ser
solubles en agua y tener gran movilidad en ¢él. Ademas, requieren aplicaciones poco
frecuentes y a bajas dosis que previenen el desarrollo de P. cinnamomi al interferir el proceso

de formacion de esporangios y clamidosporas.

Los fosfitos organicos, especialmente el Fosetyl-Al, dan unos resultados excelentes en
soluciones para aplicaciones foliares a muy baja concentracion (0.3% de materia activa)
durante la época de crecimiento, con intervalos de unos 45 dias tras el primer tratamiento, y
mensualmente desde septiembre hasta marzo en afos posteriores (Darvas, 1982). El Fosetyl-
Al inyectado en tronco dos veces al afio, dosis de 20 g de materia activa en 40 ml de agua por
m® de proyeccién del area foliar del arbol, da unos resultados aun mejores que las

pulverizaciones foliares (Snyman y Kotz¢, 1983; Darvas, 1983).
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A principio de los afios 1980 se encontr6 que los fosfitos organicos, tales como el
Fosetyl-Al y particularmente su producto de degradacion, el acido fosforoso, inhiben a
concentraciones muy bajas el crecimiento micelial de algunas especies de Phytophthora,
especialmente cuando crecen en un medio con una concentracion de fosfatos muy baja
(Bompeix y Saindrenan, 1984; Fenn y Coffey, 1984). A partir de entonces se comenzaron a

utilizar como fungicidas distintas sales del acido fosforoso conocidas como fosfonatos.

In vitro, el acido fosforoso produce sobre P. cinnamomi reduccion en la produccion de
esporangios (EC50=3microgramos/mililitro), en la liberacion de zoosporas (EC50=
o6microgramos/mili litro) y en el crecimiento micelial (EC50=5-6microgramos/mili litro)
(Coftey y Joseph, 1985), afectando mas a la formacion de esporas que a su germinacion. In
vivo, el acido fosforoso es trascolado en el floema y xilema de la planta (Whiley et al., 1991),
y al ser muy soluble en agua permite que pueda ser aplicado en inyecciones a tronco, dando
unos resultados excelentes en el control de las podredumbres radiculares del aguacate
causadas por P. cinnamomi (Pegg et al., 1985, 1987). El mecanismo de actuacion de los
fosfonatos es complejo y, aparte de producir una accidon directa fungistatica sobre el hongo,
parece ser que actuan indirectamente activando los mecanismos de defensa del huésped

(Smillie et al., 1989; Guest y Grant, 1991).

El principal problema derivado del uso de estos productos es la posibilidad de
desarrollo, de cepas de P. cinnamomi resistentitas a ellos y de microorganismos de suelo con
una gran capacidad para degradarlos. En el caso de los fosfitos organicos y los fosfonatos, al
ser aplicados foliar mente o mediante inyecciones en el tronco se minimiza el problema de su
degradacion por microorganismos de suelo (Mckenzie y Margot, 1982; Darvas y Becker,

1984).
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2. OBJETIVOS DEL PROYECTO.

Uno de los problemas fitopatologicos mas importantes de los aguacates de la provincia
de Malaga es la podredumbre radicular, que puede estar causada entre otros por los hongos,
Phytophthora cinnamomi 'y Rosellinia necatrix (Demathophora necatrix). El control quimico
de estos patogenos cuando la plantacion ya establecida es muy imperfecta. Por esta razéon el
proyecto propone como objetivo unico ensayar el uso de la biodesinfeccion, aplicada

mediante técnicas de biofumigacion y de biosolarizacion.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Descripcion del campo de ensayo

3.1.1 Visita Finca Miguel Moreno.

Se visito la finca el dia 10 de Abril del 2005, realizandose un plano inicial con
objeto de ver si reunia las condiciones adecuada para la realizacion del ensayo. La finca
estd situada en el término municipal de Velez-Malaga, junto a la carretera de

Benamargosa

La finca tiene una superficie de 15000 m”, pudiéndose dividir en 2 partes, unos
5000 m2 de aguacatar Hass y Fuerte con una antigiiedad de 23 afios aproximadamente

y otra zona de unos 10000 m’® de aguacate hass con una antigiiedad de 4 afios. Foto 1.

Foto 1, finca, al fondo arboles de 23 afios.

Anteriormente al cultivo de aguacate en la finca se producia cana de azucar,
pasandose a cultivos horticolas, tomates, judias, pimientos, patatas, etc. Posteriormente
aguacates. En la zona de 4 afios de los cultivos horticolas se pasé al cultivo del limonero

y después aguacatar.

Los arboles de 23 afios tiene una procedencia de un plantero particular, con un
marco de plantacion de 10x5m, mientras que los arboles de 1-4 afio de edad proceden

del vivero Brocar con un marco de plantacion de 7x6m
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Las variedades estan injertadas en los patrones son bravio (de raza guatemalteca)
para los mas antiguos y clonados, Topa-Topa de los arboles mas jovenes.

El suelo de la finca es de tipo franco arcilloso (limoso), produciéndose un
abundante encharcamiento por lluvia o riego.

El riego es por gotero-latiguillo, con un caudal variable de 60-120 1/h, con una

frecuencia de riego es de cada 48 horas con una duracion entre 90-120 min.

3.1.2. Eleccion de los arboles.

Para la eleccion de los arboles para los distintos tratamientos, se muestrearon
todos los arboles de la finca para su posible clasificacion para ser evaluados como

arboles testigo, arboles biofumigados o arboles biosolarizados.

Se enumeraron todos los arboles siendo un total de 72 arboles a evaluar.
Se tomaron varios factores:
e indice de Valoracion de Sintomas (I.V.E.) de arboles dando un 0 para arboles
aparentemente sanos y un 10 para arboles en estado terminal.
e Fruta en el arbol.
e Fruta tirada en el suelo.
e Materia Organica en el suelo. Se midi6 apreciando la existencia o no de

hojarasca en la superficie.

Escala visual tomada para la evaluacion de los arboles, 0 para arboles totalmente sanos
o carentes de sintomas, 10 para arboles moribundos o practicamente muertos. Indice de

Valoracion de Sintomas. (I.V.S.)
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1d
vrof

Stages of root rot
decline according to
the 0-10 scale.

Figura 11, Indice de Valoracion de Sintomas. Andnimo.
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Se realizaron unos cuadros para ver si correspondian los estados visuales del

decaimiento con la presencia de algiin patogeno de las raices. Para ello se analizaran

diez raicillas por arbol, complementando los resultados delos analisis de raicillas, se

complement6 con analisis del suelo de las raices con pétalos de clavel, (Tello et al,
1991), para ver otro método se realizé con pétalos de clavel, (cuadro 6 y cuadro 7).

Cuadro 6 Evaluacion de sintomas y presencia de hongos en la finca.

LV.S. P. cinnamomi

Otros hongos

P/A

NP° raices

Cyln

Fus. | Rizct. | Pyth | Ganod.

Asp

Stre

Tric.

0 -

0/10

+

+

0/10

0/10

1/10

3/10

3/10

5/10

6/10

7/10

O oo Q| N | K| W] N

10/10

o B B o o o I I

—_
o

10/10

o R A o o IS IS B I Y S

e I I R A R BN B S B S
A B B e B B B B
o I I I S IS B S

Leyenda del cuadro 6.

LV.S.

Indice de valoracion de sintomas

P. cinnamomi

Phytophthora cinnamomi

P/A

Presencia-Ausencia del hongo

N° raices Numero de raices sembradas
Cyl. Cylindrocarpon

Fus Fusarium

Rizct. Rizoctonia solani
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Leyenda del cuadro 6.

Pyth. Pythium
Ganod Ganoderma
Asp. Aspergilus
Stre Streptomyces
Tric Thricoderma

Cuadro 7. Relacion entre el indice de sintomas y la presencia de Oomicetos en el suelo

colonizado por las raices.
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Pétalos de clavel

P. cinnamomi
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Pythium
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Protozoos

+
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Se tomaron 15 arboles para cada tratamiento y otros 15 de arboles testigos siendo un

total de 45 arboles. El aspecto de los arboles y de la parcela, se resume en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Estado de los arboles y aspecto de la parcela.

Codigo Arbol | Fructificacion | Frutos Suelo ILV.S. Materia Organica en Muestra

Superficie

Cate 1 Bastante 45 7 Hojarasca Si
Cate 2 Regular 10 4 Hojarasca Si
Cate 3 Normal 20 6 Hojarasca Si
Cate 4 Normal 5 2 Hojarasca Si
Cate 5 Escasa 5 2 Hojarasca Si
Cate 6 Escasa 5 3 Hojarasca/ malas hierbas Si
Cate 7 Escasa 5 3 Hojarasca No
Cate 8 Bastante 8 2 Hojarasca No
Cate 9 Escasa 5 3 Hojarasca No
Cate 10 Bastante 15 4 Hojarasca No
Cate 11 Escasa 15 7 hojarasca - No
Cate 12 Excelente 20 3 Hojarasca No
Cate 13 Escasa 15 7 hojarasca - No
Cate 14 Escasa 8 4 hojarasca + Si
Cate 15 Normal 5 4 hojarasca + No
Cate 16 Normal 5 5 hojarasca - Si
Cate 17 Normal 5 1 Hojarasca Si
Cate 18 Nula 5 1 hojarasca + Si
Cate 19 Nula 5 1 Hojarasca No
Cate 20 Escasa 5 1 Hojarasca No
Cate 21 Escasa 8 5 Hojarasca Si
Cate 22 Bastante 20 6 Hojarasca + No
Cate 23 Normal 15 6 Hojarasca+ No
Cate 24 Regular 5 2 Hojarasca + Si
Cate 25 Normal 10 4 Hojarasca No
Cate 26 Bastante 20 6 Sin hojarasca Si
Cate 27 Escasa 8 8 Hojarasca+ Si
Cate 28 Escasa 5 4 Hojarasca + No
Cate 29 Escasa 5 4 Hojarasca Si
Cate 30 Bastante 10 6 Hojarasca- No
Cate 31 Bastante 15 6 Hojarasca No
Cate 32 Nula 5 1\2 Hojarasca + No
Cate 33 Bastante 15 2 Hojarasca + No
Cate 34 Bastante 15 4 Hojarasca + Si
Cate 35 Bastante 20 7\6 Hojarasca No
Cate 36 Normal 15 4 Hojarasca - No
Cate 37 Nula 3 5 Hojarasca Si
Cate 38 Escasa 5 4 Hojarasca Si
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Continuacion cuadro 8.

Cédigo Arbol | Fructificacion Frutos Suelo .V.S.  Materia Organica en Muestra
Superficie
39 Escasa 5 4 Hojarasca Si
40 Bastante 10 2 Hojarasca No
41 Bastante 25 6\7 Hojarasca No
42 Bastante 25 4 Hojarasca + No
43 Escasa 3 4 Hojarasca No
44 Escasa 5 4 Hojarasca No
45 Bastante 10 5\6 Hojarasca Si
46 Bastante 20 6\7 Hojarasca No
47 Escaso 10 7\8 Hojarasca No
48 Bastante 15 5 Hojarasca Si
49 Bastante 20 3 Hojarasca No
50 Escaso 5 6\7 | Hojarasca / malas hierbas No
51 Normal 20 7\8 | Hojarasca / malas hierbas Si
52 Escaso ) 3 Hojarasca No
53 Bastante 10 3\4 Hojarasca No
54 Bastante 15 4 Hojarasca No
55 Escaso 5 5 Hojarasca + No
56 Escaso 5 6 Hojarasca/ malas hierbas No
57 Bastante 15 4 Hojarasca + Si
58 Bastante 10 3\4 Hojarasca Si
59 Bastante 15 6\7 Hojarasca No
60 Escaso 10 4\5 Hojarasca Si
61 Escaso 10 4\5 Hojarasca Si
62 Escasa 10 5 Hojarasca + Si
63 Escasa 5 4 Hojarasca No
64 Escaso 5 5 Hojarasca No
65 Normal 10 5\6 Hojarasca No
66 Bastante 10 4\3 Hojarasca No
67 Escasa 10 8\9 Hojarasca Si
70 Bastante 10 6 Hojarasca + Si
71 Bastante 15 6 Hojarasca No
72 Normal 10 6 Hojarasca Si
Bot Escaso 2 4\3 Hojarasca Si
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3.2 Seleccion de los arboles a estudiar. Disefio experimental.

3.2.1 Diseiio del experimento para el tratamiento de Biosolarizacion.

Una vez detectada la presencia de Phytophthora cinnamomi, realizada de siembra en
placas de Petri en medios C.M.A.V. (especifico para hongos Oomicetos), y medio P.D.A.A.
se eligieron los arboles de forma visual, indice de valoracion de sintomas, (I.V.S.), aquellos
que comprendian entre un 7-8 de la escala dando prioridad a estos arboles con estos sintomas,
ademas incluyendo aquellos que tenian un menor I.V.S. con arboles se agrupaban en I.V.S.
entre 4 y 6.

Cuadro 9. Arboles seleccionados para la biosolarizacion.

Cadigo arbol I.V.S. M. O. Muestreado
Cate 1 7 Hojarasca Si
Cate 3 6 Hojarasca Si
Cate 11 7 Hojarasca No
Cate 13 7 Hojarasca No
Cate 26 6 - Si
Cate 27 8 Hojarasca Si
Cate 35 7 Hojarasca No
Cate 37 5 Hojarasca Si
Cate 38 4 Hojarasca Si
Cate 39 4 Hojarasca No
Cate 41 6 Hojarasca No
Cate 47 6 Hojarasca No
Cate 50 7 Hojarasca+malas hierbas No
Cate 59 7 Hojarasca No
Cate 67 8 Hojarasca Si

Los 15 arboles biosolarizados se les hizo una poda severa, eliminando aquellas ramas
secas, y sobre todo eliminando parte aérea para que hubiese un mejor equilibrio entre la parte
aérea y la parte de la raiz, asi como una mejor entrada de luz hacia la parte a solarizar.

Posteriormente se llevd a cabo un blanqueo con blanco de Espafia con fijador (por si
hubiesen lluvias, consiguiendo una mejor fijacion al tronco), para que el sol no quemase las
ramas y el tronco del arbol.

A continuacion se realizo la aportacion de la materia organica. Para la aplicacion de
materia orgdnica, primero se labré con un motocultor-retovator por todo el alcorque del arbol,
tras roturar el suelo, le acoplabamos al motocultor una especie de palas, que al irle dando
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vueltas concéntricas y en espiral se iba echando la tierra hacia el exterior del alcorque,
facilitando la extraccion de esos 15-20 cm de profundidad necesaria para la aportacion de la
materia organica, foto 6. Para cada arbol se aportardn unas 16 cajas tipo cunera de unos 20
litros de capacidad (un total de 320 litros por arbol), foto 7, totalmente repartida por todo el
alcorque y mezclada con la tierra que se le extrajo y removida, (hay que mencionar que en
esta tierra contiene las ramas finas y hojarasca del arbol con lo cual es mas materia organica
extra).

Seguidamente se le di6 un riego hasta saturacion, mojando uniformemente toda la
zona.

Tras el riego se comienza el cubrimiento con el plastico, de un espesor de 120 galgas
y una anchura de 6,5 metros. Se hicieron cuadrados de 6.5x6.5metros, Foto 2, haciéndoles un
corte hasta el centro, donde en la terminacion del corte estaria ubicado el tronco y uniéndolas
con una cinta adhesiva dicho corte. Foto 4.

Los bordes del plastico se cubrieron con tierra y rocas para una mayor fijacion y
anclaje al suelo. Fotos 2.3 y 5.

La duracion del tratamiento fue de 30 dias.

Foto 2, Izqda. Tiras de pléstico de 6.5x6.5m. Derecha cubricion del alcorque con el plastico.
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Foto 4, Izqda. Detalle del sellado del plastico por la unidn, con cinta de plastico.

Derecha cubricion de los bordes y fijacion con tierra.
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Foto 5, Izqda. y Derecha, Arbol finalizado con el plstico.

El dia en el que se pusieron a biosolarizar fue el 19 de Julio 2005, y finalizando el 18
de Agosto del 2005.

3.2.2 Disefio del experimento para el tratamiento de Biofumigacion.

Sabiendo que los arboles presentaban sintomas de Phytophthora cinnamomi se
eligieron aquellos arboles que en la escala, I.V.S., comprendia entre los valores 4-7.

Cuadro 10. Arboles biofumigados.

Codigo arbol LV.S M. O. Muestreado
Cate 14 4 Hojarasca Si
Cate 16 5 Hojarasca Si
Cate 25 4 Hojarasca No
Cate 29 4 Hojarasca Si
Cate 30 6 Hojarasca No
Cate 45 6 Hojarasca Si
Cate 46 7 Hojarasca No
Cate 48 5 Hojarasca Si
Cate 56 6 Hojarasca+malas hierbas No
Cate 61 5 Hojarasca Si
Cate 64 5 Hojarasca No
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Cate 65 6 Hojarasca No
Cate 70 6 Hojarasca Si
Cate 71 6 Hojarasca No
Cate Bot 4 Hojarasca Si

Se eligieron 15 arboles, de los cuales se les realizé una poda ligera para equilibrar la
parte aérea respecto la parte radicular, puesto que al roturar la tierra se eliminaran una buena
parte de raicillas.

Primero se realizd con un motocultor-retovator por todo el alcorque del arbol, tras
roturar el suelo, le acopldbamos al motocultor una especie de palas, que al irle dando vueltas

concéntricas y en espiral se iba echando la tierra hacia el exterior del alcorque, facilitando la

Foto 6.Izq. rotovator roturando el alcorque del arbol. Derecha pala apartando la tierra.

extraccion de esos 15-20 cm de profundidad necesaria para la aportacion de la materia
organica. Foto 6.

A continuacion se realiza la aportacion de la materia organica, hay que mencionar que
la materia organica utilizada es estiércol de equino ligeramente digerida y con abundante paja,
lo que hace que aumente la cantidad de celulosa-lignina.

Para cada arbol se aport6 unas 16 cajas tipo cunera de unos 20 litros de capacidad un
total de 320 litros por arbol, totalmente repartida por todo el alcorque y mezclada con la tierra
que se le extrajo, (hay que mencionar que en esta tierra contiene las ramas finas y hojarasca
del arbol con lo cual es una materia organica extra). Foto 7.
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Foto 7. Cantidad de materia organica a aportar por arbol a tratar.

Posteriormente se le aplica un riego uniforme y mojando toda la zona a tratar. Cabe
hacer especial mencion que para los arboles biofumigados, se cambi6 el sistema de riego, de
un riego en tobera, (latiguillos de un caudal de 30 litros unidad), con 8 latiguillos por arbol y
un caudal de 240 litros/hora y un riego de unos 90 minutos cada 48 horas con un total de 360
litros de agua, era un riego excesivo con lo cual provocaba numerosos encharcamientos.

El nuevo sistema de riego fue el de aspersion colocando 2-3 aspersores por arbol de tal
forma que cubrieran toda la zona del alcorque. El caudal paso de 360 litros mal repartidos a
120-180 litros repartidos entre todo el alcorque unos 2-3 litros m* aproximadamente. Con este
sistema de riego evitamos el encharcamiento del agua en la zona de riego.

3.2.3 Arboles testigo.

Los arboles elegidos para ser testigos una vez detectadas la presencia de P.
cinnamomi, fueron aquellos que comprendian entre el indice de valoracién de sintomas
comprendidos entre 2-7, de tal forma que nos sirvieran de testigo para el tratamiento de

Biofumigacion asi como el de Biosolarizacion. (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Arboles testigo.

Cadigo arbol I.V.S. M. O. Muestreado
Cate 4 2 Hojarasca Si
Cate 5 2 Hojarasca Si
Cate 6 3 Hojarasca+malas hierbas Si
Cate 21 5 Hojarasca Si
Cate 22 6 Hojarasca No
Cate 24 2 Hojarasca Si
Cate 34 4 Hojarasca Si
Cate 51 7 Hojarasca+malas hierbas Si
Cate 53 3 Hojarasca No
Cate 54 3 Hojarasca No
Cate 57 4 Hojarasca Si
Cate 58 3 Hojarasca Si
Cate 60 4 Hojarasca Si
Cate 62 5 Hojarasca Si
Cate 72 6 Hojarasca Si

Se les realiz6 una poda ligera, eliminando aquellas ramas secas, asi como la

eliminacion de los chupones.

El riego fue el mismo que siempre 90 min de agua cada 48 horas donde la hora de
riego comenzaba siempre alrededor de las 18:30 de la tarde terminando 20:00, y con el

sistema tradicional, de latiguillos-toberas de aproximadamente 40 litros y de unos 8 por arbol.

3.2.4 Deteccion de Phytophthora cinnamomi en los arboles de cada tratamiento.

Para la deteccion de Phytophthora cinnamomi se realizé los siguientes analisis,
haciéndose 11 analisis previos, un analisis para cada 1.V.S., (0-10) para comprobar, que
realmente el indice de valoraciéon de sintomas estaba en relacion con la presencia de
Phytophthora.

Una vez cogida las muestras de tierra tomadas de 4 puntos distintos del arbol, Norte,
Sur, Este y Oeste, de cada arbol, se extraen las raicillas que la contienen en €I, se procede a la
desinfeccion de las raices en lejia al 20% durante 3 min, y posterior secado en papel

previamente esterilizado en un horno Pasteur.
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Los medios utilizados para estos andlisis iniciales fueron; CMAV, medio selectivo
para Phytophthora cinnamomi, y PDAA, medio para ver cualquier tipo de hongo presente en
las raices.

Para la tierra se aplicaron trampas vegetales, para hacer capturas de Phytophthora,
haciéndose 3 repeticiones con 5 pétalos de clavel por repeticiéon con un total de 15 pétalos.
(Tello et al., 1991).

CMAYV: medio selectivo para hongos pitidceos (Tsao y Ocana, 1969), se utiliza para el
aislamiento de P. cinnamomi.

Composicion por litro de medio: 17 g de harina de maiz agar Difco, 10 ppm de
pirimacina, 100 ppm de pentacloronitrobenzeno (PCNB), 200 ppm de vancomicina, 950 ml
de agua destilada.

Los antibidticos y fungicidas se disuelven en 50 cc de agua estéril antes de afiadirlos

al medio.

PDAA: permite el crecimiento de cualquier hongo y limita notablemente el crecimiento de
bacterias.
Composicion por litro: 39 g de patata dextrosa agar Difco, 50 gotas de acido lactico al

50%, 1000 ml de agua destilada.

3.3 Evaluacion del efecto de la biodesinfeccion del suelo de los arboles.

3.3.1 Analisis de la microbiota fusarica del suelo. (Tello et al., 1991)

Como ejemplo de aquellos métodos en los que el suelo problema es afnadido
directamente al medio de cultivo fundido, se expone, a continuacion, la técnica para analisis
selectivo de Fusarium.

-Material necesario para una muestra:

-16 placas de Petri o plastico de 17 cm de didmetro (Las de 10 cm son también

validas). Las placas estériles se mantendran en estufa a 50-52 °C hasta el momento del

analisis.

-Termoémetro graduado hasta 100°C.
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-Micro espatula para tomar la tierra a analizar.

-Cuatro frascos con tapadera, limpios y desinfectados para contener la tierra a analizar.
-Distribuidor de medio, regulado a 10 ml.

-Probeta de 50 ml estéril.

-Pipeta de 2 ml.

-Frasco con cabezal para aireacion continua...

El medio de cultivo (Komada, 1975) consta de tres componentes.

Solucion A:

Asparraguina 2 g, fosfato bipotasico 1 g, sulfato de magnesio (SO4Mg*7H20) 0.5 g,
cloruro potasico 0.5 g, galactosa 10 g, agar 10g, agua destilada 1000 ml.

Poner el agua a calentar al bafio Maria (puede hacerse en el autoclave mientras éste se
calienta). Anadir uno a uno los componentes de la receta seglin el orden que en ella se indica,

agitando con varilla de vidrio para favorecer la disolucion del compuesto anadido.

-Solucion B:
Acido etilen diamino tetraacético (EDTA) 37.5 g, sulfato ferroso (SO4Fe*7H20)
27.85 g, agua destilada 1000 ml.

Los componentes de la receta se ponen en aireacion continua durante 24 horas. Una
instalacion de aire comprimido constituye la fuente de burbujeo continuo, cuando se carece de
ella un motorcito de acuario puede suplirla con la misma eficacia. Al final la solucion

adquiere un color topacio, lo que es indicativo de la quelacion de hierro ferroso (Fe++).

Por cada 1000 ml de la solucion A se le afiaden 2 ml de la B. El conjunto se esteriliza

en el autoclave durante 30 min a 120°C (1 atmosfera).

Obviamente, la solucién B se preparara en una menor cantidad de la indicada de la

receta, dado el pequefio volumen a utilizar.

-Solucion C:
Pentacloronitrobenceno (PCNB) 10 g, Oxgall 4g, sulfato de estreptomicina 4 g, borato
de sodio 4 g, agua destilada estéril 160 ml.
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El pH de la solucion debera ajustarse a 3.8 con acido fosférico. En caso de necesidad

se puede neutralizar con sosa (OHNa). Puede conservarse a 0°C durante noventa y cinco dias.

Una nota practica de interés la constituye el hecho de no poder utilizar el PCNB puro,
ya que no se disuelve en el medio de cultivo. Es recomendable emplearlo como preparado
comercial en polvo, del que existen formulaciones con el 30% de materia activa (Saniclor) y

el del 75% (Medeclorex).

Una vez estéril la mezcla de las soluciones A y B se afiaden, con una probeta estéril,
20 ml de la solucion C por cada 1000 ml de la mezcla.

Para el analisis, el medio debera enfriarse hasta 40-42 °C.

3.3.2 Modo de operar con la muestra de suelo.

El suelo molido y tamizado (tamafio maximo 200 micras) que compone la muestra
problema, se reparte en los cuatro frascos de vidrio preparados el efecto (60-80 g por frasco
aproximadamente dos cucharitas de café¢). Cada frasco serd una de las repeticiones, y deberan
sefalarse por letras o numeros. Pesar cada repeticion antes del andlisis con una precision
minima de 0.001 g. De cada muestra se habra obtenido el peso seco, conociendo asi el peso

aportado por la humedad que la acompafia.

3.3.3 Forma de hacer el analisis.

El medio de cultivo enfriado a 40-42 °C, y manteniendo a temperaturas proximas a
estas, se distribuird a razén de 10 ml por placa de Petri (cualquiera que fuere su didmetro,

comprendido entre 9 y 17 cm).

Por cada repeticion se utilizaran cuatro placas de Petri, calentadas a 40-50°C, en estufa
hasta el momento de analizar (en caso contrario, al caer el medio sobre una superficie fria se
solidificara, impidiendo la homogeneizacion de la tierra en el seno del medio de cultivo). En
cada Capsula de Petri se afiadird una pequefia cantidad de tierra con ayuda de una micro

espatula, espolvoreandola sobre el medio fundido previamente vertido. Unos suaves
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movimientos permitiran la homogeneizacion de la tierra en el medio de cultivo. La operacion

se repetira 16 veces, tantas como placas de Petri necesita la muestra problema.

Foto 8; distintos procedimientos de secado, tamizado, preparacion para la siembra y siembra en placas

Petri.

Foto 9; distintos procedimientos de secado, tamizado, preparacion para la siembra y siembra en placas

Petri, para analizar el suelo de manera selectiva para Fusarium.

Finalizado el analisis, se pesaran nuevamente, el frasco de las cuatro repeticiones. La
diferencia entre el peso inicial y final, serd la tierra analizada, que debera ser corregida para

calcular el peso seco.

Solidificado el medio de cultivo, las capsulas de Petri se incubaran en un recinto a 25-
28°C con luz fluorescente continua (3-4 tubos de 40W por 2m” de superficie a una altura

sobre las placas de 30-50 cm). El tiempo de incubacion puede oscilar entre seis y diez dias.
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Esta forma de trabajar permite, hasta cierto punto una coloracion diferencial de las
colonias de las diferentes especies de Fusarium (aproximadamente, y no siempre, F.
oxysporum toma color blanco, rosa o violeta; F. solani, azul, blanco, verde, etc.), que

orientara la lectura.

Las colonias, agrupadas por especies, obtenidas en cuatro placas de Petri (una
repeticidn) se sumaran y se anotaran en estadillos. La simple division del nimero de colonias
de cada Fusarium, obtenidas en cada repeticion, por el peso de suelo seco gastado en el
analisis proporcionara el niimero de unidades formadoras de colonias, (U.F.C.) por g. de suelo
seco. (1 propagalo= 1 colonias= unidad del hongo capar de reproducirlo). El resultado final se
expresara, para la tierra problema, como la media de U.F.C. de cada especie en las cuatro

repeticiones acompafada de su desviacion tipica o error tipico de la media.

3.3.4 Arboles analizados.

Se analizaron entre 6 y 7 muestras por tratamiento, biosolarizacion, biofumigacion y

testigo.

Cuadro 12, Arboles cuyos suelos fueron analizados para la microbiota fusarica.

Tratamiento  Biosolarizacion Biofumigacion Testigo

Codigo Arbol Cate 1 Cate 14 Cate 4
Cate 3 Cate 25 Cate 5
Cate 13 Cate 29 Cate 51
Cate 26 Cate 48 Cate 58
Cate 27 Cate 56 Cate 60
Cate 37 Cate 61 Cate 72
Cate 39 Cate Bot -

72



Material y Métodos

3.4 Analisis para detectar la presencia de Phytophthora en los arboles.

3.4.1 Trampas vegetales.

Basados en introducir una trampa en el suelo problema, que selecciona o caza el
hongo buscado. Es decir, se pretende que la trampa sea colonizada, lo mas selectivamente

posible, por un micromiceto concreto.

En este apartado expondremos ejemplos de aquellos métodos que utilizan trampas
vegetales (fragmentos de plantas, normalmente) y trampas mas o menos inertes, (papel de
filtro, por ejemplo). En unos casos se detallaran para obtener una respuesta de si o no esta el
hongo, y en otros las precisiones se haran para cuantificar con las trampas la densidad de

inoculo en el suelo.

Desde que Campbell (1949) aislara Phytophthora del suelo utilizando una patata como
trampa numerosos ensayos han pretendido buscar porciones vegetales suficientemente
especificas para atrapar Phytophthora. Asi, semillas germinadas de altramuz (Lupinus spp.) y
frutos de aguacate (Persea americana) han permitido cazar P. cinnamomi del suelo (Chee y
Newhook, 1965; Zentmyer et al., 1967). Para Phytophthora megasperma se ha usado
plantulas y trozos de tallos de alfalfa (Marks y Mitchell, 1970). Phytophthora de citricos,
Phytophthora cactorum en freson, etc. La propia experiencia podria, ademas, alargar el uso de
algunas trampas, tal es el caso de los pétalos inmaduros de clavel, capaces de cazar en
diferentes cultivos, P. capsici, P. cactorum, P. cryptogea, incluso en ciertas ocasiones P.

cinnamomi.

Ciertamente, los sustratos que conforman las  trampas muestran una cierta
especificidad dentro del mismo género Phytophthora: otros, por el contrario, son facilmente
invadidos por gérmenes no deseados. Algunas de estas interferencias pueden ser eliminadas
por simples trucos en la manipulacion: una delgada pelicula de agua sobre la muestra de tierra
elimina una parte de la microflora no productora de zoosporas. Sin embargo, los Pythium

pueden convertirse en los casi exclusivos contaminantes al colonizar rapidamente la trampa.
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No es Phytophthora el tGnico género que se ha estudiado para aislarlo del suelo
mediante trampas vegetales, (Nash y Synder, 1962) proponen el uso de fragmentos de tallos
de judia para aislar fusarium solani; sobre trozos vegetales depositan una gota de la
suspension del suelo problema. Plantulas de habichuela y rodajas de zanahoria son
preconizadas por (Maloy y Alexander 1958), para detectar F. solani f sp. Phaseoli y
thielaviopsis basicola, respectivamente.

Esta enumeracion de ejemplos no tiene como Unico fundamento ilustrar al lector
interesado. Tal vez, puedan estimular la imaginacion de quienes han de diagnosticar la
presencia de un hongo en un suelo, turba, sustrato, etc., independientemente de su valor para
cuantificar la densidad de inoculo, son utiles para obtener una respuesta de ausencia/presencia
de un concreto patdogeno en el suelo. Esta aplicacion cualitativa es facil, rapida y masiva. Por

esta razon parece interesante detallar dos de ellos cuya eficacia ha estado bien probada.

3.4.2 Trampas usadas en los ensayos.

Las trampas vegetales usadas en la realizacion de este proyecto fueron, los

pétalos de clavel, y los frutos verdes de aguacates.

¢ Frutos Verdes de Aguacates, (Tello et al., 1991).

Colocar el suelo problema en un vaso y humedecerlo hasta rebasar ligeramente la
capacidad de saturacion. Tomar un fruto de aguacate lejos de su punto de maduracion: una
precaucion minima es la de recogerlo sin que haya tocado el suelo de donde procede. Como
esta premisa puede no ser conocida, es conveniente, para mayor seguridad, practicar una
desinfeccion superficial eliminando posteriormente los restos del desinfectante. Se hunde el
fruto en el suelo y se deja incubar el conjunto durante 5 ¢ 6 dias en la bancada del laboratorio.
Finalizado este tiempo, se saca el fruto y se lava con agua corriente, de manera que la tierra
adherida sea eliminada. Se deja incubar en un recipiente limpio y al cabo de varios dias (3-5)
aparecen, si Phytophthora cinnamomi esta presente, sobre la superficie de la corteza del fruto
que estuvo sumergida en la tierra unas manchas circulares de colores rojo o marrén oscuro,
que indican que la trampa ha cazado. Al cortar el fruto, coincidiendo con la mancha

epidérmica, la pulpa presenta una podredumbre blanda.
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La siembra de trozos de frutos podridos sobre cualquier medio agarizado,
preferentemente selectivo, nos indicara si hay Phytophthora. Pueden ser atrapados algunos

Pythium, representado un factor perturbador, hasta enmascarador, en el analisis.

Con el fin de poder capturar Phytophthora cinnamomi se probé mediante trampas con
frutos de aguacate. No solo se hizo con muestras de suelo, sino que para descartar una posible
contaminacion acuifera también se realizé andlisis del agua de riego en este caso agua del
pantano de La Vifiuela. Se tomaron dos muestras de agua, una superficial y otra a unos 3-4

metros de profundidad, con dos repeticiones cada una.

Cuadro 13, Trampas fruto Aguacate del agua de riego procedente pantano La Vifiuela

Trampa Fruto Aguacate Repeticiones
Agua Pantano La Vinuela (Fondo) Fondo 1 Fondo 2
Agua Pantano La Vifiuela (Superficie) Superficie 1 | Superficie 2

Para cada muestra se cogidé un poco de tierra, echandose en vaso de un litro de
capacidad aportando 400 g de tierra, se saturo de agua, de tal manera que una vez sido
absorbida por la tierra se le aporto para que quedara de 1 a 2 cm, una pelicula de agua por
encima del sustrato.

A continuacion se anadi6 un fruto de forma vertical e incluso incrustandolo en el sustrato para

que se quedara sujeto.

La fecha de siembra fue (2/12/2006), trascurridos 6 dias de la siembra se retiraron los
frutos, enjuagandose, retirando la tierra adherida y dejandose secar en un medio seco,
envueltos en papel.

Pasados 6 dias, se cogieron los frutos y se les hicieron cortes trasversales, y sembrando

pequeios trozos de frutos ennegrecidos. Los medios elegidos fueron agar-malta y CMAV.
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Foto 10 vista de siembra en trampas fruto.

Fotol1 Izqda., frutos puestos a secar; derecha detalle de manchas en frutos.
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Cuadro 14, Arboles analizados para las trampas fruto de aguacate.

Tratamiento Biosolarizacion Biofumigacion Testigo
Codigo arbol Cate 1 Cate 14 Cate 2
Cate 3 Cate 16 Cate 4

Cate 13 Cate 29 Cate 5

Cate 26 Cate 45 Cate 21

Cate 27 Cate 48 Cate 24

Cate 37 Cate 61 Cate 51

Cate 39 Cate 70 Cate 57

Cate 67 Cate Bot Cate 58

- - Cate 60

- - Cate 62

- - Cate 72

Transcurridos 3 meses de los tratamientos se volvio hacer un muestreo aleatorio de la
parcela, para la realizacion del trampeo con frutos de aguacate, también se incluy¢ arboles de
la zona joven, un arbol que llevaba varios afios muerto del que tan sélo quedaba el tocon, y
dos limoneros que estaban presentes en la finca, con el fin de ver la presencia o ausencia de

Phytophthora cinnamomi en esas muestras.

Cuadro 15. Trampas fruto transcurridos 90 dias del experimento

Tratamiento | Biosolarizacion Biofumigacion Testigo
Cate 35 Cate 29 Cate 24
Cate 38 Cate 30 Cate 51
Cate 41 Cate 42 Cate 54
Cate 47 Cate 46 Cate 60
Cate 50 Cate 48 Cate 62
Cate 59 - Cate 72
Cate 67 - -
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Cuadro 16 Trampas fruto en zonas anexas a los tratamientos.

Trampa Fruto

Codigo Muestra Arbol caido

Cate zona joven

Limonero 1

Limonero 2

¢ Trampa pétalos de clavel. (Tello et al., 1991)

Para la realizacion de este experimento se cogera tierra, esta se pondra en contacto con
los pétalos de clavel, que sirven de trampa. Los pétalos a utilizar deberan ser inmaduros,
tomados de un capullo que todavia no haya comenzado a abrir. En variedades de color estaran

blancos sin asomo de tinte alguno.

Siembra de los pétalos. Segun el volumen de suspension del suelo que se quiera poner

en contacto con los pétalos, dos manipulaciones alternativas pueden ser empleadas:

Una gotita de 0.02 ml se deposita con ayuda de una pipeta Pasteur sobre el pétalo de

clavel, previamente colocado en una cdmara himeda.

El pétalo se deja flotar sobre 1 a 3 ml de la suspension del suelo a analizar. El volumen
indicado se deposita en un alveolo de una placa de las usadas para cultivos celulares. En este
caso el inoculo no estd en contacto directo con la trampa pero si las zoosporas liberadas por el
hongo. Una precaucién necesaria: la altura de la suspension en el alveolo no debera

sobrepasar los 10 mm.
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Foto 12; izqda. distintas diluciones de suelo, derecha placas sembradas con pétalos de clavel.

Cuadro 17, Trampa pétalos de clavel.

Tratamiento | Biosolarizacion ~ Biofumigacion = Testigo

Codigo arbol Cate 1 Cate 14 Cate 2
Cate 3 Cate 16 Cate 4

Cate 13 Cate 29 Cate 5

Cate 26 Cate 45 Cate 21

Cate 27 Cate 48 Cate 24

Cate 37 Cate 61 Cate 51

Cate 39 Cate 70 Cate 57

Cate 67 Cate Bot Cate 58

- - Cate 60

- - Cate 62

- - Cate 72

+¢ Identificacion del parasito, para los pétalos de clavel.

Después de 36 a 48 horas de incubacion en estufa a 24°C, los pétalos contaminados se
vuelven blandos y translucidos, en tanto que los otros se conservan intactos durante al menos
una semana. La esporulacion, que se produce en el borde de los pétalos, puede ser observada
con una lupa binocular a 100 aumentos con el microscopio. Sin embargo, es conveniente
esperar hasta el quinto dia para hacer la lectura definitiva, contabilizando los pétalos que han
atrapado Phytophthora. Las contaminaciones por Pythium pueden ser importantes

manifestando las trampas el mismo aspecto que si hubiesen cazado Phytophthora por lo que la
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lectura microscopica serd siempre necesaria. Y todavia un remarque mas anteriormente
detallado y es que el pétalo puede ademds de Phytophthora parasitica cazar otras especies del

género, ejemplo P. cinnamomi.

Lo dicho hasta ahora es valido para obtener una respuesta tipo presencia/ausencia para
diagnosticar la sanidad de un suelo. Ciertas sencillas modificaciones de este modo de
proceder permiten una agilizacion, tan necesaria en la dindmica de un laboratorio con una
importante cantidad de muestras a resolver: preparada la suspension madre del suelo tal cual
viene del campo, se distribuye en placas de Petri de 9 cm de didmetro a razon de 15-20 ml,
por capsula (es conveniente agrandar el agujero de salida de la pipeta para facilitar la caida de
la suspension de tierra). Se afaden cinco o seis pétalos a cada placa de Petri, y se incuba hasta
un maximo de 5 dias, y a temperaturas comprendidas 15 y 30 °C, comenzando la primera

lectura a las 48 horas.

Esta modificacion es valida en supuestos como los que a continuacion se describen a
titulo de ejemplo:

A veces es muy dificil, a pesar de la clara sintomatologia, aislar Phytophthora del
material vegetal. Esto es frecuente e la pareja P. cactorum/freson y en P. cactorum/frutales. El
analisis de la tierra rizosferica utilizando la técnica precocinada suele ser muy eficaz para

atrapar el micromiceto.

Viveristas y medieros demandan, antes de alquilar un terreno, conocer el estado
sanitario del suelo en lo referente a presencia de Phytophthora. El método propuesto suele ser

suficiente para dar una solucion a este tipo de planteamientos.

La estimacion cualitativa del efecto de un fungicida contra Phytophthora, asi como la

persistencia de su accion, es una aplicacion no desdefiable.

Es, para finalizar este paréntesis sobre aplicacion rapida, posible aislar a partir de los
pétalos, las especies de Phytophthora atrapadas. Varias precauciones deberan ser tomadas a
tal efecto: a) los pétalos se sembraran en un medio selectivo para Phytophthora; b) eliminar el
agua del pétalo antes de proceder a su siembra, para ello basta colocarlo sobre un papel de
filtro, que sirva de secante, durante unos minutos; ¢) seleccionar a la lupa o microscopio un

pétalo donde no se visualice Pythium.
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Prosiguiendo con la exposicion sobre el fundamento que hace posible que las trampas

cuantifiquen el inoculo de Phytophthora en el suelo

3.4.3 Analisis de raicillas.

s+ Toma de muestras.

Una vez localizado un arbol sintomatico se descubrian sus raices mas superficiales
para observar su aspecto general y detectar zonas necrosadas. Cuando se observaban
pequenias raices absorbentes necrosadas, danos tipicos de la podredumbre radicular causada
por P. cinnamomi, las muestras consistian en raices de 1 a 3 mm de didmetro, tomadas de
cuatro puntos diametralmente opuestos del arbol en la zona de los goteros, zonas humedas.
Las muestras recogidas se guardaron en bolsas de plastico para su transporte, identificando
cada muestra y conservandola en una cadmara frigorifica mantenida a una temperatura de unos

5°C, hasta su manejo en el laboratorio.

¢ Aislamiento de hongos.

Las muestras de raices recolectadas en campo se lavaban previamente con agua del

grifo para eliminar los restos de tierra adheridas a las raices. Cuando la necrosis se localizaba

en raices pequefias, se seleccionaban unos 20 trozos de 5 mm de longitud por muestras.

Foto 13, Izqda. Seleccion de raices de muestra, derecha desinfeccion de las raices recogidas.
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Foto 14 Izqda., secado de raices, derecha siembra de raices en placas Petri en medio cmav.

Posteriormente, los trozos de raices finas seleccionados se lavaban con agua destilada
y se envolvian en una gasa estéril para su posterior des infestacion superficial, mediante
inmersion en una disolucion al 20% de hipoclorito sédico (50 g de CL por litro) durante 3
min, seguida de un Ultimo lavado en agua estéril. Las muestras desinfestadas asi
superficialmente se envolvian en papel de filtro, previamente esterilizado en horno Pasteur
durante 2 h a 120°C, y se sembraban 10 trozos por muestra, en medios de cultivos adecuados.
Las placas sembradas se incubaban a 24°C durante varios dias para realizar una identificacion
posterior de las colonias fingicas crecidas.

Como medio no selectivo para los aislamientos se utilizé APD acidificado (APDA)
que permite el crecimiento de cualquier hongo y limita notablemente el crecimiento de

bacterias.

P. cinnamomi se utiliz6 AHM con vancomicina y un fungicida (AHMVF), medio selectivo
para hongos pitiaceos (Tsao y Ocama, 1969). Para la deteccion de basidiomicetos se utilizd

AM con tiabendazol (AMT).
+¢ Identificacion de hongos.
La identificacion de los hongos aislados en los diferentes medios de cultivo se llevo a

cabo por las claves de Barnett y Hunter (1972) y Arx (1974) mediante su observacion con un

microscopio invertido leitz laborver.
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La identificacién de P. cinnamomi se realizd por la presencia del micelio coraloide
tipico de esta especie en las colonias desarrolladas en placa de Petri (Waterhouse y Waterson,
1966; Stamps et al., 1990) y confirmacion posterior segun la morfologia y tamafio de los
esporangios. Los esporangios se obtuvieron por la técnica de Chen y Zentmyer (1970)
ligeramente modificada, cortando discos de 5 mm de diametro del borde de colonias de P.
cinnamomi crecidas en AHM y sembrandolos en placas con 15 ml de CVS8 clarificado, que se
incubaron a 24°C durante 24 h. transcurridos este tiempo, el hongo crecido en este medio
liquido se lavd cuatro veces con una solucion de extracto de suelo a intervalos de 30 min.
Dicha solucion se prepard mezclando 10 g de suelo con 1 litro de agua, sedimentado 2 h y
filtrado mediante una bomba de vacio con papel Whatman no 1 (Zentmyer, 1959). Tras el
ultimo lavado, los discos, mantenidos en esta solucién, se incubaron una estufa en
condiciones estandar de crecimiento (CEC): 24°C en oscuridad. Transcurridos dos dias
comenzaron a formarse los esporangios, que podian ser observados directamente en el
microscopio invertido.

AHM: Composicion por litro; 17 g de harina de maiz agar difco.
CV8: Composicion por litro; 200 ml de zumo de ocho vegetales, 2 g de CO3Ca y 800 ml de
agua destilada.

Cuadro 18, Muestras seleccionadas para la siembra de raicillas.

Tratamiento Biosolarizacion Biofumigacion Testigo

Cddigo arbol Cate 1 Cate 14 Cate 2
Cate 3 Cate 16 Cate 4
Cate 13 Cate 29 Cate 5
Cate 26 Cate 45 Cate 21
Cate 27 Cate 48 Cate 24
Cate 37 Cate 61 Cate 51
Cate 39 Cate 70 Cate 57
Cate 67 Cate Bot Cate 58
- - Cate 60
- - Cate 62
- - Cate 72
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3.5 Patogeneicidad de Phytophthora cinnamomi.
3.5.1 Cepas del oomiceto utilizadas.

Para este experimento se cogieron de los aislados obtenidos en laboratorio de las
placas de P. cinnamomi, se estudio la reaccion y virulencia en plantulas de aguacate. Asi
como el crecimiento vegetativo y la masa radicular de las plantulas.

Los aislados fueron: 72.2 Phl, 16.1 Pcin3, 1.1 Pcin2, BOT1, 2.1 Pcinl.

Cuadro 19, Cepas utilizadas para la inoculacion de plantulas.
Codigo Cepa 72.2 Phl
16.1 Pcin3
1.1 Pcin2
Bot 1
2.1 Pcinl

3.5.2 Preparacion e inoculacion de las plantulas.

Primero se cogieron semillas de aguacate de la variedad Zutano una variedad de piel
fina asi como un arbol de bastante vigor.

Las frutas una vez recolectadas del arbol se dejaron una semana en un saco de papel
para facilitar la maduracion y asi un mejor pelado en la extraccion de la semilla. La semilla se
extrajo de la fruta mediante un corte transversal y posteriormente girando el fruto, dejando la
semilla en todo un lado mientras en el otro trozo no estd de manera que sale perfectamente la
semilla con un solo corte. Las semillas se sembraron en unos vasos de un litro usados a modo
de maceta, rellenos de vermiculita desinfectada, aproximadamente unos 400 cc. Se sembraron
unas 150 plantulas, para asi tener una mejor seleccion a la hora de elegir las plantulas para el

experimento. La fecha de siembra fue 10/01/2007.
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Para cada aislado se eligieron 10 plantulas siendo cinco cepas la seleccionadas en total
serian 50 plantulas mas 10 que harian de testigo en total 60 plantulas, eligiendo aquellas que
tenian un mayor crecimiento aéreo asi como un mayor vigor y salud.

Las plantulas estuvieron en un invernadero, en donde tan solo se regaban dias alternos,

sin afiadir ningun tipo de fertilizacion, tan solo agua.

% Preparado para la inoculacion.

En un vaso de precipitado se ech6 600 ml de agua de grifo, incluyendo el contenido de una

placa Petri. A continuacion se triturd con la batidora sin tocar el vidrio, de lo contrario podria

romperse el vaso de precipitado. Una vez triturado se echd en una botella y enrasando hasta

los 1000 ml.

Foto 15, Izqda., inoculo, derecha plantulas a inocular.

La batidora es enjuagada con agua al cambiar de cepa, se seca y pulverizamos con
alcohol la parte metalica, y flameamos suavemente.
¢ Inoculacion en plantulas.
De cada botella de 1000 ml se cogié un vaso de 100 ml y se fue regando
suavemente cada maceta, de tal forma de que no lixiviara sino que la vermiculita fuera
embebiendo el liquido. Se us6 un vaso de 100 ml distinto para cada aislado para evitar

contaminaciones de aislados. La fecha de la inoculacion fue del 30/05/2007.

85



Material y Métodos

Foto 16 Detalle de plantula de aguacate en vaso con vermiculita.

Cuadro 20, codigo de plantulas de los aislados, (La primera letra es para cada codigo de aislado y la
segunda letra es para la repeticion por cada c6digo con un total de 10 repeticiones por aislado.)

Cdod. Aislado

72,2 Phl AA|AB |[AC |AD (AE |AF |AG |AH |Al AJ
16.1 PCin3 B.A|B.B [(B.C |[B.D |B.E B.F B.G |B.H |BlI B.J
1,1 PCin2 CAICB |CC |CD |CE |CF |[CG |CH |cClI CJ
BOT 1 Ph8 DA{DB (DC (DD |[DE |DF |[D.G |DH |D.I D.J
2,1 Pcinl EAA |EB [(EC |ED [EE E.F E.G |EH |EI EJ
Testigo T.A | T.B T.C |[T.D |T.E T.F TG |TH |TI T.J

Transcurridos 90 dias de las inoculaciones se realizdo mediciones del estado vegetativo de las

plantulas en cm, estado visual de las raices asi como su masa radicular.

3.6 Efecto vigorizante de la biodesinfeccion

3.6.1 Técnica de evaluacion.

Con el fin de estudiar el crecimiento vegetativo de los distintos tratamientos,

biosolarizacion, biofumigacion y testigo, el estudio consistiéo en medir tanto el crecimiento en

longitud como en el grosor.
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La eleccion de las ramitas se hizo al azar de un total de unas 10 ramitas por arbol y de
10 arboles por tratamiento para que fuese representativo, siendo un total de 30 arboles.

La fecha de la toma de datos fue el dia 24/07/2006, en donde en el mes de agosto el
arbol tiene una etapa de un crecimiento vegetativo. La fecha de la recogida de los datos para

la finalizacion del estudio fue el 23/09/2006. Con un tiempo de 60 dias.

El instrumento para la realizacion de las medidas fue un pide de rey para el grosor

dada en mm, (calibre digital 0-150mm, Sesa tools, S.A.)

\ I~

Foto 17 detalle de enumeracion y medidas en ramas de aguacate.
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Cuadro 21, Arboles en los que se evalué el efecto vigorizante de los arboles de los distintos

tratamientos. Mediciones tanto en longitud y grosor de ramas.

Tratamiento Tratamiento Tratamiento
Long. | Grosor Long. | Grosor Long. | Grosor
Cate 1 - - Cate 16 - - Cate 4 - -
Cate 3 - - Cate 25 - - Cate 21 - -
Cate 13 - - Cate 30 - - Cate 22 - -
Cate 26 - - Cate 56 - - Cate 24 - -
Cate 35 - - Cate 61 - - Cate 34 - -
Cate 37 - - Cate 64 - - Cate 51 - -
Cate 38 - - Cate 65 - - Cate 54 - -
Cate 41 - - Cate 70 - - Cate 58 - -
Cate 47 - - Cate 71 - - Cate 62 - -
Cate 50 - - Cate Bot - - Cate 72 - -
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4. Resultados y Discusion.

4.1. Analisis inicial del estado de la finca.

Porcentaje de hongos inicialmente al comenzar el proyecto para evaluar la microbiota

del suelo de la finca estudiada, figura 12.

Porcentaje de hongos de las de resultados 76 muestras.
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Figura 12, Porcentaje de las 76 muestras analizadas de hongos presentes en la finca inicialmente antes

de realizar el ensayo.

De los resultados obtenidos se pudo averiguar que el hongo maés frecuente fue Pythium

sp. Con un 72.36%, seguido de Phytophthora sp. 67.10% presente en la finca. Cabe

mencionar que Fusarium sp, concretamente Fusarium oxysporum también hace elevada su

presencia con un48.68%.

Rhizoctonia bataticola con un 18.42%, Cylindrocarpon con un 26.31%, también caben

mencionarlos.

Otros hongos que también aparecen son Ganoderma con un 2%, Aspergillus 2%

Thricoderma 2%.

&9



Resultados y Discusion

También se encontraron actinomicetos del género Streptomyces pero en porcentaje

poco elevado (2%).

4.2 Resultados sobre el efecto desinfectante en la microbiota fusarica.

4.2.1 Efecto de la biosolarizacion

Los arboles utilizados para el tratamiento fueron los siguientes para los biosolarizados frente a

los arboles testigo.

Cuadro 22, Arboles biosolarizados y testigo para el estudio de la flora fusarica.

Tratamiento Biosolarizacion Testigo

Codigo Arbol Cate 1 Cate 4
Cate 3 Cate 5
Cate 13 Cate 51
Cate 26 Cate 58
Cate 27 Cate 60
Cate 37 Cate 72
Cate 39 -

Los resultados para analisis de suelo selectivo para hongos del género Fusarium, antes
y después de aplicar la biosolarizacion, se resumen en el cuadro 23 y en las figuras 13,14,15 y
16, donde puede apreciarse que el efecto del tratamiento ha disminuido las poblaciones de las
tres especies de manera significativa, aunque no ha conseguido que estas desaparezcan del
andlisis. La excepcion para F. oxysporum puede encontrarse en el arbol codificado como
cate27, donde aumenta. Pese a ello podria decirse que la biosolarizacion disminuyo las
poblaciones de Fusarium, pero no las llevo a niveles no detectables analiticamente como le
sucedié a Martinez Francés 2008, aplicando el procedimiento en cultivos de pimientos bajo

invernadero en el campo de Cartagena (Murcia).

Fue interesante detectar la presencia de especies de Cylindrocarpon, hongo muy
proximo al género Fusarium, pero muy poco comun en los suelos horticolas pero presente en

los suelos de frutales y forestales, (Rodriguez Molina, 1996).
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Cuadro 23, Resultados de los analisis del suelo selectivo para Fusarium de arboles biosolarizados. En

el codigo de muestra el 1 significa antes del tratamiento y 2 para después del tratamiento. Muestran la

media de colonias =+ la desviacidn estandar.

Codigo Muestra  F. oxysporum F. solani F. roseum Cylindrocarpon
Cate 1.1 289.25+5.73 28+4.54 4.754+3.30 29.25+1.70
Cate 1.2 89+2.16 26+3.46 0.75+0.95 22.25+2.69
Cate 3.1 634.25+4.34 41.75+£1.70 2.25+0.95 10.75+0.95
Cate 3.2 178+2.16 36.75+1.70 0.75+0.5 6+2.16
Cate 13.1 661.25+4.27 115.5+3.10 1.5£1.29 15+1.63
Cate 13.2 238+1.82 94+2.16 1+0.81 2.25+1.5
Cate 26.1 781.25+2.62 23.5+2.38 1.5£1.91 19.5+4.65
Cate 26.2 443+5.47 1+£0.816 0.25+0.5 1+0.81
Cate 27.1 142.25+2.62 32+3.65 3.25+1.89 7.25+2.21
Cate 27.2 284.75+3.40 1.5+2.38 0.75+0.95 0.25+0.5
Cate 37.1 692.5+4.50 37+£3.91 6.75£3.5 20.5+3.10
Cate 37.2 682.25+4.03 0+0 2.75+1.25 2.25+1.70
Cate 39.1 394.25+4.03 61.75+1.70 5.5+3.31 20.25+4.64
Cate 39.2 443.2542.75 1.754£2.36 1.75£2.21 2.5+1.29
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Figura 13, Expresion grafica de la densidad de inoculo de Fusarium oxysporum en biosolarizacion.
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Figura 14, Expresion grafica de la densidad de inoculo de Fusarium solani en biosolarizacion.
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Figura 15, Expresion grafica de la densidad de inoculo de Fusarium roseum en

biosolarizacion.
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Figura 16, Expresion grafica de la densidad de inoculo de Cylindrocarpon en biosolarizacion.
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4.2.2 Efecto de 1a biofumigacion.

Cuadro 24, Arboles biofumigados para el estudio de flora fusarium.

Tratamiento ‘ Biofumigacion

Codigo Arbol Cate 14

Cate 25
Cate 29
Cate 48
Cate 56
Cate 61
Cate Bot

En el cuadro 25 y en las figuras 17,18 y 19 se muestra el efecto de la biofumigacion para
especies de Fusarium en el mismo cuadro y en la figura 20 se resumen los correspondientes al

género Cylindrocarpon. Se vuelve a encontrar el mismo efecto que se aprecié en la

biosolarizacion, una disminuciéon de la microbiota fusarica y en la presencia de

Cylindrocarpon. Podria decirse que ambos tratamientos tienen un efecto comparable.
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Cuadro 25, Resultado de los analisis de suelo selectivos para Fusarium de arboles

biofumigados. En el cddigo de muestra el 1 significa antes del tratamiento y 2 para después del

tratamiento. Muestran la media de colonias =+ la desviacion estandar.

Codigo Muestra  F. oxysporum F. solani F. roseum Cylindrocarpon
Cate 14.1 352+2.16 44+9.12 2.5+1.29 9+2.16
Cate 14.2 193+£2.94 18.25+1.70 1£0.81 0.75+£0.95
Cate 25.1 156.75+1.70 59+1.41 2.754£2.21 7.5+£3.87
Cate 25.2 102+1.82 19.5+1.29 0.75+0.95 1.75+1.70
Cate 29.1 644.5+4.20 80.5+1.29 27+3.55 6.5£1.29
Cate 29.2 320.75+1.70 57.5+1.29 20.25+3.77 2.25+.5
Cate 48.1 401+2.94 63.5+£1.29 7.254+3.40 22+2.94
Cate 48.2 187£2.16 17.5+£3.87 1+0.816 1.5+1.29
Cate 56.1 138.75+1.25 21.25+6.84 2.75+1.70 20.5+8.06
Cate 56.2 52+2.58 7+£4.76 1.5+1.29 0.75+£0.95
Cate 61.1 500.25+8.26 93+4.082 31+6 14.5+£2.08
Cate 61.2 438.25+6.23 39.2542.5 7.75+3.5 1.5+1.29
Cate Botl 662.25+6.07 37.75+3.40 12.75+5.18 22.25£12.99
Cate Bot2 177.7548.30 17.5£3.69 2.5£2.51 1.25£1.5
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Figura 17, Expresion grafica de la densidad de inoculo de Fusarium oxysporum en biofumigacion.

120

FUSARIUM SOLANI EN BIOFUMIGACION

g

o]
o

BANTES 1
W DESPUES 2

S
o
1

_|

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS
o =N
=] S

Cate14 Cate25 (Cate29 Cated8 Cateb6 Cate6l CateBOT
CODIGO DE MUESTRA

Figura 18, Expresion grafica de la densidad de indculo de Fusarium solani en biofumigacion.
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Figura 19, Expresion grafica de la densidad de inoculo de Fusarium roseum en biofumigacion.
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Figura 20, Expresion grafica de la densidad de inoculo de Cylindrocarpon en biofumigacion.
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Arboles testigo

En el cuadro 26 se reflejan los resultados correspondientes a los arboles testigo, (no

biosolarizados ni biofumigados).

Cuadro 26.Resultados de los analisis de suelos selectivos para Fusarium de arboles testigos. En el
codigo de muestra el 1 significa antes del tratamiento y 2 para después del tratamiento. Muestran la

media de colonias =+ la desviacidn estandar.

Codigo Muestra  F. oxysporum F. solani F. roseum Cylindrocarpon
Cate 4.1 95.5+2.38 204.75+5.79 6.75+0.95 21.5+1.29
Cate 4.2 107.5+3.87 238.75+2.98 13.5+£1.73 35.5£1.29
Cate 5.1 343.25+2.75 44.5£1.29 2.25£1.25 7+1.82
Cate 5.2 199.75+1.70 44+3.74 2.75+1.70 9.75+0.95
Cate 51.1 294.75+3.5 41.75+2.36 4.5+1.29 11.25+0.95
Cate 51.2 573+5.59 55+3.36 942.16 15.254+1.25
Cate 58.1 146+2.16 62+2.16 1.5+£0.57 5.5+1.29
Cate 58.2 208.25+7.27 71.75+1.70 2.5+£1.29 11.5+1.29
Cate 60.1 306.25+3.5 39+2.16 2+1.41 4.75+0.95
Cate 60.2 208+.82 63+2.58 3.5+£2.38 7.75+£0.5
Cate72.1 1414£5.94 23+2.94 1+0.81 21+2.16
Cate 72.2 136.25+2.62 29.75+1.25 1.25+0.5 21+2.16

En el cuadro 26 puede apreciarse como no ocurre una disminucion generalizada de las

microbiota fusarica y de Cylindrocarpon, antes al contrario parecen aumentar en la mayoria

de los casos, (graficas para Fo, Fs, Fr y Cylindrocarpon), aunque dicho aumento no es muy

significativo.
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Figura 21, grafica de resimenes de casos de unidades formadoras de colonias de los distintos

tratamientos antes y después en los distintos hongos, F. oxysporum, F. solani, F. roseum y

Cylindrocarpon.

De forma general podemos decir que tanto los tratamientos de biosolarizacién como

de biofumigacion las poblaciones tanto de la flora fusarica como de las poblaciones de

Cylindrocarpon disminuyeron mientras que en los testigo aumento ligeramente las

poblaciones.
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4.2.3 Comentarios globales a los resultados.

En la grafica 23 se resumen los resultados, especie por especie de Fusarium y para el

género Cylindrocarpon.

Podra comprobarse que en los tratamientos testigo la poblacion de Fusarium y de

Cylindrocarpon varia muy poco, mientras que en los tratamientos con biodesinfeccion dichas

poblaciones aumentan significativamente. De igual manera, la aplicaciéon de la materia
orgdnica con o sin biosolarizacion disminuyen de manera general, y apreciadamente las
poblaciones de ambos géneros. Esta parte del trabajo tenia como objetivo comprobar si la
biodesinfeccion del suelo seria apreciable en la plantacion arborea, donde el sombreo
ocasionado por los propios aguacateros podria disminuir o diluir el efecto de la
biosolarizacion, bien es cierto que no se ha mostrado tan drastica como muestran los
resultados de Martinez Francés (2008), para el cultivo de pimiento bajo invernadero en el

campo de Cartagena (Murcia).

(Se podria apreciar el efecto de la biodesinfeccién en el huerto de aguacates para
Oomicetos como Phytophthora o Pythium? Téngase en cuenta que mientras las especies de

Fusarium y las de Cylindrocarpon no ha sido citados como patdégenos del aguacatero,

Phytophthora cinnamomi (y otras especies) es un activo productor de la podredumbre

radicular de los arboles.

4.3 Resultado sobre el efecto desinfectante en la microbiota conformada por
Phytophthora y Pythium.

Se presentan a continuacion los resultados concernientes a la biodesinfeccion y su

efecto sobre los Oomicetos Pythium y Phytophthora.

4.3.1 Efecto de la biosolarizacion sobre Phytophthora ssp. y Pythium ssp.

En el cuadro 27 se presenta el efecto medido con tres técnicas analiticas diferentes.
Trampas vegetales (pétalos de clavel y frutos de aguacate) y analisis de raicillas en un medio

selectivo.
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Cuadro 27, Resultados sobre el andlisis de suelo del alcorque y de las raicillas de arboles
biosolarizados utilizando diferentes técnicas para Phytophthora sp.

Técnica Aplicada

Biosolarizacion Trampa Clavel Frutos Aguacate Raicillas %
Codigo Arbol Antes Después Antes Después Antes Después
Cate 1 - - + - 20 10
Cate 3 + < + + 60 10
Cate 13 - - - - 0 0
Cate 26 - - - - 75 0
Cate 27 - - - - 10 0
Cate 37 + - - - 40 20
Cate 39 + - - - 15 10
Cate 67 + + + - 55 0

Tanto en trampas de clavel como en los frutos aguacate el += Presencia y el —
Ausencia del hongo, la lectura microscopica debe ser cuidadosa, ya que las colonias de

Pythium pueden enmascarar las colonias de Phytophthora.

Para los frutos aguacate se daria como positivo no solo la presencia de manchas si no
la siembra en medio de cultivo Agar Malta, sembrandose trozos de frutos ennegrecidos, y

posteriormente vistas al microscopio para ver dichas colonias corresponden a de

Phytophthora.

Con ambas técnicas se observa el erratismo de la respuesta. Asi, antes de tratar con los
pétalos de clavel aparecen un 50% de las muestras con presencia positiva de Phytophthora,
mientras que con los frutos de aguacate solo se aisla en el 37.5%. Y ademas, no son muestras
coincidentes. Solamente coinciden 2 de las 8 muestras analizadas (cate3 y cate 67). Desde un
punto de vista de la eficacia del tratamiento, si es cierto que con ambas técnicas se aprecia una
disminucién, esta evidentemente no es suficiente y su validez esta ligada al ya mencionado

erratismo de los analisis.
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Cuando se observan los resultados obtenidos con la técnica de analisis de raicillas en
un medio selectivo para Phytophthora (Cuadro 27 y figura 22). Puede apreciarse igualmente
que con las otras técnicas una disminucion de la presencia del hongo pero no se logra la

desaparicion analitica del hongo.

El deficiente efecto de la biosolarizacion en el suelo de los alcorques se aprecia
también cuando se observan los resultados concernientes a Pythium (Cuadro 28, figura 23).

Efecto que aparentemente esta mejor evaluado sobre las raicillas que sobre el suelo.

La expresion de resultados en lo concerniente a los pétalos de clavel se a
promediado de la siguiente manera; En las trampas para clavel se realizd un total de 15
pétalos por muestra dando como positivo cada pétalo infectado, debido a que la intensidad de
pétalos infectados era demasiado alta se decidi6 darle valor numérico para que fuera mas
visual ver dichos resultados. Cada pétalo infectado por al menos una colonia se dio como
positivo dandose un valor numérico 1, sumandose los 15 pétalos y realizdndose la media asi

como la desviacion estandar

TRAMPAS DE RAICILLAS EN BIOSOLARIZACION,
para Phytophthora.

80%

70%

60%

50%

40%

PORCENTAJE DE INFECCIGN DE RAICES

30%

20%

10% l
0%
Catel | Cate3 |Cate 13 | Cate 26 | Cate 27 | Cate 37 | Cate 39 | Cate 67

B ANTES DEL TRATAMIENTO 20 60 0 75 10 40 15 55
B DESPUES DEL TRATAMIENTO 10 10 4] ] 0 20 10 4]

CODIGO DE MUESTRAS

Figura 22 Aislamiento de Phytophthora de las raicillas de arboles de aguacate antes y después de
biosolarizar.

101



Resultados y Discusion

Cuadro 28, Efecto de la biosolarizacion en suelo y raicillas de aguacatero en la disminucion de la

presencia de Pythium spp.
Técnica Aplicada
Biosolarizacion Trampas Clavel Trampas Raicillas %
Codigo muestra Antes Después Antes Después
Cate 1 5+0 3.66+0.47 40 25
Cate 3 2.66+£0.47 2+0.81 35 10
Cate 13 2.66+£0.47 0+0 30 0
Cate 26 5+0 3+0 35 0
Cate 27 4.33+0.94 2+0.81 25 0
Cate 37 4.66+0.47 1.66+0.47 15 0
Cate 39 5+0 24+0.81 20 0
Cate 67 4.33+0.94 2.33+0.47 45 25
- I T — s Buthium
-§ L T i
g 4 = ;:;itr:spas Clavel
.é biosolarizacion
§' g i i ® Trampas clavel
= Después
E 5 biosolarizacion
1
0
Cate1 Cate3 Cate 13 Cate 26 Cate 27 Cate 37 Cate 39 Cate 67
codigo de muestra

Figura 23 Expresion grafica de los resultados del analisis del suelo para Pythium spp. antes y despues

de biosolarizar.
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Figura 24, Expresion grafica de los resultados del analisis de raicillas de aguacate para Pythium ssp.

antes y después de biosolarizar.

Foto 18, Esporangios de Phytophthora en las trampas con pétalos de clavel.
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4.3.2 Efecto de la biofumigacion sobre Phytophthora spp y Pythium spp.

Se presentan los resultados para Oomicetos en el ensayo donde se aplico la

biofumigacion.

Cuadro 29, Efecto sobre Phytophthora spp de la biofumigacion en suelo y raicillas de arboles
de aguacate biofumigados.

Técnica Aplicada

Biofumigacion

Codigo Arbol | Antes Después Antes Después Antes Después
Cate 14

Cate 16 + + - - 40 25
Cate 29

Cate 45 - - - - 45 5
Cate 48

Cate 61 + - + - 35 10
Cate 70

Cate Bot 4 = + + 45 45

En el cuadro 29 vuelve a presentarse para las tres técnicas aplicadas el mismo
erratismo de las muestras para capturas Phytophthora. En este caso hay un aspecto que
ahonda dicho erratismo: la aparicion del hongo en la muestra recogida después del
tratamiento, cuando en el andlisis previo no se aislo. (Muestra cate 14). De manera general y
tomando el comentario con toda precaucion, podria decirse que el efecto desinfectante aunque
existe, este es menos llamativo que con la solarizacion. Esto esta de manera mas patente en el
analisis de las raicillas (figura 25), donde la presencia de Phytophthora no desaparece en
ninguna muestra. Los andlisis de Pythium antes y después de biofumigar (cuadro 30 y figuras
26y 27) corroboran los comentarios realizados para Phytophthora.
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TRAMPAS DE RAICILLAS Phytophthora EN
BIOFUMIGACION

70%

50%

30%

20%

10%

PORCENTAIE DE INFECCION DE RAICES

Cate Cate Cate Cate Cate Cate Cate Cate

14 16 29 45 48 61 70 Bot
m ANTES DEL TRATAMIENTO 20 40 40 45 70 35 40 45
B DESPUES DEL TRATAMIENTO 10 25 25 5 30 10 35 45

CODIGO DE MUESTRAS

Figura 25, Aislamiento de Phytophthora de las raicillas de arboles de aguacate antes y despues de
biofumigar.

Cuadro 30, Efecto de la biofumigacion en suelo y raicillas de aguacatero sobre Pythium spp.

Técnica Aplicada

Codigo muestra Antes Después Antes Después

Cate 16 5+0 3.33+£0.47 20 15

Cate 45 1.33+0.94 1.33+0.47 5 0

Cate 61 4+1.41 2.33+0.47 80 75

Cate Bot 5+0 3+0.81 45 25
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trampas clavel|

biofumigacion Pythium

numero de petalos colonizados

codigo de muestra

B Trampas Clavel Antes

biofumigacion

¥ Trampas clavel

Cate 14 Cate 16 Cate 29 Cate 45 Cate 48 Cate 61 Cate 70 Cate Bot

Después biofumigacion

Figura 26, Expresion grafica de los resultados analiticos del suelo para Pythium spp. antes y

despues de biofumigar.
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Figura 27, Expresion grafica de los resultados del analisis de raicillas de aguacatero para Pythium,
antes y despues de biofumigar.
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4.3.3 Arboles testigo utilizados para el estudio de Phytophthora y Pythium. Comentarios
al resultado global.

Los resultados se resumen en el cuadro 31.

Cuadro 31, Resultados sobre el andlisis del suelo del alcorque y de las raicillas de arboles
testigo utilizando diferentes técnicas de aislamiento de Phytophthora.

Técnica Aplicada

Testigo Trampa Clavel Frutos Aguacate Raicillas %
(;édigo Antes  Después Antes Después Antes Después
Arbol

Cate 2 - - - I 45 30
Cate 4 + - - - 30 55
Cate 5 - - - - 20 35
Cate 21 - + - - 0 25
Cate 24 - - 4 + 35 45
Cate 51 - - + + 60 20
Cate 57 + + - - 50 25
Cate 58 - - - - 35 35
Cate 60 - - + + 10 25
Cate 62 - - + + 50 55
Cate 72 + + - + 20 60

Los resultados ponen de manifiesto una vez mas, el erratismo del muestreo del suelo,
aunque las raices presenten una mayor uniformidad en la respuesta, permitiendo sugerir que la
biosolarizacion tuvo un efecto mas apreciable que la biofumigacion. Asi puede apreciarse en
el cuadro 32 y en la figura 28.

Apréciese la drastica disminucion global que ocurre para el caso de la biosolarizacion

en lo concerniente a Phytophthora.
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M Antes 45 30 20 0 35 60 50 35 10 50 20
H Después 30 55 35 25 45 20 25 35 25 55 60
CODIGO DE MUESTRAS

Figura 28, Expresion grafica de los resultados del andlisis de raicillas de aguacatero para
Phytophthora, antes y despues testigo.

Cuadro 32, Media y desviacion estandar de la presencia de Phytophthora en las raicillas de los
aguacateros para los tratamientos de biodesinfeccion en relacion al testigo, considerando todos los
arboles.

Tratamiento Raices Antes Raices Después
Arboles Testigo 32.27£17.62 37.27+13.54
Biosolarizacion 34.37+25.30 6.25+6.95
Biofumigacion 41.87+12.97 23.12+12.97
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TRAMPAS DE RAICILLAS
50% B ANTES DEL TRATAMIENTO
45% TESTIGO
40%
I DESPUES DEL TRATAMIENTO
35% TESTIGO
30%
= ANTES DE BIOSOLARIZACION
25%
20%
DESPUES BIOSOLARIZACION
15%
10%
B ANTES BIOFUMIGACION
5%

0%

TOTALES DESPUES BIOFUMIGACION

Figura 29, Expresion grafica de la disminucion de Phytophthora en las raices de los arboles, antes y
despues de biodesinfectar.

Considerando la presencia de Pythium, en el cuadro 33 se resumen los resultados
obtenidos para los arboles tomados como testigo, realizandose después un resumen global

para todos los arboles y tratamientos (Cuadro 34).

Cuadro 33, Resultados sobre el analisis para Pythium del suelo del alcorque y de las raicillas de los
arboles testigos utilizando diferentes técnicas de aislamiento.

Técnica Aplicada

Testigo Trampas Clavel Trampas Raicillas %
Cdodigo Antes Después Antes Después
muestra

Cate 2 3+1.63 3.334+0.47 30 25
Cate 4 5+0 4.66+0.47 25 25
Cate 5 3.33+0.47 3.66+0.47 25 25
Cate 21 4+0 5+0 30 20
Cate 24 3+2.1 3.66£0.94 5 0
Cate 51 540 40 25 20
Cate 57 5+0 4.66+0.47 0 0
Cate 58 5+0 540 0 0
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Cate 60 5+0 5+0 45 35
Cate 62 0.33+0.66 2.66+0.47 100 95
Cate 72 54+0 54+0 35 25

trampas clavel TESTIGO Pythium

M Antes Media

M Después Media

numero de petalos colonizados

Cate 2 Cate 4 Cate5 Cate Cate Cate Cate Cate Cate Cate Cate
21 24 51 57 58 60 62 72
codigo de muestra

Figura 30 Expresion grafica de los resultados analiticos del suelo para Pythium spp. antes y

despues testigo.

Trampas raicillas TESTIGO Pythium
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porcentaje de raices infectadas

Sl NN N
0% .

Cate | Cate | Cate | Cate Cate | Cate | Cate | Cate

Cate2 Cated CateS| 1 | 54 | 51 | 57 | 58 | 60 | 62 | 72

M Antes 30 25 25 30 5 25 0 0 45 100 35
H Después 25 25 25 20 0 20 0 0 35 95 25

Figura 31, Expresion grafica de los resultados del analisis de raicillas de aguacatero para Pythium,

antes y despues testigo.
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Cuadro 34, Media y desviacion estdndar de las raices de trampas de raices para Pythium de los
tratamientos biosolarizacion, biofumigacion y arboles testigo.

Tratamiento Raices Antes Raices Después
Biosolarizacion 30.62+9.49 7.5£10.60
Biofumigacion 31.25+£23.94 20.65+22.83
Arboles Testigo 29.09+£26.35 24.54+25.05

4.3.4 Comentarios generales a los resultados.
De igual manera que se apreci6 un efecto de la biodesinfeccion en la disminucion de la
microbiota fusarica en los arboles tratados, también se ha observado un efecto aniloga sobre

los Oomicetos Phytophthora y Pythium. Efecto mucho mas acusado en el caso de la

biosolarizacion que en la de la biofumigacion. Resultados que hay que contemplarlos con la
versatilidad que aporta el muestreo. Es cierto que los trabajos del equipo del Dr. Lacasa
Plascencia, centrados en el cultivo del pimiento bajo el invernadero en el Campo de Cartagena
(Murcia), la biosolarizacién conseguia disminuir hasta cero la presencia de Phytophthora

capsici y P. parasitica, aunque la enfermedad no se erradicaba, también hay que tener presente

que se trataba de cultivos y manejos de los tratamientos al suelo muy diferentes.

4.4 Resultados sobre patogeneicidad de P. cinnamomi en plantulas de aguacate.

La fecha de inoculacion fue el 30/05/2007, trascurridos 90 dias se procedio a la realizacion de
los analisis, siendo la fecha de estos de 3/09/2007.

Los resultados se presentan en el cuadro 48 y corresponden a medidas realizadas
durante los 90 dias que se mantuvieron las plantas inoculadas. Lo primero que debe sefalarse
es que no muri6 ninguna planta durante el periodo de tiempo considerado. Las columnas que
con mas claridad revelan los efectos de cada una de las cepas de Phytophthora cinnamomi
inoculadas son las correspondientes a la gravedad de sintomas (figura 32) al crecimiento A de

la b, (figura 33). La relacion con el testigo es bien neta. Sin embargo, el peso de las raices
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que es el lugar donde tienen su actividad el patdogeno no da una informacion valida. Tal vez
esta respuesta radicular este en consonancia con lo que ocurre en el campo: Desde la primera
manifestacion de sintomas de un arbol hasta que muere, puede transcurrir varios afios. Una

secuencia fotografica del estado de las raices puede apreciarse en las fotos 19, 20 y 21.

Testigo
En las plantulas testigo a pesar de tener un buen aspecto radicular (6.4), estas eran
escasas y de poca masa, (18.8g), no encontrandose raicillas necrosadas, pero esto no quiere

decir que no tuviera buena salud de la parte aérea con una media de 12.4 cm

72.2 Phl.
Con una escala visual (5), la cantidad de raices era abundante encontrdndose algunas
necrosadas, pesando (45.7g), en donde aqui la altura si influyo bastante con solo (6.07) cm de

altura.

16.1 Pcin3.
En esta muestra la escala visual de (4) con unos (25.5) g de peso en raices y una altura
(4 cm), se ve claramente que con esta cantidad de raices y con bastante necrosidad no

pudieron crecer demasiado.

1.1Pcin2
Con una escala visual (3.2) y un peso de (16.2) g, donde las raices en algunas
muestras eran casi inexistentes y numerosas necrosadas. A pesar de no tener raicillas llegaron

a un incremento de altura de 1.5 cm.

Bot1.PhS8.
Con un buen estado visual de las raicillas (7.2), y un peso de (34.04)g y bastante altura
(15)cm. Parece ser que en este caso el hongo patdégeno a favorecido al crecimiento tanto

radicular como vegetativo.

2.1Pcinl.

Estado visual de (4), masa radicular (26.48)g y un crecimiento de 2 cm.
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Debemos resaltar que 1.1Pcin2 y 2.1Pcinl son los mas agresivos, conteniendo
numerosas raicillas necrosadas y con un crecimiento radicular escaso, con lo cual su bajo peso
y como mayor inconveniente-consecuencia una disminucion de la parte aérea, quedandose

con un crecimiento menor.

Le sigue 16.1Pcin3 siendo menos agresivo que los dos anteriores. Bot1Ph8, parece no
haberle afectado la inoculacion del hongo patdgeno.

72.2Ph1 a pesar de tener una buena masa radicular el crecimiento vegetativo fue
menor.

Cuadro 35, patogeneicidad de los aislados de P. cinnamomi sobre plantulas de aguacatero.

Cog. de aislado  G. Sintomas’ \ M.P. raices’ (2) M.h.i’ (cm) M.h.final' = A de h’

72.2 Phl 5+2.32 45.7£12.97 17.5+£6.76 | 23.57+£6.76 | 6.07+1.69
16.1 Pcin 3 4.5+2.01 25.56+9 33+8.84 374£9.53 4+1.48
1.1 Pcin 2 3.2+0.87 16.24+6.81 37.54+6.80 39+6.63 1.5+0.5
Bot 1 Ph8 7.2+2.4 34.02+11.48 43+3.68 58+5.63 15+2.32
2.1 Pcinl 4.4+1.62 26.48+21.93 42.5+8.86 44.5+£9.06 2+0.63
Testigo 6.4+1.90 18.88+8.36 35.3+13.73 | 47.7+16.17 12.4+4.10

Leyenda; G.sintomas' gravedad de los sintomas, M.P. raices® media del peso de las raices; M.h.i’ (cm)
media de altura inicial en centimetros; M.h.final* media de la altura final después del ensayo; A de h’
Incremento de altura en centimetros. Todos los valores estan representados con su media + su
desviacion estandar

El valor de escala fue de un estado visual de las raices siendo un 10 para un buen

estado y un 0 para un mal estado de las raices.

gravedad de sintomas
8
7
26
=
5 -
)
4
-]
= 3
[+
3 2 -
@
1 -
0 T T T T T
722Phl 16.1Pcin3 1.1Pcin2 Bot1Ph8 2.1Pcinl Testigo
CODIGO DE AISLADO

Figura 32, Expresion grafica de la gravedad de los sintomas de las distintas cepas

inoculadas con P. cinnamomi.
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Figura 33, Expresion grafica del incremento del crecimiento expresado en centimetros total de
las plantulas inoculadas con P. cinnamomi.

Foto 19; Aspecto de las raices de plantulas inoculadas con P. cinnamomi Izqda. 72.2 Phl, Derecha
16.1 Pcin3.
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&

Foto 20; Aspecto de las raices de plantulas inoculadas con P. cinnamomi Izqda. 1.1 Pcin2. Derecha
BOT1PhS.

— CAN -

Foto 21, Aspecto de las raices de plantulas inoculadas con P. cinnamomi Izqda. 2.1 Pcinl, Derecha
plantulas testigos.
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4.5. Resultados sobre el efecto de la biodesinfeccion en el crecimiento de los arboles.

Uno de los efectos de la aplicacion de la biosolarizacion es el aumento del vigor.
Aumento ya evaluado para otros cultivos arboreos como el olivo. En este apartado se recogen

dichos resultados.

4.5.1 Resultados de la biosolarizacion.
Se resumen en los cuadros 36 y 37 y en las figuras 34 y 35.

Cuadro 36, Incremento del crecimiento de los brotes de arboles biosolarizados tanto en longitud como

€n grosor.
~ Media del crecimiento en ~ Media del crecimiento en grosor
longitud (cm) (cm)

Cate 1 3.56+5.39 0.14+0.195
Cate 3 3.7£5.10 0.18+0.21
Cate 13 0.55+0.72 0.03+0.03
Cate 26 0.24+0.45 0.01+0.02
Cate 35 2.7+2.83 0.09+0.11
Cate 37 10+£7.38 0.12+0.09
Cate 38 9.52+5.32 0.32+0.02
Cate 41 21425.20 0.31+0.48
Cate 47 3.30+2.94 0.10+0.05
Cate 50 3.65+3.73 0.16+0.17

Cuadro 37, Valores medios de los incrementos de grosor y longitud de los brotes de los arboles
biosolarizados.

Tratamiento Media longitud (cm) Media grosor (cm)

Arboles biosolarizados 5.79+6.74 0.15+0.12
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Se podra comprobar que no todos los aguacateros respondieron uniformemente. Los
codificados como cate 38 y cate 41 presentaron unos méaximos frente a los codificados cate 13

y cate 26. Ello puede apreciarse en la desviacion tipica de la media de la longitud.

Incremento crecimiento longitud
biosolarizacion

wo

Longitud en cm

Lllllll%

Cate1l Cate3 Catel13 Cate 26 Cate35 Cate37 Cate38 Cate 41 Cated4/ Cate50

Codigo muestra

O =NWRUTO~C0

Figura 34,Expresion grafica del incremento de crecimiento en longitud en centimetros del tratamiento
biosolarizacion.

Incremento de crecimiento grosor
biosolarizacion
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rosor {cm)

504

0,3

0,2

o . B

;| - n i O

Cate1l Cate3 Cate 13 Cate 26 Cate 35 Cate 37 Cate 38 Cate 41 Cate 47 Cate 50
codigo muestra

Figura 35, Expresion grafica del aumento del grosor en centimetros del tratamiento biosolarizacion.
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4.5.2 Resultados de la biofumigacion.

Se resumen en los cuadros 38 y 39 y en las figuras 36 y 37.

Cuadro 38, Incremento del crecimiento de los arboles biofumigados tanto en longitud como en grosor.

?()digo Media del crecimiento en Media del crecimiento en
Arbol longitud (cm) grosor (cm)
Cate 16 0.32+0.31 0.04+0.036
Cate 25 0.76+1.28 0.03+0.02
Cate 30 2.15+2.53 0.04+0.02
Cate 56 3.73+2.54 0.18+0.13
Cate 61 3.6+4.43 0.14+0.12
Cate 64 2.25+3.37 0.17+0.18
Cate 65 0.65+0.63 0.05+0.03
Cate 70 2.4+2 0.12+0.12
Cate 71 1.15+0.86 0.05+0.04
Cate Bot 2.9+2.46 1.17+0.94

Cuadro 39, Valores medios de los incrementos del grosor y longitud de los brotes de los arboles

biofumigados
Tratamiento Media longitud (cm) Media grosor (cm)
Arboles biofumigados 1.99+1.22 0.95+0.05

Como ocurri6 en la biosolarizacion los resultados son disparejos, de manera que hay

aguacateros que crecen considerablemente mas que otros.
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Incremento de crecimiento longitud
biofumigacion

2
| I I
. m C

Cate 16 Cate 25 Cate 30 Cate 56 Cate 61 Cate 64 Cate 65 Cate 70 Cate 71 Cate Bot

codigo muestra

w

longitud {cm)

Figura 36, Expresion grafica del incremento de crecimiento en longitud en cm del tratamiento

biofumigacion.
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Cate 16 Cate 25 Cate 30 Cate 56 Cate 61 Cate 64 Cate 65 Cate 70 Cate 71 Cate Bot

grosor

codigo muestra

Figura 37, Expresion grafica del incremento de crecimiento en grosor cm del tratamiento

biofumigacion.
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4.5.3 Resultados en los arboles testigos.

Se resumen en los cuadros 40 y 41 y en las graficas 38 y 39.

Cuadro 40. Incremento del crecimiento de los arboles testigo tanto en longitud como en grosor.

C,(’)digo Media del crecimiento en Media del crecimiento en
Arbol longitud (cm) grosor (cm)
Cate 4 3.38+3.99 0.082+0.081
Cate 21 2.40+4.2 0.03+0.03
Cate 22 0.45+0.41 0.08+0.07
Cate 24 2.11+£2.48 0.09+0.10
Cate 34 0.4+0.3 0.02+0.03
Cate 51 1.6+1.51 0.04+0.06
Cate 54 1.8+2.03 0.03+0.03
Cate 58 1.6+£0.83 0.10+0.07
Cate 62 0.76+0.68 0.06+0.05
Cate 72 1.00+0.57 0.07+0.04

Cuadro 41, Valores medios de los incrementos del grosor y longitud de los brotes de los arboles

testigo.
Tratamiento Media longitud (cm) Media grosor (cm)
Arboles Testigo 1.31£1.39 0.63+0.02

Como ocurri6 en los tratamientos de biodesinfeccion, los arboles testigo muestran una

importante variabilidad en la respuesta.
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Incremento de crecimiento longitud testigo
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Figura 38 , Expresion grafica del incremento de crecimiento en longitud en cm del tratamiento arboles

testigo
Incremento de crecimiento grosor testigo
0,2
0,15
B
% 01
8
[T:]
) :I I I I [
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Cate 4 Cate 21 Cate 22 Cate 24 Cate 34 Cate 51 Cate 54 Cate 58 Cate 62 Cate 72
codigo muestra

Figura 39, Expresion grafica del incremento de crecimiento en grosor cm del tratamiento arboles

destigo.
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Cuadro 42, Valores medios del vigor de los brotes de los arboles con biodesinfeccion frente al

testigo.
CUADRO GLOBAL
Tratamiento Media longitud (cm) | Media grosor (cm)
Biosolarizacion 5.79+6.74 0.15%0.12
Biofumigacion 1.99+1.22 0.2 £0.05
Testigo 1.31+1.39 0.063+0.02
Incremento de crecimiento en longitud
6
5,5 -
s |
4,5 -
— 4 T
E 3,5 -
2 3
W55
CH.
1,5
1 -
0,5 -~
0 -
Biosolarizacion Biofumigacion Testigo
Tratamientos

Figura 40,Expresion grafica del incremento de crecimiento en longitud en cm de los distintos

tratamientos, biosolarizacion, biofumigacion y testigo.

Incremento crecimiento grosor testigo

0,25

Q
N
N

&
o
0

grosor (cm)

Biosolarizacion Biofumigacion Testigo

Tratamiento

Figura 41,Expresion grafica del incremento de crecimiento en grosor en cm de los distintos

tratamientos, biosolarizacion, biofumigacion y testigo.
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4.5.4. Comentarios a los resultados sobre el efecto vigorizante.

La comparacion de los tratamientos de biodesinfeccion con los arboles no tratados y
pese a la dispersion de las medidas, sugieren con claridad que la biosolarizacion promueve el
crecimiento longitudinal de los brotes de una manera importante frente a la biofumigacion y
frente al testigo. De igual manera en la biofumigacion se observa un efecto vigorizante y de

menor tamafio que con la cubierta plastica.
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5. CONCLUSIONES.

El trabajo presentado ha puesto de manifiesto que, la aplicacion de la biodesinfeccion
del suelo en los alcorques de aguacateros afectados por marchitez o decaimiento, en el cual
esta implicados, Phytophthora cinnamomi, puede ser aplicada sin ejercer ningun efecto
negativo sobre los arboles, antes al contrario parece producir una accioén vigorizante. Accion
que es notablemente mdas acusada para la técnica de biosolarizacion que para la de

biofumigacion.

Ademas, la biodesinfeccion, de manera global, provoca una disminucion en la
microbiota conformada por especies del genero Fusarium, que aunque no se han citado como
patdgenos en el cultivo del aguacatero, pueden servir como indicadoras de la eficacia del
procedimiento. Eficacia que es mayor al utilizar la biosolarizacion. Biosolarizacién que
también ha mostrado su actividad frente a Phytophthora, una de cuyas especies ha sido

considerada como uno de los mayores problemas del cultivo.

La técnica de biofumigaciéon también ha ejercido un efecto apreciable en la
disminucion de la densidad de inoculo de Phytophthora pero en menor medida que cuando se
ha combinado con la solarizacion. La actividad desinfectante de la biodesinfeccion también ha
sido observada para el género Pythium, cuyo papel parasitario en las raices de los arboles no

ha sido citada.

El trabajo sugiere que la reiteracion de la técnica de biosolarizacion mereceria una
investigacion mas amplia, centrada, especialmente, en la repeticion anual sobre los mismos

arboles.
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