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RESUMEN

Son muy diversas las enfermedades causadas por microorganismos que establecen
una asociacion parasitaria entre una planta hospedante, que se desarrollan bajo
una ambiente favorable para su desarrollo. Estas enfermedades son una causa
limitante en el sector agricola de Colombia y el mundo, es por eso que es importante
realizar un correcto diagnostico e identificacion de los patdgenos causales de estas.
Los cultivos ornamentales son susceptibles al ataque de numerosos
microorganismos sobre especies vegetales cultivadas como Callistephus chinensis,
comunmente conocida como “Matsumotos”, que produce una variedad de flor de
corte incluida en bouquets destinados a exportacion. Esta planta ornamental es muy
susceptible al ataque de microorganismos pertenecientes a los reinos chromistas,
fungicos y a bacterias, durante todo el ciclo de vida especialmente en los primeros

estados de desarrollo y al final de su ciclo productivo.

El objetivo de esta investigacion fue identificar los agentes causales de las
enfermedades que atacan a los Matsumotos en cultivos de la sabana de Bogota.
Siguiendo los postulados de Koch, se tomaron muestreos de las plantas enfermas,
en diferentes edades, posteriormente se realizd la descripcién de sintomas y el
aislamiento en medios selectivos de los microorganismos responsables de los
cambios fisiolégicos, para su identificacion taxonomica y una vez purificados se
inocularon sobre plantas sanas para realizar las pruebas de patogenicidad. Los
microorganismos identificados durante la investigacion fueron los Oomicetes
Pythium sp., y Phytophthora sp., estos dos géneros estrechamente relacionados
con enfermedades que ocasionan pudriciones en la base del tallo, semillas y
ahogamiento de plantulas. Las pruebas de patogenicidad se realizaron inoculando
en forma separada, cada microorganismo y la mezcla de los dos sobre 90 plantas
sanas; se dejaron como testigo 30 para un total de 120 plantas, evaluando la
aparicion de sintomas en ellas; adicionalmente se adelantaron pruebas “in vitro”
para confirmar la aparicion de los sintomas en sobre tejido sano y posteriormente se

realizaron nuevos aislamientos. Finalmente se confirmé como agente causal del



marchitamiento y necrosis basal de las plantas a los microorganismos Pythium sp.,
y Phytophthora sp., patdgenos responsables de esta sintomatologia, en la edad O-
4 semanas el primero de ellos, y el segundo a las 13 semanas de vida de la planta.
Conocer la etiologia de la enfermedad permite a los exportadores implementar
métodos que manejo, para que disminuyan las perdidas en la productividad de las

plantas.

PALABRAS CLAVE: Callistephus chinensis, Pythium, Phytophthora, Matsumoto.

INTRODUCCION

El sector floricultor colombiano se destaca por ser un protagonista importante en el
mercado mundial que le ha permitido abrir puertas en el desarrollo en el pais; desde
el ingreso del sector floricultor en las exportaciones ha contribuido no solo en la
generacion de divisas, sino que también desde el punto de vista social es fuente de
empleo tanto directo como indirecto. Sin embargo el sector agricola se enfrenta a
grandes dificultades como son entre otros, las adversidades de clima, temperatura,
humedad, plagas y enfermedades que pueden amenazar la comercializacion de
numerosas especies vegetales exoéticas, que por lo general tienen una gran
aceptacion en los mercados externos, pero que exigen productos de alta calidad

fitosanitaria.

De esta manera, las empresas floricultoras se ven en la necesidad de combatir
diversas plagas y enfermedades que amenazan la produccion, es por eso que es
necesario contar con un correcto manejo ya que en la actualidad utilizan diversos
productos quimicos como, insecticidas, fungicidas y herbicidas, que por su uso
indiscriminado pueden llegar a  afectar el equilibrio biolégico y ambiental
promoviendo la aparicion de nuevos problemas fitopatolégicos, por lo cual es
necesario realizar un correcto diagndéstico y asegurar una ruta de soluciones y

prevenciones para lograr un manejo integrado de plagas y enfermedades.



Muchas de las enfermedades en las plantas son causadas por bacterias, virus y
hongos; Sin embargo, en esta investigacion nos centramos en analizar las
enfermedades causadas por algunos microorganismos que tienen una asociaciéon

parasitaria con sus hospedantes llevandolos a la muerte.

Los Oomicetos son patdgenos que tienen gran importancia en el sector agricola, se
conoce que las enfermedades causadas por este tipo de patdgenos son de dos
tipos: las que afectan el érgano, semilla o fruto que esta en contacto con el suelo y
las que ademas de afectar el sistema basal de las plantas, tienen la capacidad de
atacar los Organos aéreos de las plantas (Agrios, 2006). La especie vegetal
Callistephus chinensis, es una planta susceptible al atague de enfermedades
causadas por hongos, donde cabe resaltar la alta incidencia de microorganismos

como: Botrytis sp., Fusarium sp., y a Pythium sp., entre otros.

En esta investigacion se pretende identificar el o los agentes causales de la necrosis
basal y muerte de plantas que terminan su ciclo de produccion, proceso que en los
dos casos se manifiesta con la muerte de las plantas tanto en los primeros estados
de desarrollo, como al final de su periodo productivo. La sintomatologia relacionada
es conocida comunmente como “‘mal de pie” (podredumbre de raices vy
ennegrecimiento del cuello de las plantas). Los agentes causales relacionados con
estos sintomas son: Phytophthora sp., Pythium sp., Rhizoctonia sp., Thielaviopsis
sp., Sclerotinia sp., y Fusarium sp.; Los sintomas se presentan en plantas de
semillero o0 en esquejes, y su atague se desarrolla desde el suelo hacia la raiz y
base de los tallos; por lo general el cuello de la raiz oscurece, se pudre y la planta
muere (Verdeguer, 2009). Por esta razén en esta investigacion nos centramos en el
diagnéstico de las causas de dafio en las plantas de C. chinensis, causantes de
pérdidas importantes en cultivos bajo invernadero, con el objetivo de prevenir y
evitar su propagacion, dentro de la especie y sobre aquellas que potencialmente

pueden presentarse en cultivos aledafios.



JUSTIFICACION

Nuestro pais es uno de los principales paises productores y exportadores de flores
del mundo, es por eso que es necesario garantizar la sanidad de cada uno de estos
productos, que aseguran una mayor productividad y aumenta la posibilidad de que
nuestros productos sean internacionalizados con éxito y reconocidos por su alta
calidad. De esta manera se debe contar con estudios que garanticen un
diagnéstico acertado a las posibles causas de las enfermedades que se presentan,

con el fin conocer su biologia y evitar condiciones que favorecen su desarrollo.

La floricultura de nuestro pais incluye una gran variedad de productos vegetales de
exportacion, tales como flores, entre ellas Rosa, Clavel, entre otros; Como también
productos verdes que constituyen mas de 80% del mercado en Estados Unidos;
entre estos productos se encuentra la especie C. chinensis que produce una flor de
colores vistosos muy apetecida en la elaboracién de Bouquets de exportacion. Este
cultivo tiene un area aproximada de siembra de 23.400 m?, divididos en 650 camas

cada una con 2.998 plantas, a una densidad de siembra de 83 plantas por m?.

C. chinensis se debe cultivar en suelos bien drenados, con un pH que puede oscilar
entre 5,8 y 6,2 y bajo condiciones de invernadero, debe contar con alta luminosidad
y una temperatura entre 15- 21 °C (Sakata, 2010). Las plantas de matsumoto son
sensibles a las exposiciones de luz y necesitan aproximadamente 12 horas o0 mas
de luz para su floracién. Por lo general las plantas de la familia asteracea, a la cual
pertenece C. chinensis son propensas a sufrir enfermedades causados por hongos y
otros microorganismos en el momento del trasplante; Existen empresas que
producen semillas de C. chinensis resistentes al ataque de hongos como Fusarium

sp, aspecto que no garantiza que no sean atacados por este u otros patdégenos.

En esta investigacion se buscé conocer la etiologia del agente causal de una de las
enfermedades mas frecuentes en la sabana de Bogota que produce necrosis de la

base, marchitamiento y muerte de las plantas.



1.MARCO TEORICO
1.1 Callistephus chinensis

Esta planta es una herbacea anual con tallo erecto, cabeza grande, solitaria, con
disco de color amarillo y pétalos delgados, hojas alternas toscamente dentadas y por
lo general de 20-80 cm de altura.

Nombres comunes: Matsumoto, Aster Chino, Reina margarita

e REINO: Plantae

e FILLUM: Tracheophyta

¢ DIVISION:Magnoliophyta
e CLASE: Magnoliopsida

e SUBCLASE: Asteridae

e ORDEN: Asterales

e FAMILIA:Asteraceae

e SUBFAMILIA: Asteroideae
e GENERO: Callistephus

e Especie: C. chinensis

La variedad, tiene un ciclo de vida aproximadamente de 12 a 13 semanas para llegar
a su floracién y posterior cosecha; las flores de C. chinensis, Matsumoto o Aster
Matsumotos, tienen variedades de diferentes colores como rojo, rosa, blanco, lila,
purpura y azul; se siembran a una distancia aproximada de 15 a 20 cm entre plantas,
son cultivadas en épocas de verano con sol persistente o poca sombra y pueden

crecer a un pH que oscila entre 5.2 y 6.5 (Gilman et. al, 2000)

Las plantas de C. chinensis, son trasplantadas con 4 semanas de edad desde la
siembra de la semilla. En la sabana de Bogota las plantas se cultivan bajo invernadero,
son sembradas aproximadamente cada 10 o 15 centimetros, en camas de
30x1,50m?, incorporando gran cantidad de materia organica y manteniendo buena
circulacion de aire y drenaje adecuado; también mantienen un pH ligeramente acido a
5.2 'Y 6.5 (Sakata, 2010).


http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://es.wikipedia.org/wiki/Asteridae
http://es.wikipedia.org/wiki/Asteraceae

Las plantas de C. chinensis son sensible a la exposicion de luz, requieren como
minimo 13 a 16 horas de iluminacion para la floracion; Esta condicion permite
manipular la floracion de la planta. En la sabana de Bogota son cultivadas bajo un
esquema de 5 horas de luz con intervalos de 15 minutos sin luz, esquema que se
cumple a partir del anochecer para maximizar la elongacién del tallo y retardar la

etapa de floracidén desarrollo de los botones (Sakata, 2010)
1.1.1. Enfermedades

Su alta sensibilidad al ataque por ciertos patégenos es un factor limitante para los
productores de esta flor, lo que hace necesario realizar continuamente analisis de
laboratorio, para dar solucién a estos microorganismos como hongos de accion
parasitaria (NeCas Et.al, 2008.) Un problema persistente en el crecimiento de C.
chinensis es su alta sensibilidad a los microorganismos del suelo como F.
oxysporum f. sp. callistephi, Pythium sp., y Phytophthora sp., entre otros, los cuales
causan marchitez en las plantas afectadas y su posterior muerte. Las enfermedades
pueden desarrollarse poco después de que la planta se siembra o cuando estan
completamente desarrollada, en algunos casos las hojas se vuelen amarillentas y
puede observarse una necrosis en la base del tallo, se recomienda el uso de

variedades resistentes y esterilizacion del suelo (Gilman et. al, 2000)

Enfermedades como la roya provocan manchas de color naranja amarillento en el
envés de las hojas, aunque no es muy frecuente; el moho gris causa el tizén de la
flor bajo condiciones humedas, para el control de esta enfermedad, es necesario
erradicar las plantas infectadas para evitar la contaminacion por contacto (Gilman et.
al, 2000).

Las enfermedades causadas por Oomicetos se caracterizan por ser de dos tipos, las
gue afectan a los érganos de la planta que se localizan en el suelo o que se
encuentran en contacto con él, como por ejemplo, raices, tallos cortos, tubérculos,
frutos carnosos que estan en contacto con el suelo y aquellas que afectan
principalmente los 6érganos aéreos de la planta, en particular las hojas, frutos, y tallos
jovenes (Agrios, 2006).



1.2 Pythium sp.

Pythium sp., es la causa del ahogamiento de las plantulas, la pudricion de la semilla,
raiz y frutos carnosos, ademas de otros 6rganos que se encuentran en contacto con
el suelo. Pythium sp., al igual que Phytophthora sp, es un oomiceto clasificado dentro
de la familia Pythiaceae, el cual es excluido del grupo de los hongos verdaderos e
incluido en el reino Cromista de acuerdo a una nueva clasificacién debido a que la
mayor parte de su ciclo de vida es diploide mientras que los otros hongos son
haploides, y a sus altos contenidos de celulosa, entre otras caracteristicas (Agrios,
2006).

Cuando una planta es atacada por Pythium, las hifas penetran los tejidos por medio
de celulasas, y una vez que logran colonizar el tejido, forman estructuras
reproductivas para generar oosporas. Las oosporas se consideran estructuras de
resistencia, que le permiten sobrevivir en el suelo hasta volver a infectar una nueva
planta. Se ha reportado que la presencia de fitoesteroles promueve el desarrollo de
oosporas por lo que son empleados para el aislamiento y cultivo de este
microorganismo en laboratorio. Las oosporas es el producto sexual de la fusién de un
oogonio y uno o varios anteridios (Urrutia et al, 2004); Pythium sp., forma un micelio
blanco filamentoso, profusamente ramificado y rapido crecimiento el micelio produce

esporangios terminales que pueden ser de forma esférica (Agrios, 2006).
1.3 Phytophthora sp.

Phytophthora sp., es uno de los Oomicetos patégenos de mas importancia junto con
Pythium sp. Es el responsable de pudriciones de la raiz, ahogamiento de plantulas y
pudriciones de tubérculos (Agrios, 2006), todas las especies del género poseen un
micelio hialino, continuo, de paredes paralelas o irregularmente calibradas, donde
pueden observarse abundantes gotas oleaginosas. El micelio es cenocitico,
observandose solo raramente la presencia de algunos tabiques que normalmente se
encuentran separando las partes viejas carentes de protoplasma (Echemendia,
2002).



Uno de los principales sintomas causados por Phytophthora es la pudricién del
cuello de la raiz y parte basal del tallo, que produce la deshidratacién y muerte de la
corteza,; la lesiéon frecuentemente es visible en el tejido localizado junto a la superficie
del suelo. Cuando las afectaciones en la base del tallo son considerables las plantas
enfermas comienzan a mostrar en su parte aérea los efectos de la alteracion,
observandose hojas de color verde pélido, con nervaduras que presentan una

coloracion amarillenta (Echemendia, 2002).

1.4 Ciclo De Vida Oomicetes

Los Oomicetes producen zoosporas biflageladas, con un flagelo en forma de latigo
dirigido hacia atras y un flagelo en forma de “hisopo” con numerosas proyecciones
llamadas mastigonemas, dirigido hacia delante. Las zoosporas son diploides y son
producidos dentro de los esporangios los cuales se desarrollan sobre hifas
especializadas llamadas esporangioforos. Una vez liberadas las zoosporas nadan
hasta la superficie del hospedante donde se enquistan y germinan. EIl tubo
germinativo penetra los tejidos del hospedante, y forma un micelio cenocitico el cual
eventualmente dard origen a una nueva generacion de esporangios sobre la
superficie de la planta. Este ciclo asexual se puede repetir varias veces durante el
desarrollo del hospedante; el ciclo sexual involucra la formacién de estructuras
sexuales o gametangios, los masculinos se denominan anteridios y los femeninos se
llaman oogonios, que se pueden producir en la misma hifa o requerir hifas de
diferente tipo de compatibilidad segun la especie. Tanto la formacion del anteridio
como el oogonio de da por meiosis, pero tipicamente la mayoria de los nucleos asi
originados se desintegran y solo queda un nucleo funcional por gametangios. Luego
de la unién del anteridio con el oogonio se produce la plasmogamia y la cariogamia, y
dentro del oogonio fertilizado se forma una espora llamada odspora, la cual actia
como estructura de resistencia. En condiciones favorables la o6spora germina dando
lugar a un esporangio iniciAndose de nuevo el ciclo del microorganismo (Cavallini,

1998) ver ciclo en Anexo 1.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General:

e Determinar la etiologia de las enfermedades conocidas como necrosis de la
base del tallo y del marchitamiento en plantas de “Matsumoto” Callistepus

chinensis.
2.2 Objetivos Especificos

e Aislar e identificar los microorganismos asociados a los sintomas de
marchitamiento y necrosis de la base de las plantas a lo largo del ciclo de vida
de las plantas de Matsumoto.

e Describir en forma detallada los sintomas asociados con cada una de las
enfermedades estudiadas.

e Determinar la relacion entre la edad de las plantas y la presencia de los
patdgenos

e Demostrar la patogenicidad de los microorganismos encontrados.

3. METODOLOGIA

3.1. Ubicacion del proyecto

El proyecto se realiz6 en dos etapas, la primera relacionada con los aislamientos,
caracterizacion e identificacion de los microorganismos aislados, se adelant6é en los
laboratorios de la Pontificia Universidad Javeriana y la segunda en los invernaderos

de uno de los cultivos de flor cortada para exportacion.

3.2. Aislamiento e identificacidon



Para realizar el aislamiento de los Fitopatégenos se realizd la recoleccion de
muestras en las instalaciones de una empresa exportadora de flores en la sabana
de Bogota, durante todo el ciclo de vida de la planta se tomaron plantas con
sintomas de las enfermedades evaluadas, que se agruparon segun su edad, de la

siguiente manera:

Etapa 1: 0-4 semanas de edad
Etapa 2: 5-9 semanas de edad
Etapa 3: 10-13 semanas de edad.

Los tejidos seleccionados se procesaron en el laboratorio siguiendo el siguiente
protocolo: lavado abundante con agua y jabdén, para eliminar suelo y residuos
organicos, luego se realizaron cortes del tejido enfermo junto a tejido sano, se
desinfestaron de la siguiente forma: 1 minuto en hipoclorito de sodio al 2,5 %, se
enjuagaron en agua destilada estéril y finalmente se secaron sobre en papel
absorbente estéril y se cultivaron sobre el medio de cultivo PDA, al que se le adiciono
acido lactico y 0.01 gr de rifampicina (Jeffers, 2006); posteriormente se incubaron a

una temperatura de 22°C.

Una vez obtenidas las colonias de los microorganismos aislados, se identificaron
siguiendo las caracteristicas descritas en claves taxonOmicas especializadas en

microorganismos de origen fungoso y chromistas

3.3. Preparacion de inoculo

Para la preparacion del inoculo se prepararon 15 cajas de PDA con cada uno de los
microorganismos, luego se realizaron pases a medio V8, para inducir la
esporulacién;  posteriormente se realizd un raspado del micelio y estructuras
reproductivas, que se depositaron en un Litro de agua destilada estéril hasta llevar

la solucién a una concentracion de 10° esporas por mililitro (Ne&as Et. al, 2008).
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3.4. Patogenicidad “in vitro”

En cajas de Petri estériles, se colocaron fragmentos de la base del tallos de 24
plantulas tomadas directamente de la bodega de almacenamiento, y se inocularon
directamente con bloques con crecimiento micelial, que se colocaron sobre las
superficie de los tejidos, realizando en algunos casos heridas y en otros no.
Adicionalmente se inocularon 3 plantas completas con cada uno de los

microorganismos, dejando 3 como testigo.

3.5. Patogenicidad “In vivo”

Se utilizaron 120 plantulas de. C. chinensis de 4 semanas de edad, las cuales se

distribuyeron en 4 tratamientos como se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribuciéon de los tratamientos

TRATAMIENTO No. DE PLANTAS MICROORGANISMO INOCULADO

1 30 Microorganismo 1
2 30 Microorganismo 2
3 30 M1 +M2

4 30 Ninguno (Testigo)

Previamente al momento de la siembra las raices de las plantulas permanecieron
sumergidas por espacio de una hora, en agua destilada con el inoculo de cada
microorganismo, tal como se presenta en la Figura 1, transcurrido este tiempo fueron
trasplantadas en macetas con suelo estéril; el inoculo sobrante fue regado junto a las

coronas de las plantulas (Martinez, et al, 2006).
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Figura No 1. Inmersion de las plantulas en inoculo de los microorganismos aislados.

Las materas se mantuvieron en condiciones semejantes a las que tiene un
invernadero en produccion; tanto las practicas de riego como manejo cultural se
hicieron de manera similar al dado en el cultivo de la especie vegetal.
Posteriormente las materas se ubicaron en bancos de uno de los invernaderos en

produccion.

Adicionalmente se realizaron aislamientos de plantas asintométicas almacenadas en

bodega, con el fin de verificar su estado sanitario.

3.6. Evaluacion

Durante la investigacion se evalud el efecto de los microorganismos aislados e
inoculados sobre las plantas, observando semanalmente, la aparicion de los
sintomas de marchitamiento y necrosis de la base de las plantas; teniendo en cuenta
gue el ciclo de vida de la especie es de 13 semanas, solo se realizaron aislamientos
semanales; sin embargo a partir de la primera semana, se adelantd un muestreo
destructivo en cada uno de los tratamientos, con el fin de conocer los sintomas
secundarios y primarios de la enfermedad. Para su evaluacion se tuvo en cuenta la
edad de las plantas en el momento de la aparicion de los primeros sintomas.
Finalmente se determiné la tasa de mortalidad de las plantas frente a los

microorganismos inoculados.
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3.7. Recursos estadisticos

Para la organizacion de los datos se utilizd estadistica descriptiva, utilizando la
clasificacién de variables categoricas o cualitativas, clasificandolas como variables
cualitativas nominales donde se determina la presencia o ausencia de sintomas
siendo 0 = Ausencia y 1 = presencia. Finalmente se proyectdé determinar el

porcentaje de mortalidad al final de las 13 semanas de ciclo de vida de la planta.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Sintomatologia.

La sintomatologia observada a lo largo de los muestreos estuvo acompafada de
marchitamiento, falta de rigidez, muerte de las hojas en general, necrosis de la base
del tallo y muerte de la planta, lesiones que se presentan en la Figura 2. Uno de los
sintomas que ayudaron a la identificacién de la enfermedad conocida comunmente
como “mal de pie” (podredumbre de raices y ennegrecimiento del cuello de las
plantas), es que los sintomas se presentan en plantas de semillero o en esquejes;
por lo general el ataque se desarrolla de forma ascendente, iniciando desde los
tejidos localizados a nivel del suelo hacia la raiz y ascendiendo hacia la base del

tallo.
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Figura 2. Sintomas en campo: (A). Plantulas de 0-4 semanas de edad: se observa clorosis y amarillamiento; (B)
Plantulas de 5-10 semanas de edad: deshidratacién y enanismo. (C y D). Plantas de 10-13 semanas de edad:
amarillamiento, marchitamiento y necrosis de tallos.

Como aparece en la Figura 3, el cuello de la raiz se oscurece, se pudre y finalmente
se evidencia la marchitez de la planta Verdeguer (2009), menciona que estos
cambios en la fisiologia de las plantas estan asociados con microorganismos que
son habitantes del suelo, con caracteristicas similares a los encontrados en este

estudio, también descritas por Agrios (2006).

Figura No. 3. Sintomas en los tejidos basales: (A). Pudriciones de la corona y sistema radical. (B).
Estrangulamiento y necrosis en plantas de 5-10 semanas de edad. (C). Pudricion humeda de la base de los
tallos en plantas de 5-10 semanas. (D). Necrosis en plantas de 10-13  semanas
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De acuerdo con las observaciones realizadas en los sitios de produccion, la
enfermedad se dispersa rapidamente, que puede ser atribuida al contacto directo del
microorganismo con los tejidos radicales de la planta mediante estimulos conocidos
como quimiotaxis; la sobrevivencia del microorganismo en el suelo se debe a
estructuras de resistencia o clamidosporas que constan de una doble pared o
paredes engrosadas, permitiéndole la capacidad de vivir latente durante muchos
dias. Este comportamiento es similar para varios microorganismos, tal como lo

describen los autores Jones (2001) y Agrios (2006).

4.2. Aislamiento e identificacién de microorganismos.

Las colonias de los microorganismos obtenidas sobre PDA, se observaron a partir
de los cinco dias de aisladas; los crecimientos obtenidos presentaron caracteristicas
uniformes en su desarrollo, como alto crecimiento micelial de apariencia algodonosa,
colonias arrosetadas o en forma de pétalos. Estas caracteristicas coinciden con las

descritas por Alva (2006), para microorganismos de la familia Pythiaceae.

De acuerdo con las caracteristicas tanto macroscopicas como microscopicas los
microorganismos se ubicaron en los géneros Pythium sp., y Phytophthora sp.,
mencionados por Verdeguer (2009) como agentes asociados con los sintomas de
enfermedades como los descritos anteriormente, en la Figura 4 se observan algunas

de las caracteristicas de los dos géneros identificados.

Figura 4. Aislamiento correspondiente a los tejidos provenientes de plantulas: (A). Colonias obtenidas de 0-
4 semanas: |. Crecimiento micelial de Pythium sp. Il. Crecimiento micelial de Phytophthora sp. (B). Colonias
obtenidas de plantas de 5-10 semanas. (C). Colonias obtenidas de plantas de 10-13 semanas.
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De acuerdo con la edad de las plantas, se logré identificar que en la etapa 1 (0-4
semanas), es frecuente la presencia de Pythium sp., y Phytophthora sp, como los
agentes que ocasionan la necrosis y pudricién en la base de las plantulas, en la
etapa 2 (5-10 semanas) se aislo en forma consistente al microorganismo del género

Phytophthora y en forma similar se encontré durante la etapa 3 (10-13 semanas).

Tabla 2. Microorganismos aislados

Edad Edad de la planta Microorganismo encontrado
1 0-4 semanas Pythium sp, Phytophthora sp.
2 5-10 semanas Phytophthora sp.
3 10-13 semanas Phytophthora sp.

Los microorganismos fueron purificados en los medios selectivos PDA + Acido
lactico y PDA+Rifampicina; las colonias de Phytophthora sp., tienen un crecimiento
optimo en el medio selectivo PDA+ Acido Lactico, mientras que Pythium lo hace
mejor en el medio PDA+ Rifampicina. Este antibiético es utilizado para inhibir el
crecimiento bacteriano pertenece a la familia de las rifampicinas, es un

antibacteriano macro ciclico. Jeffers y Martin (1986) y por Jiménez (2008).

En la Figura 5 se observan las caracteristicas que presenta Phytophthora sp, al

ser aislado en PDA, con acido lactico o rifampicina.

Figura 5.Aislamientos de Phytophthora.: (A). Asilamiento de Phytophthora en medio PDA+Rifampicina. (B).
Aislamiento de Phytophthora en medio PDA+ Acido Lactico.
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Westcott 2001, menciona que C. chinensis es susceptibles enfermedades en el
sistema radical, asociadas tanto a bacterias como a microorganismos como
Rhizoctonia solani, Phytophthora cryptogea y Pythium ultimum, estos dos ultimos
gue se aislaron en forma persistente en tejidos enfermos provenientes de plantas en

diferentes estados fenolégicos.

Se logré la identificacion de Phytophthora sp., caracterizado por tener un micelio
cenocitico, hialino con crecimiento arrosetado, con esporangios papilados, anteridios
anfigenos; los esporangios de las diferentes especies del microorganismo pueden
variar en su forma y tamafio permitiendo asi dar una clasificacion para las diferentes

especies tal como lo describe Reyes (2007).

La sintomatologia descrita por Bruma (2004) menciona que la enfermedad causada
por Phytophthora sp., se manifiesta en dos periodos criticos de infeccién, el primero
ocurre en plantas de tomate recién trasplantados las cuales presentan un alto dafio
en la base del tallo, dafio que esta relacionado con el exceso de riego; el segundo
periodo critico se produce cerca de la cosecha, estas caracteristicas se asimilan
mucho con las etapas en donde se manifiesta la enfermedad sobre las plantas de
C. chinensis.

Segun Bruma 2004 Los esporangios de Phytophthora sp., se caracterizan por ser
de forma piriforme, algunos papilados y algunos no, caracteristicas que facilitan la

clasificaciéon de las diferentes especies.

La sintomatologia causada por las especies de Phytophthora sp., son muy similares,
causan enfermedades en el sistema radical de las plantas, algunas se localizan en la
corona y avanzan hacia los tejidos superiores y en otros casos alcanzan a afectar
los frutos; Smith (2000) en su libro sobre enfermedades de las plantas describe
diferencias entre algunas de las especies de Phytophthora sp., donde afirma que
P.crytogea se caracteriza por tener esporangios de forma elipsoide no papilados y

en algunas de sus hifas presenta sobrecrecimientos o hinchazones, a diferencia de
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P.cactorum que se caracteriza por tener anteridios paraginos y esporangios

papilados.

Segun Engelhrad (1980), en su investigacion logra aislar Phytophthora parasitica a
partir de plantas de C. chinensis, microorganismo que posteriormente fue utilizado
para realizar pruebas de patogenicidad para identificar posibles huéspedes

asociados.

Daughtrey (2001) afirma que: “los sintomas producidos por P.parasitica se
caracterizan por ocasionar marchitamiento de las hojas y ennegrecimiento del tallo,
especialmente en plantas en bandeja o muy jovenes. P. parasitica puede
permanecer latente durante mucho tiempo dentro sus hospedantes esperando a
condiciones favorables para producir en enfermedad. Estos sintomas son
comunmente confundidos con los producidos por Pythium, al igual que Fusarium
sp., Y Rhizoctonia sp.”. Alba (2006), asegura que P. parasitica se ve beneficiado

por altas temperaturas, llegando a producir sintomas letales rapidamente.

Phytophthora sp., es encontrada comunmente en plantas de maceta y ornamentales,
especialmente sobre la familia Asteracea y Verdeguer (2009) menciona que
P.parasitica tiene la facilidad de crecer a diferentes temperaturas que van desde
24°C hasta los 32°C; de esta manera es posible que no en todas las temperaturas
sea visibles los sintomas causados por este microorganismo y que en ciertas
ocasiones permanezca en estado de latencia, hasta cuando se presenten las
condiciones adecuadas para su desarrollo; de acuerdo con estas apreciaciones es
posible que el agente causante del marchitamiento y muerte de plantas de C.

chinensis, este relacionado con alguna de las especies cryptogea o parasitica.

En relacion con la necrosis de la base de las plantulas, durante la etapa 1 (0-15
dias) se identific6 como el responsable de la enfermedad, al chromista del género
Pythium, el cual se caracteriza por presentar un micelio cenocitico-hialino, con un
crecimiento blanco sobre el medio de cultivo PDA, sus colonias tienen una
apariencia algodonosa en forma de telarafia como aparece en la Figura 6, ademas

tienen un rapido crecimiento y es muy sensible a la contaminacion bacteriana.
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Figura 6. Aislamiento de Pythium en medio PDA +Acido, se observa una colonias blanca de apariencia

algodonosa.

En las observaciones realizadas en el microscopio, el microorganismo presenta
esporangios de forma esférica (Figura 7), los cuales producen tubos germinales para
penetrar directamente los tejidos basales de las plantas susceptibles. La mayoria de
las especies son homotalicas, caracteristicas que son descritas por Agrios (2006)
donde describe que produce oogonios esféricos y anteridios en forma de clava en
los extremos de hifas cortas la hifa sostiene al anteridio y al oogonio; durante esta
investigacion se logré la observacion de esporangios de Pythium sp., después de

colocarlos en agua destilada durante 8 dias.

Figura 7. Caracteristicas de los esporangios de Pythium: (A). Abundantes esporangios producidos en agua
destilada estéril (4x). (B). Micelio cenocitico (10x). (C) Formas redondeadas y pared delgada (20x).

Segun Lot (2003), Pythium sp., origina alteraciones humedas y blandas que se

inician en la base del tallo de las plantas, la infeccién se inicia a partir del tejido que
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esta en contacto con el suelo que se oscurecen progresivamente, y ocasiona en los
tejidos aéreos amarillamientos y marchitamientos, como consecuencia de su

localizacion en la base de los tallos, impidiendo el paso de nutrimentos y agua.

Este microorganismo se caracteriza por causar pudricion en plantas muy jovenes e
inclusive semillas, pueden sobrevivir largos periodos de tiempo permaneciendo en
un estado de latencia como oosporas, clamidosporas y en algunos casos
esporangios. Daughtrey (2001), afirma que este microorganismo puede sobrevivir
en pequefas particulas del suelo, polvo, en el suelo de los invernaderos a expensas
de materia organica, materas sucias, e inclusive se ha informado que las mezclas
con turba son fuentes de inoculo. La activaciéon de los propagulos latentes son
estimulados por exudados de las raices o semillas; el tubo germinativo responde por

guimiotropismo positivo y penetra el sistema radical.

Estos dos oomicetos se ven favorecidos por los excesos de agua en el suelo, lo cual

permite la movilizacion de las esporas dando paso a nuevas infecciones.

En los medios de cultivo utilizados para incrementar inoculo, se obtuvo abundante
crecimiento en el medio PDA+acido lactico para Phytophthora sp., y medio V8 para
Pythium sp., el cual segun Urrutia (2004) presenta un abundante crecimiento micelial
e induce la produccién de estructuras reproductivas, a pesar que se recomienda
utilizar medios liquidos como el JV8 a una temperatura entre 24 y 28 °C y en

presencia de alta luminosidad (Urrutia, 2004).
4.3. Pruebas de patogenicidad

En las inoculaciones realizadas sobre fragmentos de tallos provenientes de plantulas
sanas, con Pythium sp., se observd que después de los tres dias de la inoculacion,
se presentaron sintomas de necrosis de los tejidos (Figura 8 A); en los aislamientos
realizados se logré recuperar el microorganismo, que tuvo un crecimiento micelial
similar al encontrado en los aislamientos originales (Figura 8 B). Los resultados
fueron exitosos cuando previamente a la inoculacion, se realizaron cortes en el tercio
inferior de las plantulas, sin embargo en esta prueba el ensayo fue exitoso

Unicamente para Pythium; Las pruebas correspondientes a Phytophthora y los
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testigo no pudieron ser tomadas en cuenta ya que el tejido se oxido y se

descompuso en menos de 4 dias.

Figura 8. Prueba “in vitro” con Pythium.: (A). Necrosis de los fragmentos de tallo inoculados. (B). Colonias
obtenidas a partir de los tejidos afectados.

En las pruebas de patogenicidad realizadas colocando la planta completa, los
resultados fueron positivos en todos los casos, ademas los dos microorganismos,
tanto Phytophthora sp., como Pythium sp., se re aislaron sobre medio de cultivo
artificial, de esta manera se puede atribuir la muerte de plantas jévenes y adultas a
los dos patdégenos que se mencionan en el estudio. En la Figura 9, se observan
sintomas de necrosis de la base o cuello de las plantulas, clorosis y amarillamiento
de las hojas, como consecuencia de la obstruccion del paso de nutrimentos hacia los

tejidos aéreos.
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Figura 9. Pruebas de patogenicidad sobre plantulas inoculadas: (A). Lesion en raiz causado por Phytophthora sp
(B). Lesion en raiz causado por Pythium sp. (C). Raiz testigo.

En los muestreos y pruebas de laboratorio realizadas sobre las plantas que a partir
de la primera semana de inoculacion presentaron los sintomas de alguna
enfermedad, se obtuvo crecimiento de los dos microorganismos, tal como se

presenta en la Tabla

Tabla 3. Microorganismos re aislados de la plantas en tratamiento

Aislamiento en PDA Phytophthora sp. Pythium sp

Tratamiento 1 NO Sl
Tratamiento 2 Sl NO
Tratamiento 3 Sl NO
Tratamiento 4 NO NO




Después de 8 dias de inoculacion, las plantas comenzaron a presentar sintomas
relacionados con los descritos en campo. A los 17 ddi, los tratamientos que
estuvieron en contacto con Phytophthora sp, presentaron marchitamiento en la
mayoria de sus plantas tal como aparecen en la figura 10. Segun el estudio
realizado por Engelhrad (1979) estos resultados coinciden con el tiempo de
aparicion de los sintomas, después de la inoculacion de Phytophthora sp., en la flor
de pascua. Esta planta se asemeja a C. chinensis, por pertenecer a la misma clase
taxondmica (Magnoliopsida) este mismo autor afirma que, Phytophthora sp., es uno

de los principales causantes de mal de pie en C .chinensis

Figura 10. Imagenes de la aparicién de sintomas en la semana 47. (A). Tratamiento No. 1 Pythium sp. (B)
Tratamiento No. 1 Phytophthora sp. (C) Tratamiento No. 3 Pythium sp. Y Phytophthora sp. (D) Tratamiento No. 4
Plantulas sin inocular.

En relacién con el efecto de los microorganismos sobre las plantas que llegaron al
periodo final de desarrollo, se encontré que a partir de la semana 46 las plantas se
necrosan y mueren en forma rapida (Grafica 1) especialmente en los tratamientos 2 y 3,
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se considera que de acuerdo a lo reportado por numerosos investigadores la edad de la
planta puede explicar la alta incidencia de Phytophthora en relacion con Pythium,

especializado en atacar los tejidos mas jévenes de las plantas.

PORCENTAJE DE MORTALIDAD

120%

100%

80% —

HT1

60% —
T2

0, —
40% MT3

Porcentaje de mortalidad

20% -

0%

SEMANAA45 SEMANA 46 SEMANA47

Grafica 1. Porcentaje de mortalidad hasta semana 47.

Segun los resultados obtenidos, se confirma que el agente causal de las
enfermedades evaluadas corresponden a los microorganismos Phytophthora sp., y
Pythium sp., ya que fueron reaislados a partir de los tejidos afectados de las plantas
inoculadas Esto confirma que la etiologia de las enfermedades nombradas se debe a
la presencia y desarrollo de estos dos Oomicetes. Los resultados reportados en esta
investigacion, se asemejan a los obtenidos por Jiménez (2008) en su estudio donde
describe la misma sintomatologia en plantas de Quercus, sometido a una metodologia

similar, en la cual obtuvo aislamientos de estos dos Oomicetes.

Las pruebas que se realizaron sobre plantulas seleccionadas en los cuartos de
almacenamiento, permitieron obtener colonias de Pythium sp., es posible que dadas
las caracteristicas de latencia que presentan las estructuras reproductivas, el

microorganismo pueda sobrevivir e iniciar el ciclo de la enfermedad cuando
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encuentre las condiciones ambientales favorables para su desarrollo de acuerdo
como lo describe Agrios (2005), situacion que permite tomar medidas de manejo
preventivo, como monitoreos continuos sobre el material que es producido fuera de

los invernaderos.

De otra manera se considera que para mantener un buen manejo de la enfermedad,
es necesario integrar practicas culturales, como la limpieza de herramientas,
adecuadas distancias de siembra, evitar excesos de humedad, seleccion del
material de propagacion que provenga de sitios que garanticen la sanidad de los
materiales propagados y en los posible implementar la rotacion del cultivo, con

especies que no sean susceptibles a los microorganismos identificados.

Agrios (2006) menciona como un buen control de estos microorganismos la
esterilizacion con vapor, o compuestos quimicos volatiles como el bromuro de
metilo; en algunos de los sitios de produccion de flores cortadas para exportacion, la
primera de las practicas es aplicada con frecuencia. Sin embargo Daughtrey (2001),
afirma que la enfermedad causada por Pythium sp, puede ser mas agresiva en
suelos pasteurizados que en suelo natural debido a la falta de organismos
competidores. Siguiendo este parametro, se debe tener en cuenta enriquecer el
suelo previamente a la siembra, con algunos microorganismos que funcionen como
controladores para Oomicetes, tales como algunas de las especies de Trichoderma
sp., Yy Clonostachys sp. Carrefio et al (2006) afirma en su investigacion realizada
sobre plantas de manzano que los dos biocontroladores, son una excelente

alternativa para el manejo de Oomicetes.

5. CONCLUSIONES

e Segun los resultados obtenidos las plantas en la edad 1 (0-4 semanas) son
afectadas por los microorganismos de los géneros Pythium y Phytophthora
agentes causales de las enfermedades conocidas como la necrosis de la
base, marchitamiento y muerte de las plantas de Callistephus chinensis; es

posible que en los primeros estados de desarrollo de las plantulas se
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presente una especie de sinergismo, como una forma de atague de los dos
microorganismos identificados

El chromista del género Phytophthora, fue el microorganismo que se detecto
durante todo el ciclo vegetativo y productivo de las plantas de C. chinensis, y
Pythium se encontr6 con frecuencia atacando los tejidos de la corona en
jovenes. Los medios en el que se obtuvo mejor crecimiento micelial fueron
PDA+Rifampicina para Phytophthora y V8-Agar para el crecimiento de
Pythium.

Los resultados de las pruebas in vitro con y sin heridas fueron positivas para
la sintomatologia causada por Pythium después de 5 dias de ser inoculadas,
y las pruebas de patogenicidad “in vitro” sobre plantas completas fueron
positivas para los dos microorganismos Pyhium y Phytophthora

En los aislamientos realizados sobre plantulas almacenadas en bodega y
aparentemente sanos, se obtuvieron colonias del microorganismo Pythium,
se considera que es posible que dado su comportamiento, es posible que
permanezca durante su almacenamiento en estado de latencia y se desarrolle
cuando las condiciones del ambiente favorezcan su desarrollo.

Segun las caracteristicas del crecimiento cultural, la forma de los
esporangios, y los registros reportados en la literatura, en forma preliminar las
especies de los dos microorganismo se pueden ubicar en ultimum para

Pythium y parasitica o cryptogea para Phytophthora.

6. RECOMENDACIONES

Es necesario realizar periédicamente aislamientos de plantas que se
encuentren almacenadas, para asegurar que las cultivadas se encuentren
libres de patdgenos.

Realizar aislamientos del sustrato en el que estan las plantas para buscar
presencia o0 ausencia de los microorganismos de accion patogénica

encontrados.
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Con el fin de contribuir con el estado actual de las enfermedades registradas
en el pais, realizar estudios taxondmicos sobre las especies de los dos
microorganismos encontrados. Capacitar a las personas que estan en
contacto con el manejo agronémico de las plantas sobre los métodos de
prevencion de enfermedades de manera que se logre un manejo integrado de
los problemas de origen fitosanitario, para evitar su propagacion y perdidas

en produccion y productividad...
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