MINISTERIO DE AGRICULTURA

DIRECCION GENERAL DE AGRICULTURA

BOLETIN DEL DEPARTAMENTO DE SANIDAD VEGETAL
Vol. 1 N.o 2

Santiago — cHILE — Julio-Diciembre de 1041

Patogenicidad de algunas cepas
del Verticillium albo-atrum Rei. y
Berth.

Por Fernando Mujica R , M, Sc.

Tog.e Agr.c Jefe de la Beecion Certificacidn de
Papas del Departamento de Sanidad Vegetal.

Variaciones patogénicas y culturales del hongo Verticillium albo-
atrum Rei. y Berth. agente causal de la Marchitez Verticilosa o Hi-
dromicosis han sido dadas a conocer por diversos autores.

La diferencia, en relacion con el tipo original descrito por Reinke
y Berthold, de una raza aislada por Klebahn (6) (**) en plantas de
dalias, llevo a este investigador a elevar a esta nueva raza a un ran-
go especifico, denomindndola Verticillium dahliae Klebahn, Sin em-
bargo su punto de vista no ha encontardo una aceptaci6n general
entre los mic6logos, siendo objetado entre otros por Carpenter,
Haensler, Chamberlain, Van Deer Meer, Wollenweber y Rudolph.
Dichos autores consideran que hay poecas diferencias morfolégicas
entre la raza de Klebahn y el tipo original del hongo observado por
Reinke y Berthold. También han servido de argumento para este
juicio la falta de una especializacién patogénica definida y el amplio
e indescriminado grupo de susceptores (***) que este hongo afecta.
Sin embargo las fallas parciales en algunos experimentos de inocula-

(*) Tesis presentada a la Facultad de la Escuela de Graduados de la Univer-
sidad de Comnell (EE. UU.) para el grado' de <Master of Sciences in Agricuiture>

Junio 1041, ;
(**) Los nGmeros entre paréntesis hacen referencia a la Literatura citada,
(***) Susceptor es un nuevo sustantivo usado para designar a In planta sus-

eptible a la enfermedad.
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ciones interespecificas realizadas por varios investigadores entre
otros por Haensler (4) Jagger y Stewart (5) y Van Deer Meer (9)
dejan pendiente un interrogante en relacién con la existencia de
razas patogénicas dentro de esta especie.

En un esfuerzo para clarifiear nuestros conceimientos acerca de
la existencia de especializacién patogénica en el Verticillium albo-
atrum, observando simultineamente la conducta de diversas cepas
de él, el autor del presente trabajo realiz6 algunas pruebas de la pa-
togenicidad de ¢éstas en plantas de papas. También se realizaron ob-
servaciones especiales respecto al efecto de la temperatura en el ere-
cimiento del hongo en cultivo puro. En el cuadro 1 se dan detalles
respecto a las 10 cepas usadas y la designacién numériea que se les
asigna para su identificacién ulterior en el texto.

CUADRO I.—Cepas de Verticillium albo-atrum usadas.
Origen
Aislada de:

1 Acer pennsylvanicum L. (Arce)
2 Acer platanoides L. (Arce)
3 Chrysanthemum sp.
4 Koelreuteria paniculata
5 Lonicera p.
6 Physalis sp.
7 Platanus sp.
R Rosa sp.
9 Solanum melongena L. (Berenjena)
10 Ulmus americana L. (Olmo)
Aislamiento
Fecha Antor Liocalidad
1 5—-X-40..... Mujica, F. Ithaca, N Y.
2 21-IX-37.... Weleh,D.S. Long Island, N. Y.
3 17—-X-40...... Welch,D.S. Ithaca, N. Y.
4 928-—VIII—39... Weleh, D.S. Pennsylvania
5 13—VIII-39... Weleh,D.S. Rochester, N. Y.
6 3-X—38...... Dimock Ithaca, N. Y.
7 28-VII-40.... Welch, D.S. Ithaca, N.Y.
. 8 20-X-40 .... Dimock Ithaca, N. Y.
9 10-II—40..... Welch, D. 8. Ithaca, N. Y.
10 19—VII—39.. . Weleh, D.S. Cortland, N. Y.
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MUJICA, R. F, Patogenicidad del Verticillium albo-atrum

1. Efecto de la temperatura en el crecimiento del hongo en cul-
tivo puro.—Las cifras siguientes han sido sefialadas por los investi-
gadores que se citan como las temperaturas minima, 6ptima y méxi-
ma para el crecimiento del hongo en cultivo puro.

Temperatura en grados centigrados.

Auter : Minima Optima  Médxima
Bewley (1)....... 4.4 233 30
Chandhuri (2),. . 10. 22.5 30
Edson (3)....... 5. 25. 30
Osmun (7)...... 10. 20.5 28

Edson establece que esta conducta de hongo en cultivo, presen-
ta alguna correlacion con la distribucion geografica de la enfermedad
y con su aparicion periddica en el afio,

En el presente trabajo, el estudio del efecto de la temperatura
en el crecimiento del hongo fué hecho mediante la exposicién de 2
discos pétri de cada cepa en cimarasa 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27
y 30° C. de temperatura. Diariamente se tom6é medidas y anotacio-
nes del cardcter del crecimiento de cada disco como se indica en el
cuadro 2. En dicho cuadro los resultados se indican en promedio
para el primero y segundo perfodos de 10 dias de observacion. Las
curvas del incremento diario en el didmetro de la colonia se dibujan
en la figura N.° 1. Segin estas observaciones el 6ptimo para el creci-
miento de las diversas cepas fluctia entre 18 y 24°, el minimum en-
tre 3 y 6 y el mdximo entre 27 y 33°.

El tipo miecelial de crecimiento entre 3 y 12° no present6, en las
diversas cepas, ninguna diferenciaciéon pronunciada. Sobre 12° ya se
observa una clara diferenciacion en los tipos de zonaciones. Esta zo-
nacion, que es debida a la formacién por el hongo de sus éstructuras
de receso vegetativo o clamidosporas, es formada rdpidamente por
algunas cepas tales como la 7 y 9 que son capaces de presentar di-
chas estructuras en los primeros 10 dias de crecimiento.

En las ldminas 1 y 2 se exhibe el cardeter y tipo de zonacién de.
algunas de estas cepas. Kl medio de cultivo usado para estas placas
comparativas fué el agar ciruela el cual es considerado el mejor para
estos propésitos por Van Deer Meer (9). Todas las series de cultivos
tenfan 15 dias en el momento de ser fotografiadas. Las cepas de
Chrysanthemum y Physalis fueron las menos aptas del grupo en la for-
macién de zonaciones.

2. Prueba de patogenicidad en almacigos de papa cultivados en
un medio estéril. — Para determinar la relacion entre el efecto de la
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CUADRO 2.—Magnitud diaria en milimetros del crecimiento de
diversas cepas del Verticillium Albo-Atrum a diferentes

temperaturas
30 6o go 120 150
A ' B| A l Bl A TB DA ‘ B|lA|B
1. Acer pennsylvanicum. .| 0.06 0.10{ 0.06/0.10{ 0.12{0.20 0.12|0.40 0.26/0.60
2. Acer platanoides. . ... “|....| 0.08] 0.16]/0.33| 0.50|0.50 |0.66,0.69 | 0.88/0.88
3. Chrysanthemum...... veusf|ew..p 0.07/0.30f 0.21(0.35 | 0.35/0.50 | 0.35:0.66
4. Koelreuteria paniculata| . . ..|0,08| 0.10{0.20| 0.16(0.27 | 0.22/0.27 | 0.33|0.57
5 .Lonicera sp......-... 0.201 0.22{ 0.400.50] 0.610.66 | 0.80,0.92 | 1.11i1.22
6. Physalis sp........... 0.10] 0.15| 030/ 0.35] 0.37/0.44 | 0.51{0:55 | 0.80 0.90
7. Platanus sp.......... venefonns| saaddine. | 00510,15 10.07/025 | 0.16(0.35
8. Rosasp.....cooveerus veve]eens] 040, 0:451 0.50,0.50 | 0.84{1.00° 1.50{1,55°
9. Solanum melongena.. .| ....i....| 0.06/0.10| 0.060.25 | 0.26,0.40° 0.40 0.60°°
10. Ulmus americana. ... 0.08| 0,15| 0.11}0.20{ 0.20{0.55°| 0.55 0.60°| 1.22]1.23
180 21e 240 270 300
A ' Bl A TEBaeA 1B A B A B

1. Acer pennsylvanicum."| 0.36(1.35 0.66!1,30 0.86 |1 70(1.30 [0 45/027 10,33
1. Acer platanoides. ....:| 1.00]1.14 . l.60|l.84 1707 1931040 S 15230 Dl
3. Crysanthemum........ 2531033 |07010.66 [0.60 10:60[0.20 [0.10!. .. |0 ]
4. Koelreuteria paniculata| 0.40/0.77 |0.60{1.00 |0,50 [0.80[0.40 |0 35/0.20 |0.15
5. Lonicéra sp.......... 1.20{1.35 |1.00,0.98 |0.91 10.84 (0.50 |0.40{0 30 0,30
6. Physalis sp......... .| 1.30({1,50 [1.32{1.60 |1.10 |{1.40(0.70 |1 00/0.20 |0.10
7o latanmas spl. o0, o 027(1.60 ;0.35/0.50 (0.3C 0.40|0.26 |0.25|0.20 |0.20
B ROBAED. ey 1.60|1 71° | 1.80,2.20°°/0.66 |1.20 (0.55 0.44/0 44 1033
9, Solanum melongena.. .| 0.94/0,94%| 1,16|1.51 [1,33 |1.66 (1.20 | 1.03,0.40 |0.30
10. Ulmus americana. ... 1.40{1.,60 |1.62(3.00 |1.20 |{1.80|0.80 |1.53 0.68 {0.68
NoTta.—Medio de cunltive: papa agar dextrosa.

A Término medio de crecimiento en los primeros 10 dfas.

B Término medio de crecimiento en los segundos 10 dias.

o Zionacido tenue.

oo Zionacion clara o definida.
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MUJICA, R. F. " Patogenicidad del Verticillium albo-atrum

temperatura sobre el crecimiento del hongo en cultivo y su conducta
patogénica se efectuaron pruebas sobre almdcigos de papas.

Las semillas fueron sembradas en medio estéril en frascos Er-
lemmayer de 150 cc. de capacidad que contenfan agar al 29, més
19 de dextrosa. Previamente a la siembra la semilla de papa fué de-
sinfestada mediante una sumersi6én instantinea en alcohol y después,
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Fig. 1.—Magnitud diaria del crecimiento de diversas cepas de Verticillinm
albo-atrum en agar papa dextrosa en los primeros diez dias,

durante 30 minutos en una soluci6n al 25% de cloruro de calcio la-
vandola finalmente en agua esterilizada. Después de este tratamien-
to la semilla fué sembrada mediante una técnica sencilla, usando una
- espatula para distribuir uniformemente las 10 a 15 semillas quese
colocaron en cada frasco. La primera actividad visible de ‘la semilla
‘fué-chservada generalmente 4 dfas después de sembrada. Las inocula-
ciones con las diversas cepas fueron hechas en el octavo dia mediante
la‘introduccién de pequefios trozos de agar con micelio vigoroso del
hongo obtenido  de cultivos puros. Las plantitas, en el momento de
ser inoculado el medio del frasco, tenian2 a 3 centimetros de altura
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Limina —Cultivos de 15 dias en agar cirnela de las cepas
A Rosa sp. C Chrysanthemum sp, '

y sblo presentaban sus cotiledones abinrtos. Para permitir al hongo
establecerse adecuadamente en el nuevo medio, los frascos se dejaron
a la temperatura del medio ambiente durante 2 dfas, siendo llevados
posteriormente a los refrigeradores con las temperaturas deseadas.

En una prueba preliminar reducida para seleccionar a las cepas
m#s marcadamente patogénicas para trabajos ulteriores, las de Acer
pennsylvanicum, Lonicera sp., Physalis sp. y Platanus sp. fueron elimi-
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MUJICA, R. F. Patogenicidad del Verticillium albo-atrum

nadas yaque éstas no inducfan ningiin efecto . patégeno en los alm4-
cigos de papa. "En las pruebas posteriores con las restantes se utili-
zaron 2 frascos para cada una de las cepas seleccionadas en cada una
de las temperaturas 12, 15, 18, 21, 24 y 27° C.

Lémina 2,—Cultivos de 15 dias de las cepas, Koelreuteria paniculata,
Acer pensylvanicum, Physalis sp.

La conducta patogénica de las cepas usadas fué en general muy
débil, aunque el crecimiento del hongo cubrié mads o menos pronto la
superficie del agar, emergiendo los tallos de las plantitas algunas ve-
ces a través de la cubierta algodonosa del micelio del hongo.

Dentro del margen 6ptimo de temperatura, la cepa mds virulen-
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ta solamente indujo marchitez en el almécigo después de los 23 dias.
Sin embargo en algunos casos, particularmente en la cepa aislada del
Solanum melongena una o dos plantitas en eada frasco parecian haber
sido estimuladas a un mayor crecimiento con una amarillez notoria
de los cotiledones, la cual desapareci6 después de ser expuesto el
frasco 2 dias a la luz y a la temperatura del medio ambiente. No
obstante tal recobramiento en la mayorfa de los casos fué solamente
temporal, marchitindose la plantita alrededor de 20 dias después, al
tiempo que se formaba un pequefio cojin micelial del hongo en el 4pi-
ce entre ambos cotiledones. Al hacer secciones longitudinales del
tallo de tales plantas, el micelio del hongo se revel6 a través del
tejido vascular. En esta misma cepa, después de 30 dias de inocula-
dos se observé una amarillez general sin marcbitez en todos los almd-
cigos sometidos a temperaturas entre 12 a 21°. En el cuadro3 y
figura 2 se dan los detalles de estas observaciones.
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e Hoelrevleria — —eUimus americona _

Fig. 2,—Patogenicidad de diversas cepas de Verticillium albo-atrum
en almdcigos de papas mantenidos a diferentes temperaturas.
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CUADRO 3.—Dfas para presentar marchitez de los almdcigos
de papa inoculados con diversas cepas de Verticillium albo-atrum.

Temperatura Ce Observacidn ter—
Ogpas do 12 15 18 21 24 27 minadadespuésde
Acer platanoides... — — 48 38 45 48 55 dias
Chrysanthemum sp. - = .—., = 38 40 40 dias
Koelreuteria panicu- _
15 i e - .,—, 46 40 35 40 50 dias
Rosa sp — @85, 38 31 25 34 52 dias
e * -1\** *** t
Solanum melongena - = —. - 23 37 44 dias
7 ok ;
Ulmus americana. .. = 56 356 23 29 58 dias

(*) Clorosis sin marchitez,

(**) Una o dos plantas en cada frasco estimuladas a un crecimiento anormal
marchitandose posteriormente.

(***) Una o dos plantas en cada frasco desarrollaron un micelio aéreo en el
apice de los cotiledones sin mostrar ningGn sintoma de rarchitez

3. Estudio de la patogenicidad del hongo en plantas de papa.—
Para estudiar las diferencias de la conducta patogénica de algunas
de las 10 cepas del hongo en plantas obtenidas de tubérculos de
papa y bajo condiciones de invernadero con aquella observada en
almdcigos, se hicieron los experimentos siguientes:

a) Inoculacion del tallo por incision.—En este experimento se
usé dos series de plantas constituidas por las variedades Irish Cobbler
y Katahdin, Cada ura de estas series fueron divididas- en 7. grupos
de 15 plantas cada uno para cada cepa. Las plantas fueron inocula-
das mediante la colocacién de una pequefia cantidad de micelio vi-
goroso del hongo cultivado en agar, dentro de una profunda incisién
en forma de V en el tallo, hecha con un esealpelo esterilizado, siendo
enseguida cubierta la herida con vaselina estéril y sobre ésta con
una huincha adhesiva especial usada para cubrir injertos. Los 7 gru-
pos en cada variedad fueron distribuidos como sigue:

Grupo 1. Inoculado con |a cepa N.° 2

) 2. » y @ » » 4
3. » » » » 8
4. » » » » 9
5. > By 10

6. Testigo con incisién.
7. Testigo no tratado.

¢ ¥ v ¥ g
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Los primeros sintomas claros de la enfermedad fueron observa-
dos en plantas de los grupos 3 y 4 de la variedad Irish Cobbler 37
dias después de inoculadas. Estos sintomas se caracterizaban por una
clorosis general acompafiada de una coloracién purpirea rojiza de
las puntas de las hojuelas y de una «epinastias o curvamiento sin
marchitez atn, de las hojas inferiores de la planta. Después de 40
dias, algunas plantas de los grupos 1 y 2 de la variedad mencionada
presentaron también sintomas similares.

En la limina 3, se exhibe una planta mostrando esta tipica
marchitez fotografiada 40 dias después de inoculada.

Después de una semana de los primeros sfntomas recién deseri-
tos, la marchitez parcial apical y la amarillez de las hojas inferiores
eran caracterfstica en varias plantas de los grupos mencionados, es-
tando asociado este sintoma con manchas o estrias irregulares de
color café obscuro sobre los tallos. Tales manchas cafés siempre te-
nfan relacién con una coloracion café obscura de los tejidos vascula=
res interiores del tallo, siendo-el hongo reaislado fdcilmente de estos
puntos en los 4 grupos mencionados.

Sin embargo ni el grupo N.° 5 de la variedad Irish Cobbler ni
ninguno de los grupos correspondientes en la variedad Katahdin de-
sarrollaron ningdn sintoma interno o externo de enfermedad dentro
de los 60 dias después de inoculados, cuando se puso término a este
experimento. En estos grupos también resultaron infructuosos todos
los intentos de reaislar el hongo de la regién vascular que rodeaba
al punto donde se efectud la inoculaci6n.

Un recobramiento temporal y parcial se observ6 durante los
periodos més calurosos del dia en algunas planfas ligeramente
marchitas,

En el cuadro 4 se dan a las cifras y observaclones hechas en
este experimento.

CUADRO 4.—Dfas para presentar marchitez en las series
inoculadas por incisién en el tallo.

Variedad de papa

S Cepa Katahdin  Irish Cobbler

1. Acer platanoides : — 40
-2, Koelreuteria paniculata — 40

3. Rosa sp. - “37(%)

4, Solonum melongena - S7.(%)
5. Ulmus americana — —

6. Testigo (tratado) = ==

T Testigo (no tratado) —— —

(*) Todas las plantas exhibian sintomas claros de marchitez con estrias no-
torias en los tallos.
(**) Solamente una planta exhibia un aspecto marchito definido.

=0 =
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Irish Cobler inoculada por incisién en el tallo.



Boletin del Departamento de Sanidad Vegetal Vol. I, N.o 2

b) Inyeccién en elitallo con suspension de esporas.—En este ex-
perimento se utilizaron 40 .plantas de la variedad Katahdin divididas
en 8 grupos de 5 maceteros cada uno. Los grupos fueron inoculados
con una densa suspensién de esporas de cada una de las cepas 2, 3

Lam, 4 —Marchitez verticilosa tipica.

4, 8,9 y 10 mediante una aguja hi Srmi i i
10 1 guja hipodérmica de tipo especial recien-
;c.jetqgnte disefiado para este objeto. Cuarenta y cinco dfss después
e moe‘ula:das, cuando'estos experimentos fueron terminados, no se
observé ninguna reaccién visible en las plantas tratadas. ’
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¢)' Inoculacién del- suelo.—Para este método de inoculacién se
us6 un namero igual de plantas Katahdin con la misma distribucién
y cepas que en el experimento anterior. La inoculacién fué hecha
mediante la mezela con tierra esterilizada de un cultivo de 9 dias de
edad de cada cepa en un medio de trigo preparddo en frascos Erlen-
mayer de acuerdo con la técnica de Drayton. Para este experimen-
to las plantitas fueron cultivadas en maceteros de 8 em. de didme-
tro y trasplantadas a los 20 dias a maceteros de 13 em. de didmetro
en los cuales se habia agregado previamente la tierra inoculada.
Dentro de los 45 dias, cuando se le puso término a este experimen-
to, no se observd ningln sintoma visible de las plantas. !

d) Inoculacion de las rafces por inmersion en suspension de es-
poras.—En este experimento se utiliz6 un ntimero igual de plantas
de la misma variedad con las mismas cepas y distribuei6n que en los
experimentos anteriores. Veinticinco dfas después de plantadas se
sacH a las plantas de los maceteros en que habfan sido colocadas
primitivamente y después de remover el tubérculo semilla y lavar
cuidadosamente sus raices, se sumergi6é a éstas durante 3 horas en
una densa suspension de esporas del hongo en agua destilada. Des-
pués de este tratamiento las plantas fuercn replantadas en macete-
ros con suelo esterilizado y colocadas en condiciones favorables
para recobrarse. Las pérdidas debidas a este tratamiento s6lo fueron
de 2,569,. Cincuenta dias después de inoculadas no ge observé nin-
gin sintoma visible en ningiin grupo.

La temperatura del invernadero en todos estos experimentos
fluetud entre 17 a 21°C.

DISCUSION

El corto tiempo en que estos experimentus fueron realizados y la
cantidad reducida del material usado, no dan ninguna base adecuada
para conclusiones definitivas e inobjetables. Sin embargo al autor de
este trubajo los siguientes hechos le han parecido més o menos defi-
nidos: |

1. La debilidad de la patogenicidad del Verticillium albo-atrum
en las cepas observadas y también la forma del desarrollo del hongo
dentro del mesonero, algunas veces sin provecar marchitez en éste
ge;rrllite considerarlo, en relacién con la papa, sélo como un patégeno

ébil.

2. Las 10 cepas usadas pueden ser clasificadas dentro de 3 gru-
pos de acuerdo con su conducta patogénica en la planta de papa y
con el vigor del crecimiento del hongo en cultivo puro.

- a) Claramente patogénicas. Buen vigor en cultivo; Rosa sp. y
Solanum melongena.

- 18 =



Boletin del Departamento de Sanidad Vegetal Vol. I, N.o 2

b) Débilmente patogénicas. Desarrollo pobre en cultivo, (a ex-
cepcion de las cepas. Acer platanoides y Ulmus americana): Koelreu-
teria paniculata, Chrysanthemum sp. Acer platanoides y Ulmus ameri-
cana. Noag
¢) No patogénicas. Regular crecimiento en el cultivo: Acer
pennsylvanicum, Lonicera sp., Physalis sp. y Platanus sp. '

3. El efecto de la temperatura sobre la virulencia de las diver-
sas cepas que resultaron patogénicas a la papa, estuvo directamente
correlacionado con el desarrollo del hongo en cultivo puro.

4. La epinastia de los peciolos de las hojas y las manchas café
obscuras sobre los tallos son uno de los primeros sintomas de la enfer-
medad y parecen, por los antecedentes que obran en conocimiento
del autor, no haber sido mencionados anteriormente en relacion con
la sintomatologia de la Marchitez Verticilosa de la papa.

5. La susceptibilidad al ataque de este hongo es més o menos
clara en la variedad Irish Cobbler, pero la variedad Katahdin parece
ser inmune a su ataque. - .

6. Los resultados aleanzados en las inoculaciones dan una firme
base a la conclusién de que existe especializacién patogénica en el
Verticillium albo-atrum.
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