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RESUMEN

a mortalidad del encino se ha acentuado recientemente en varios estados del pais. La etiologia

en muchos casos se desconoce. Los bosques de encino estan siendo afectados por la “enferme-

dad de la tinta” (Phytophthora cinnamomi Rands.) en los estados de Colima, Jalisco y Guerrero.

La enfermedad causada por P. cinnamomi es de gran importancia; sin embargo, el aislamiento
y la esporulacion del patégeno representan una gran dificultad. Debido a lo anterior, los objetivos del
presente estudio fueron a) evaluar la eficiencia de dos plantas trampa, Camellia japonica y Rhododen-
dron indicum (L.) Sweet utilizando una suspension de suelo y b) inducir la esporulacion del patégeno.
Para ello, discos de tejido foliar (6 mm) de las especies trampa fueron embebidos en una suspension de
suelo por 24 y 48 h para luego ser sembrados en medio selectivo PARPH. La especie R. indicum presentd
una mayor efectividad de captura de 64.10 % comparada con 6.83 % de C. japonica. Los mejores resul-
tados de esporulacion se obtuvieron con una mezcla de agua-suelo (350 mL-200 g).

ABSTRACT

ak mortality has increased in recent years in several Mexican states. The etiology in many

cases is unknown. In the states of Colima, Jalisco and Guerrero, where the cause is known,

the oak forests are being affected by the “ink disease” (Phytophthora cinnamomi Rand). The

presenting symptoms of diseased trees are: chlorosis, necrosis, wilting, cankers with dark
exudates on the bark of the trunk and dieback. Given the impact of the disease and the difficulty of iso-
lating the pathogen from cortical tissue and inducing sporulation in it, this study aimed to (i) evaluate
the efficiency of two trap plants, Camellia japonica and Rhododendron indicum (L). Sweet, using a soil
suspension and (ii) induce sporulation of the pathogen. To this end, 6 mm discs containing leaf tissue
of the trap species were embedded in a soil suspension for 24 and 48 h before being plated in PARPH
selective medium. The species R. indicum showed higher capture effectiveness, 64.10 %, compared with
6.83 % for C. japonica. For sporulation, a water-soil mixture (350 mL-200 g) gave the best results.
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* INTRODUCCION

Los encinos son una de las especies forestales mas abundan-
tes en México. De acuerdo con Zavala (1989, 1998) existen
140 especies del género Quercus distribuidas en bosques
templados, tropicales caducifolios y subcaducifolios. Tam-
bién las especies de Quercus son un componente vital y ca-
racteristico del bosque mesdfilo de montana (Rzedowski,
1981). El encino no so6lo desempeiia un papel importante
en la estructura del bosque sino que también tiene un valor
comercial por su madera, ademas, de su uso como planta
ornamental y para la recreaciéon humana (Rzedowski, 1981).
La presencia de los encinares es necesaria para preservar el
equilibrio ecoldgico de las cuencas, ya que contribuye prin-
cipalmente en la recarga de mantos acuiferos, sirve como
refugio para la fauna silvestre y evita la erosion.

A nivel mundial, el patégeno Phytophthora cinnamomi
Rands tiene una gran capacidad destructiva y un rango am-
plio de hospedantes causando enormes daios en bosques
naturales, plantas ornamentales y frutales (Domsch, 1980).
Desafortunadamente, a partir de 1987, una muerte severa
de encinos se comenzd a observar en el estado de Colima
(ejido Arrayanal), la cual fue atribuida al patégeno P. cinna-
momi 13 afnos después (Tainter, O ‘brien, Hernandez, Oroz-
co, & Rebolledo, 2000) y mas tarde confirmada en dicha
localidad y en los estados de Jalisco y Guerrero (Alvarado-
Rosales et al., 2007; Alvarado-Rosales, Saavedra-Romero, &
Almaraz-Sanchez, 2008).

P. cinnamomi es un patdgeno del suelo causante de pudri-
ciones radicales que en el siglo pasado devast6 200,000 ha
de vegetacion natural en Australia destruyendo mas de 400
especies hospedantes (Malajczuk, 1979). En México, dicho
patdgeno ha sido la causa de grandes dafios en areas produc-
toras de aguacate como en Atlixco, Puebla, donde el cultivo
ha desaparecido en grandes regiones (Téliz, 2000). El uso de
productos quimicos, variedades resistentes y practicas cul-
turales son algunos de los métodos de control que se han
empleado para mitigar el efecto del hongo; sin embargo,
éste se ha restringido por razones econémicas y ecoldgicas
(Agrios, 2005).

En varias partes del mundo las especies de Phytophthora no
son reconocidas como agentes causales de muchas enferme-
dades, siendo atribuidas a otros microorganismos aislados
facilmente en medios de cultivo (Tsao, 1983). Existen téc-
nicas para facilitar el aislamiento de Phytophthora a partir
de tejido enfermo y del suelo, utilizando medios de cultivo
adicionados con antibidticos y quimicos como medio 3P
(Eckert & Tsao, 1962) y rifampicina PCNB-himexazol PAR-
PH (pimaricina, ampicilina, rifampicina, PCNB e himexa-
zol) (Erwin & Ribeiro, 1996; Alvarado-Rosales et al., 2007).
Algunas técnicas especiales de aislamiento, como el uso de
cebos bioldgicos y medios selectivos han permitido aislar al
patdgeno (Tsao, 1983; Zentmeyer, 1980). Varias técnicas de
trampeo se han empleado debido a la dificultad que repre-

INTRODUCTION

Oaks are one of the most abundant forest species in Mexico.
According to Zavala (1989, 1998), there are 140 species of
the genus Quercus distributed in temperate, tropical decidu-
ous and semi-deciduous forests. Quercus species are also
a vital and characteristic component of cloud forest (Rze-
dowski, 1981). The oak not only plays an important role
in forest structure but also has a commercial value for its
timber, and is used as an ornamental plant and for human
recreation (Rzedowski, 1981). The presence of oak forests is
necessary to preserve the ecological balance of watersheds,
since they contribute mainly to groundwater recharge, serve
as a refuge for wildlife and prevent erosion.

Globally, the pathogen Phytophthora cinnamomi Rands has
a great destructive ability and a wide range of hosts, caus-
ing enormous damage to natural forests, ornamental plants
and fruit trees (Domsch, 1980). Unfortunately, from 1987
onwards, a severe death of oaks began to be seen in the
state of Colima (ejido Arrayanal), which was attributed to
the pathogen P. cinnamomi 13 years later (Tainter, O’brien,
Hernandez, Orozco, & Rebolledo, 2000) and later confirmed
at the site and in the states of Jalisco and Guerrero (Alvara-
do-Rosales et al., 2007; Alvarado-Rosales, et al., 2008).

P, cinnamomi is a soil pathogen causing root roots that in the
last century devastated 200,000 ha of natural vegetation in
Australia, destroying more than 400 host species (Malajczuk,
1979). In Mexico, this pathogen has caused major damage in
avocado-producing areas such as Atlixco, Puebla, where the
crop has disappeared in large regions (Téliz, 2000). The use of
chemical products, resistant varieties and cultural practices
are some of the control methods that have been used to miti-
gate the effect of the fungus, but their use is restricted due to
economic and ecological reasons (Agrios, 2005).

In several parts of the world, Phytophthora species are not
recognized as causative agents of many diseases, being at-
tributed instead to other microorganisms that are easily
isolated in culture media (Tsao, 1983). Techniques exist to
facilitate isolation of Phytophthora from diseased tissue and
soil, using culture media with antibiotics and chemicals
such as 3P medium (Eckert & Tsao, 1962) and rifampicin
PCNB-hymexazol PARPH (pimaricin, ampicillin, rifam-
picin, PCNB and hymexazol) added in (Erwin & Ribeiro,
1996; Alvarado-Rosales et al., 2007). Some special isolation
techniques, such as the use of biological baits and selective
media, have allowed isolating the pathogen (Tsao, 1983;
Zentmeyer, 1980). Various trapping techniques have been
used because of the difficulty involved in directly isolat-
ing Phytophthora, which can be grouped into three general
categories: a) insertion of infected soil or tissue in wounds
made in fresh fruits (avocado and pear, among others); b)
planting seeds, seedlings or root pieces and c) trapping by
flotation, where incubation baths are used in different pro-
portions of water and soil. This is perhaps the most widely
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senta el aislamiento directo de Phytophthora, las cuales se
pueden agrupar en tres categorias generales: a) insercion de
suelo o tejido infectado en heridas realizadas en frutos fres-
cos (aguacate y pera, entre otros); b) siembra de semillas,
plantulas o trozos de raiz y c¢) trampeo por flotacion, donde
se utilizan bafos de incubacion en distintas proporciones de
agua y suelo. Este es quizas el método utilizado mds amplia-
mente y el de mayor efectividad para aislar muchas especies
de Phytophthora.

El éxito de la técnica de trampeo depende de la susceptibili-
dad de la especie utilizada como cebo y de las condiciones de
incubacioén. En los viveros de México existen varias especies
ornamentales, las cuales no se han evaluado para la captura
de patdgenos del suelo. Por ello, los objetivos del presente
trabajo fueron evaluar la eficiencia de captura y aislamiento
de P. cinnamomi del suelo por medio de dos ornamentales
como Camellia japonica (camelia) y Rhododendron indicum
(azalea) e implementar una forma sencilla para inducir la
esporulacion del patogeno. El trabajo se realizé consideran-
do la falta de estudios de este tipo y con el fin de proporcio-
nar una herramienta con mayor facilidad para determinar la
presencia de P. cinnamomi.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de muestras de suelo

La colecta se realizo en tres sitios: El Arrayanal, Colima; Re-
serva de la Biosfera, Jalisco; y Tecoanapa, Guerrero. En estos
lugares, la enfermedad de la tinta ocasionada por P. cinna-
momi se ha detectado recientemente. Las muestras se toma-
ron de arboles que mostraban diferentes niveles de muerte
regresiva, marchitez, clorosis, defoliacién prematura y pre-
sencia de cancros con exudado color oscuro en la corteza. En
cada sitio se seleccionaron parcelas de muestreo de 0.1 ha 'y
en cada una se tomaron cinco muestras compuestas de 1 kg
de suelo que incluian algunas raices. Las muestras se colec-
taron a una profundidad de 5 a 15 cm (Alvarado-Rosales et
al., 2008) en bolsas de polietileno. El muestreo se realiz6 en
agosto de 2004 a septiembre de 2005 colectandose 172 mues-
tras en total; 134 en Colima, 11 en Jalisco y 27 en Guerrero.

Plantas trampa

Las especies ornamentales utilizadas para la captura y ais-
lamiento de P. cinnamomi fueron C. japonica y R. indicum.
Las plantas se obtuvieron de los viveros circundantes a Tex-
coco y Xochimilco.

Trampeo de P. cinnamomi

El trampeo de P. cinnamomi se hizo en contenedores plas-
ticos (uno por cada muestra de suelo), en los cuales se agre-
garon 200 g de suelo + 350 mL de agua destilada. La mezcla
resultante se homogeneizé con ayuda de una espatula. En
cada contenedor se colocaron 30 discos de camelia (6 mm

used method and the most effective for isolating many spe-
cies of Phytophthora.

The success of the trapping technique depends on the suscep-
tibility of the species used as bait and the incubation condi-
tions. In Mexican nurseries, there are several ornamental spe-
cieswhich have notbeen assessed for capturing soil pathogens.
Therefore, the objectives of this study were to evaluate the ef-
ficiency of capturing and isolating P. cinnamomi by two orna-
mentals, namely Camellia japonica (camellia) and Rhododen-
dron indicum (azalea), and implement a simple way to induce
sporulation of the pathogen. The work was performed in
light of the lack of studies of this type and to provide a tool
that can more easily determine the presence of P. cinnamomi.

MATERIALS AND METHODS
Collection of soil samples

The collection was carried out at three sites: El Arrayanal,
Colima; Biosphere Reserve, Jalisco; and Tecoanapa, Guer-
rero. In these places, ink disease caused by P. cinnamomi
was recently reported. Samples were taken from trees show-
ing different levels of dieback, wilting, chlorosis, premature
defoliation and presence of cankers with dark exudates on
the bark. At each site, 0.1 ha sample plots were selected and
five composite samples of 1 kg of soil, including some roots,
were taken. Samples were collected at a depth of 5 to 15 cm
(Alvarado-Rosales et al., 2008) in polythene bags. Sampling
was conducted from August 2004 to September 2005, with
172 samples collected in total: 134 in Colima, 11 in Jalisco
and 27 in Guerrero.

Trap plants

The ornamental species used to capture and isolate P. cin-
namomi were C. japonica and R indicum. The plants were
obtained from nurseries around Texcoco, state of Mexico,
and Xochimilco.

Trapping of P. cinnamomi

Trapping of P. cinnamomi was done in plastic containers
(one for each soil sample), in which 200 g of soil + 350 mL
of distilled water were added. The resulting mixture was
homogenized using a spatula. In each container, 30 camel-
lia discs (6 mm in diameter) and 30 azalea triangles (5 mm
per side) were placed, totaling 60 units, which were kept at
room temperature (20-25 °C) (Figure 1A). After 24 h, 10 ca-
mellia discs and 10 azalea triangles were extracted and then
rinsed with sterile distilled water and dried in sterile paper
towels. Finally, the 20 units were planted in each Petri dish
with PARPH selective medium (Figure 1B). This process was
repeated 24 hours later. The dishes were placed in darkness
at room temperature to promote the growth of the pathogen.
Once growth was observed in the discs and triangles, they
were reviewed microscopically and the final count of those
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* de didametro) y 30 tridangulos de azalea (5 mm por lado), su-

mando un total de 60 unidades, las cuales se mantuvieron a
temperatura ambiente (20-25 °C) (Figura 1A). Después de
24 h se extrajeron 10 discos de camelia y 10 tridngulos de
azalea, los cuales se enjuagaron con agua destilada estéril y
se secaron en sanitas estériles. Finalmente, se sembraron las
20 unidades en cada caja Petri con medio selectivo PARPH
(Figura 1B). Este proceso se repitioé 24 horas después. Las

containing mycelium of P. cinnamomi was made. The units
with the pathogen of interest were transferred to PARPH cul-
ture medium and subsequently to PDA to purify the colony.

Identification of P. cinnamomi

Permanent mounts were made of the purified colonies
with 50 % glycerol, acidified with HCI (12 N), for observa-

FIGURA 1. A) Trampeo de Phytophthora cinnamomi en suspension de agua-suelo. B) Siembra de discos de azalea y triangulos de ca-
melia en medio PARPH. C) Crecimiento del micelio de P. cinnamommi tipo coraloide en medio PARPH. D) Crecimiento
de P. cinnamomi en forma de rosa a los siete dias de edad en medio PDA. E) Vista al microscopio de micelio P. cinnamomi
(20X). F) Esporangios no papilados de P. cinnamomi (20X).

FIGURE 1. A) Trapping of Phytophthora cinnamomi in soil-water suspension. B) Seeding of azalea discs and camellia trian-
gles in PARPH medium. C) Growth of coraloide-type mycelium in PARPH medium. D) Growth of P. cinnamo-
mi in the shape of a rose at seven days of age in PDA medium. E) Microscopic view of P. cinnamomi mycelium
(20X). F) Non-papillate sporangia of P. cinnamomi (20X).



Revista Chapingo Serie Ciencias Forestales y del Ambiente

cajas se colocaron en oscuridad y a temperatura ambiente
para promover el crecimiento del patégeno. Una vez que en
los discos y tridangulos se observé el crecimiento, se revisa-
ron al microscopio y se realizo el conteo final de aquéllos
que contenian micelio de P. cinnamomi. Las unidades con
el patégeno de interés se transfirieron a medio de cultivo
PARPH vy posteriormente a PDA para purificar la colonia.

Identificacion de P. cinnamomi

De las colonias purificadas se hicieron montajes permanen-
tes con glicerol al 50 %, acidificado con HCI (12 N), para
su observacion al microscopio compuesto (Figura 1D). La
identificacion morfoldgica se hizo con base en las claves de
Waterhouse (1963) y Erwin y Ribeiro (1996).

Produccion de esporangios

La esporulacion de las colonias purificadas se indujo con
una mezcla de agua estéril-suelo no esterilizado en una
proporciéon 1000 mL:100 g. La mezcla fue centrifugada
durante 20 min a 5,000 rpm y la solucién obtenida se fil-
tré con una manta de cielo. En cajas Petri se agregaron 10
mL de la solucién, posteriormente, se colocaron 20 discos
de 0.5 cm del cultivo de la colonia pura de P. cinnamomi.
Por cada muestra se tuvieron cinco repeticiones. Las cajas
fueron incubadas a temperatura ambiente por siete dias
durante los cuales se formaron los esporangios. La identi-
ficacién de los esporangios se hizo con las claves de Water-
house (1963) y Erwin y Ribeiro (1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

83 aislamientos del hongo P. cinnamomi se obtuvieron de las
172 muestras procesadas de suelo-raiz. Los discos y triangu-
los foliares de las dos ornamentales atraparon a P. cinnamo-
mi, 24 y 48 h después de estar embebidas en la suspension
de suelo (Cuadro 1). Los resultados de la captura de P. cin-
namomi en las muestras compuestas de suelo (agosto 2004 a
septiembre 2005) manifiestan que 64.10 % de los tridngulos
de Rhododendron y 6.83 % de los discos de Camellia tu-
vieron crecimiento tipico del patégeno. Esto indica que R.
indicum es mas eficaz que C. japénica.

La presencia de P. cinnamomi en medio de cultivo PDA se
confirmé por el micelio cenocitico toruloso, esporangios
no papilados y crecimiento de la colonia tipo cameliforme.
El uso de medio selectivo PARPH contribuyé con un por-
centaje mayor de captura de P. cinnamomi, aunque existen
otros medios selectivos que se emplean en el aislamiento de
hongo como Agar Corn Meal, PDA y Agar V-8 (Tsao, 1983;
Zentmyer, 1980). Las colonias desarrolladas en PARPH fue-
ron blancas y el micelio presentd un crecimiento coraloide
(Figura 1C). En medio PDA, las colonias presentaron mice-
lio con crecimiento en forma de camelia, el cual es tipico de
la especie (Figura 1D). Con ayuda del microscopio se obser-
v6 un micelio cenocitico con protuberancias tipo coraloide,

tion under a compound microscope (Figure 1D). Morpho-
logical identification was made using the keys described by
Waterhouse (1963) and Erwin and Ribeiro (1996).

Production of sporangia

Sporulation of purified colonies was induced with a mix-
ture of sterile water and unsterilized soil at a ratio of 1000
mL:100 g. The mixture was centrifuged for 20 min at
5,000 rpm and the solution obtained was filtered through
cheesecloth. Then 10 mL of solution were added to Pe-
tri dishes, after which 20 dishes containing 0.5 cm of the
culture of the pure colony of P. cinnamomi were placed in
them. There were five replications for each sample. The
dishes were incubated at room temperature for seven days
during which sporangia formed. The sporangia were iden-
tified with the keys described by Waterhouse (1963) and
Erwin and Ribeiro (1996).

RESULTS AND DISCUSSION

In total, 83 isolates of the fungus P. cinnamomi were obtained
from the 172 soil-root samples processed. Leaf discs and tri-
angles of the two ornamentals trapped P. cinnamomi, 24 and
48 h after being embedded in the soil suspension (Table 1).
The results of the capture of P. cinnamomi in the compos-
ite soil samples (August 2004 to September 2005) show that
64.10 % of the Rhododendron triangles and 6.83 % of the Ca-
mellia discs had typical pathogen growth. This indicates that
R. indicum is more effective than C. japonica.

The presence of P. cinnamomi in PDA culture medium was
confirmed by torulose coenocytic mycelium, non-papillate
sporangia and growth of the camellia-shaped colony. The
use of PARPH selective medium contributed to a higher
capture rate of P. cinnamomi, although there are other se-
lective media used in fungus isolation such as Agar Corn
Meal, PDA and Agar V-8 (Tsao, 1983; Zentmeyer, 1980).
The colonies developed in PARPH were white and the my-
celium presented coralloid growth (Figure 1C). In PDA
medium, the colonies presented mycelium in the form of
camellia, which is typical of the species (Figure 1D). Us-
ing a microscope, a coenocytic mycelium with branched,
coralloid-type protuberances and abundant terminal chla-
mydospores was observed (Figure 1E), which is consistent
with that reported by Erwin and Ribeiro (1996).

The presence of P. cinnamomi sporangia is only manifested in
liquid medium with soil extract solutions obtained from fungal
cultures in PDA. In this study, sporangia formed on the seventh
day. They were observed under a stereoscopic microscope and
found to belong to P. cinnamomi. To do this, the length and
width of 100 sporangia obtained from each sampling site were
measured. The average size of the sporangia from the Guerrero
samples was 48.24 x 31.47 um, while that of the Colima and
Jalisco samples was 50.10 x 33.61 pm, agreeing with the values
reported by Erwin and Ribeiro (1996) for this species.
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CUADRO 1. Cuantificacion de unidades de Camellia japonica y Rhododendron indicum sembradas en medio PARPH e infectadas por
Phytophthora cinnamomi.

*Cada caja contenia 10 discos de C. japonica y 10 tridngulos de R. indicum.
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TABLE 1. Quantification of Camellia japonica and Rhododendron indicum units seeded in PARPH medium and infected by Phyto-

phthora cinnamomi.

*Each dish contained 10 discs of C. japonica and 10 triangles of R. indicum.

ramificado y con la presencia de abundantes clamidosporas
terminales (Figura 1E), lo cual concuerda con lo reportado
por Erwin y Ribeiro (1996).

La presencia de esporangios de P. cinnamomi s6lo se mani-
fiesta en medio liquido con soluciones de extracto de suelo
partiendo de cultivos del hongo en PDA. En este trabajo, los
esporangios se formaron a los siete dias, los cuales se observa-

CONCLUSIONS

The results of this study indicate that R. indicum was more ef-
fective than C. japonica as the former obtained a greater num-
ber of isolates in the capture of P. cinnamomi from the soil.
Sporulation was achieved at seven days, which is an important
indicator for identifying and comparing species of Phytoph-
thora. The fungus P. cinnamomi has been identified as a caus-




Trampeo de Phytophthora...

Almaraz-Sanchez et al.

* ron al microscopio estereoscdpico y se verificé que pertene-

cieran a P. cinnamomi. Para ello, se midid el largo y ancho de
100 esporangios de cada sitio de muestreo. El tamaiio prome-
dio de los esporangios provenientes de las muestras de Gue-
rrero fue de 48.24 x 31.47 um, y de las muestras de Colima y
Jalisco fue de 50.10 x 33.61 um concordando con los valores
reportados por Erwin y Ribeiro (1996) para esta especie.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio indican que R. indicum
fue mas eficiente debido a que con ésta se obtuvo un ma-
yor numero de aislamientos en la captura de P. cinnamomi
del suelo que con C. japonica. La obtencion de esporangios
se logrd a los siete dias, el cual es un indicador importan-
te para la identificacion y comparacion de las especies de
Phytophthora. El hongo P. cinnamomi se ha identificado
como agente causal de la muerte de 4rboles de encino. La
metodologia empleada en este trabajo facilita el aislamiento
de P. cinnamomi utilizando las especies ornamentales que
estan disponibles en los viveros de México.
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