UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
FACULTAD DE CIENCIAS FORESTALES
INGENIERIA FORESTAL

PATOGENICIDAD DE ESPECIES RIBERENAS DE Phytophthora EN

PLANTAS DE Nothofagus dombeyi (Mirb).

Tesis presentada a la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad de

Concepcién para otorgar al titulo profesional de Ingeniera Forestal

Por: Paulina Alejandra Tabilo Moraga

Profesor Guia: Eugenio Alfredo Sanfuentes Von Stowasser

Agosto, 2024

Concepcidn, Chile



© 2024, Paulina Alejandra Tabilo Moraga
Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por
cualquier medio o procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del

documento



PATOGENICIDAD DE ESPECIES RIBERENAS DE Phytophthora

EN PLANTAS DE Nothofagus dombeyi (Mirb).

Profesor Guia Eugenio Alfredo Sanfuentes Von Stowasser
Profesor Titular

Ingeniero Forestal, Dr.

Profesor Co-Guia Valeria Loreto Arriagada Gonzalez
Colaboradora Docente

Bioingeniera, Dra (c).



DEDICATORIA

A mis padres y familia

que me apoyaron en este recorrido académico.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco de todo corazon a mis padres, Alejandro y Cecilia, cuyo apoyo
incondicional fue fundamental para alcanzar este logro. A mis hermanos, cuya

preocupacion y carifio siempre me acompafaron en este camino.

A mis queridos abuelos, Manuel y Rosa, quienes, a pesar de la distancia, me
brindaron su calido hogar y amor incondicional. A mi tio Esteban, por su
amabilidad y disposicion para ayudarme en las labores manuales que

surgieron durante el proceso.

A mi pareja, cuya presencia, fue un gran apoyo durante el desarrollo de esta

investigacion.

Agradezco al profesor Eugenio por permitirme formar parte de su equipo en el
laboratorio de Patologia Forestal y por su constante guia y apoyo en

momentos clave.

A Angella, Milena y Valeria, les agradezco infinitamente por su paciencia,

dedicacion y valiosa ensefianza durante todo el proceso de la investigacion.

Finalmente, quiero agradecer el apoyo de todas las personas que de una u

otra manera contribuyeron a la culminacion de este importante logro.



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN

ABSTRACT

I.  iError! Marcador no definido.
II. iError! Marcador no definido.
[ll. iError! Marcador no definido.
V. 16

V. 20

VI. iError! Marcador no definido.



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Tratamientos empleados para ensayo de patogenicidad en plantas
de Nothofagus dombeyi. 3

Tabla 2. Fecha de actividades realizadas durante el ensayo de patogenicidad
en plantas de Nothofagus dombeyi. 5

Tabla 3. Volumen de las raices de plantas de Nothofagus dombeyi en
substrato infestado con diferentes especies de Phytophthora. 12

Tabla 4. Incidencia y colonizacion de raices por Phytophthora spp. en plantas
de Nothofagus dombeyi. 13

Tabla 5. Incidencia y colonizacién de raices por Pythium sp. en plantas de
Nothofagus dombeyi. 15



INDICE DE ILUSTRACIONES

Figura 1. Escala diagramatica de severidad de necrosis en follaje de las
plantas de Nothofagus dombeyi: (G1) 0%, (G2) 1-25%, (G3) 26-50%, (G4) 51-
75% y (G5) 76-100%. 7

Figura 2. Sintomas en plantas de Nothofagus dombeyi. Clorosis y
amarillamiento, en tratamiento de substrato infestado con Phytophthora
chlamydospora (A); Decoloracion y necrosis marginal asociado al ataque por
Trips (B y C). 9

Figura 3. indice de severidad de sintomas foliares en plantas de Nothofagus
dombeyi, con infestacion de substrato con Phytophthora spp y controles,
después de 10 semanas de ensayo. Barras indican error estandar de la media.

10

Figura 4. Sintomas en follaje y raices en plantas de Nothofagus dombeyi a la
décima semana de la infestacion del substrato con Phytophthora spp., y en
controles. Sintomas en follaje (primerafila) y en la raiz de las plantas (segunda
fila). Control absoluto (A y H); control positivo Phytophthora cinnamomi (B y I),
P. gonapodyides (C y J), P. amnicola (D y K), P. aysenensis (E y L), P.
chlamydospora (F y M) y P. thermophila (G y N). 11

Figura 5. Phytophthora gonapodyides. (A) Colonias en forma de roseta en
medio PDA; (B) hinchazones hifales, (C) esporangio no papilado, con forma
elipsoidal y (D) esporangio vacio con proliferacion interna. 13

Figura 6. Phytophthora thermophila. (A) Colonia en forma de petaloide en
medio PDA; (B) hinchazones hifales globosas e hifas principales onduladas.
14

Figura 7. Pythium sp. (A) Colonia algodonosa en medio PDA; (B)
clamidosporas y micelio cenocitico. 15



RESUMEN

Especies de Phytophthora son conocidas por causar enfermedades
devastadoras en ecosistemas forestales a nivel mundial. En Chile, se ha
identificado especies de Phytophthora afectando especies forestales nativas,
siendo frecuente la deteccion en bosques de Nothofagus dombeyi (coihue).
En recientes estudios, han sido colectadas diferentes especies de
Phytophthora desde cursos de agua, designadas como “riberefias”, en predios
donde se observa mortalidad en arboles de coihue, desconociendo su rol
como posibles agentes patdgenos. Este grupo de oomicetos tienen la
capacidad de diseminarse facilmente por medios acuaticos. El objetivo de la
investigacion fue determinar la patogenicidad de especies riberefias de

Phytophthora spp., en plantas de Nothofagus dombeyi.

El ensayo de patogenicidad se llevd a cabo en plantas de N. dombeyi de un
afo de edad. La inoculacion se realizd6 mediante infestacion de substrato con
aislados de P. amnicola, P. aysenensis, P. chlamydospora, P. gonapodyides
y P. thermophila. Las plantas fueron evaluadas durante diez semanas,
registrandose los sintomas en la parte aéreay al final del ensayo se cuantificé
el volumen de raices y aislamientos de Phytophthora evaluadas desde las
raices de las plantas. El ensayo fue realizado con un disefio experimental
completamente al azar, con seis repeticiones por cada especie de

Phytophthora, ademas de los tratamientos control.



Durante el ensayo, algunas plantas presentaron una leve clorosis y
defoliacion, con una severidad que no supero el 25%. No se observo necrosis
foliar ni mortalidad en las plantas de N. dombeyi con substrato infestado con
especies de Phytophthora, asi como en los tratamientos control. Ademas, no
se evidenci6é una reduccion en el volumen de las raices. La colonizacion de
Phytophthora en las raices de las plantas se constatd solo para las especies

P. gonapodyides y P. thermophila.

Los resultados del ensayo no permitieron determinar la patogenicidad de las
especies de Phytophthora en plantas de N. dombeyi. Por lo que se considera
necesario realizar nuevos ensayos para determinar la patogenicidad de las

especies riberefias en N. dombeyi.

Palabras clave: Patogenos forestales, Pythium sp., Phytophthora riberefas,

oomicetos patdgenos.
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ABSTRACT

Phytophthora species are known to cause devastating diseases in forest
ecosystems worldwide. In Chile, Phytophthora species have been identified
affecting native forest species, being frequently detected in forests of
Nothofagus dombeyi (coihue). In recent studies, different species of
Phytophthora have been collected from watercourses, designated as
“riparian”, in areas where mortality is observed in coihue trees, not knowing
their role as possible pathogens. This group of oomycetes has the ability to
spread easily through aquatic environments. The objective of the research was
to determine the pathogenicity of riparian species of Phytophthora spp. on

Nothofagus dombeyi plants.

The pathogenicity test was carried out on one years old N. dombeyi plants.
Inoculation was done by substrate infestation with isolates of P. amnicola, P.
aysenensis, P. chlamydospora, P. gonapodyides and P. thermophila. The
plants were evaluated for ten weeks, recording the symptoms in the aerial part
and at the end of the trial the volume of roots and isolates of Phytophthora
evaluated from the roots of the plants were quantified. The trial was conducted
with a completely randomized experimental design, with six replicates for each

Phytophthora species, in addition to the control treatments.



During the trial some plants showed slight chlorosis and defoliation, with a
severity that did not exceed 25%. No leaf necrosis or mortality was observed
in N. dombeyi plants infested with substrate with Phytophthora species, as well
as in the control treatments. In addition, no reduction in root volume was
evident. Phytophthora colonization of plant roots was found only for P.

gonapodyides and P. thermophila species.

The test results did not allow determining the pathogenicity of Phytophthora
species on N. dombeyi plants. Therefore, it is considered necessary to carry

out new test to determine the pathogenicity of riparian species on N. dombeyi.

Key words: Forest pathogens, Pythium sp., riparian Phytophthora, pathogenic

oomycetes.



l. INTRODUCCION

El coihue, es una especie que se encuentra dentro del tipo forestal Roble-
Rauli-Coihue (RORACO), el cual domina los bosques templados de Chile y
abarca un 1,65 millbn de hectareas (CONAF, 2021). Su localizaciéon
geografica se extiende entre los paralelos 33° y 48° S (Donoso, 1987),
presentandose tanto en la Cordillera de los Andes como en la Cordillera de la
Costa (Gutiérrez, 2017). La madera de coihue es facil de trabajar y tiene
diferentes usos, como madera estructural, muebles, embarcaciones y
durmientes (Diaz, 1987). Sin embargo, debido a problemas sanitarios, su
participacion en la industria del aserrio es baja, con una importante pérdida de

volumen aprovechable después de procesar los fustes (Sandoval, 1997).

Entre los principales agentes que afectan el estado sanitario de N. dombeyi
se encuentran los insectos xil6fagos que taladran la madera, como
Proholopterus chilensis (Coledptero: Cerambycidae) que provoca dafios en el
fuste (Kruuse, 1981), y Notiopostega atrata (Lepiddptera: Opostegidae) que
forma galerias en la zona cambial del fuste (Baldini et al., 1994). Ademas, los
insectos defoliadores como Polythyzana cineransces (Lepiddptera:

Saturniidae) cuyas larvas se alimentan del follaje (Baldini et al. 1994).



Los hongos patdgenos también pueden desempefiar un papel importante en
el estado sanitario de N. dombeyi. Especies de Armillaria causan pudricién en
las raices y de cuello; Fistulina hepética y Phellinus igniarius provocan la
pudricion del fuste y ramas (Deschamps, 1980); y recientemente se ha
detectado la presencia de especies de Phytophthora asociadas al declinio de

varias especies arbéreas en bosques valdivianos (Jung et al., 2018).

En la dltima década, se ha observado un aumento en el nimero de especies
descritas en el género Phytophthora, llegando a identificarse 152 especies
(Soto et al.,, 2017). Este numero probablemente seguirA aumentando
conforme se realicen mas estudios en bosques y cuerpos de agua (Soto et al.,
2017). Entre las especies mas dafiinas que afectan los ecosistemas forestales
del mundo se encuentra P. cinnamomi, que ha causado devastadoras
perdidas en bosques de Eucalyptus marginata en Australia Occidental (Jung
et al., 2013). Ademas, otras especies de este género han sido asociadas al
deterioro de bosques y la mortalidad de arboles en Europa (Jung et al., 2000),
como la muerte subita del Roble (Quercus sp.) en América del Norte causada
por P. ramorum (Rizzo et al., 2002), el mal de ciprés (Austrocedrus chilensis)
en Argentina causado por P. austrocedrae (Greslebin, Hansen y Sutton, 2007)
y la muerte de Roble (N. obliqua) provocada por P. pseudosyringae en

Inglaterra (Scanu et al., 2012).



En Chile, se han identificado especies de Phytophthora que actian como
patdogenos y afectan a diversas especies lefilosas, tanto nativas como
exodticas. Por ejemplo, P. pinifolia es responsable de la enfermedad
denominada “Dafio foliar del Pino” en P. radiata, (Duran et al., 2008), P.
kernoviae esta asociado a necrosis de hojas en canelo (Drimys winteri) en la
region de Los Rios (Sanfuentes et al., 2016), y P. pseudosiryngae causa
cancros en fuste de arboles de roble, rauli y coihue en la region del Biobio
(Fajardo et al., 2017). En el bosque valdiviano en la region de Los Rios, P.
cinnamomi aislada desde la rizosfera ha sido asociada a la muerte de arboles
de canelo, coihue, arrayan (Luma apiculata) y mafio hembra (Saxegothaea
conspicua) (Jung et al., 2018). Recientemente, en la cordillera de Nahuelbuta,
P. cinnamomi se aislo desde la rizosfera de arboles de Araucaria araucana,
gue presentaban decoloracion, necrosis parcial o total de la copa (Sanfuentes
et al., 2022). También se aislaron P. cinnamomi y P. aysenensis desde la
rizosfera de arboles de ciprés de la cordillera (Austrocedrus chilensis) con
muerte regresiva de copa, en la regiéon del Maule (E. Sanfuentes,
comunicacién personal, 2023), aunque en este caso la patogenicidad de estas

especies no ha sido comprobada.

El género Phytophthora, pertenece al reino Chromista, dentro de la clase
Oomycetes (Hawksworth et al.,, 1995). Estos oomicetos producen

clamidosporas, estructuras de supervivencia que se encuentran en el suelo o



en raices infectadas y que tienen la capacidad de sobrevivir por largos
periodos hasta que las condiciones sean favorables (Kang et al.,, 2017)
Phytophthora inicia su ciclo de vida cuando las clamidosporas u oosporas
germinan en condiciones humedas, formando esporangios (Abad et al., 2023).
Estos liberan diminutas esporas unicelulares y biflageladas denominadas
zoosporas, que tienen la capacidad mecanica de nadar a través del agua
(Jung y Burgess, 2009). Cuando el patégeno infecta el tejido vegetal sano,
principalmente raices, las zoosporas dejan de nadar, sueltan los flagelos y
desarrollan una pared celular, formando estructuras Illamadas hifas,
encargadas de infectar y crecer dentro de las células vegetales hospedantes
(Kang et al., 2017). Ademas, las hifas forman esporas que se liberan al suelo,
reiniciando el ciclo de vida (Jung y Burgess, 2009). Este ciclo puede repetirse
innumerables veces antes de que un arbol maduro empiece a mostrar

sintomas visibles en la copa (Tsao, 1983).

La infeccién de Phytophthora se manifiesta a través de diferentes sintomas
gue varian segun la especie, siendo los mas comunes las lesiones necroticas
en el tronco (cancro) (Alves et al., 2016). La necrosis comienza en las raices
finas del arbol, provocando sintomas visibles en la copa, lo cual generalmente
es la primera sefial de pudricion de raices. A medida que la pudricion progresa
a las raices principales o el tallo principal, se produce un declive gradual
(Dervis et al., 2016). La infeccidn de las raices resulta en un pobre crecimiento

del arbol, una ramificacion escasa en la copa, con las hojas agrupadas en los
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extremos de las ramas, un follaje pequefio y a menudo clorético, lo que

finalmente lleva a la muerte de la copa (Jung y Burgess, 2009).

En el marco del proyecto FIBN 22/2019, en el predio Pulluman, ubicado en la
region de los Rios (40°13°47,05°S — 72°41°25,66°0), se observé mortalidad
en un bosquete de coihue, inicialmente atribuida a la presencia de P.
cinnamomi (Silva, 2023). En un estero que bordea el bosquete afectado,
utilizando un método de cebos de Jung et al. (1996), se determino la presencia
de las especies P. gonapodyides, P. anmicola, P. aysenensis, P.
chlamydospora y P. thermophila. Se desconoce el posible rol de estas
especies como patdégenos en N. dombeyi, asi como en otras especies nativas

de Chile.

Ante la relevancia de las especies de Phytophthora a nivel mundial debido a
su capacidad invasiva y potencial de dafio, sumado a las evidencias recientes
de su deteccidn en especies del bosque nativo en Chile, se planteé como
objetivo de esta investigacion determinar la patogenicidad de especies

riberefias de Phytophthora en plantas de Nothofagus dombeyi.



Il. METODOLOGIA

2.1 Antecedentes generales

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Patologia Forestal y en
el vivero de la Facultad de Ciencias Forestales. Para el ensayo de
patogenicidad, se estudiaron cinco especies de Phytophthora colectadas del
estero Pulluman, durante la primavera de 2022 (Tabla 1). Los aislados
utilizados fueron identificados previamente mediante analisis molecular y

morfologico (E. Sanfuentes, comunicacion personal, 2023).

Para el ensayo fueron utilizadas plantas de N. dombeyi de un afio de edad,
con alturas de 30-50 cm, obtenidas del vivero Bosques del Sur (UACh). Las
plantas fueron trasplantadas en macetas de plastico de 25x13 cm, utilizando
un substrato de compost de corteza de pino, y se mantuvieron en el vivero de
la Facultad de Ciencias Forestales para su aclimatacion durante 60 dias.
Durante el ensayo, la temperatura ambiente del vivero fluctué entre 12-25°C,

segun el registro de la estacién meteoroldgica localizada en el vivero.

2.2 Ensayo de patogenicidad

Para llevar a cabo los ensayos de patogenicidad, se utiliz6 el método de
inoculacién mediante infestacion del substrato de las plantas (Jung et al.,

1996). El ensayo tuvo un total de siete tratamientos: cinco tratamientos

2



correspondieron a las cinco especies de Phytophthora en prueba, ademas de
un control absoluto y un control con una cepa de P. cinnamomi, cuya
patogenicidad en plantas de N. dombeyi y A. araucana ya habia sido

demostrada (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos empleados para ensayo de patogenicidad en plantas
de Nothofagus dombeyi.

Tratamiento  Descripcion Aislado
T0 Control absoluto -

T1 Control P. cinnamomi Par119
T2 P. gonapodyides L433
T3 P. amnicola L438
T4 P. aysenensis L439
T5 P. chlamydospora L452
T6 P. thermophila L456

2.2.1. Inoculacion mediante infestacién de substrato

El inoculo de cada aislado de Phytophthora se prepar6 en dos matraces
Erlenmeyer. En cada matraz se dispuso una mezcla compuesta por 500 mL
de vermiculita y 40 mL de avena, completamente humedecidas con 350 mL
de caldo de jugo de verduras (V8). Para la preparacion del caldo de jugo de
verduras, cada litro contenia 200 ml de jugo V8, 800 ml de agua destilada 'y 3
g de carbonato de calcio (CaC05) (Jung et al., 1996). Todos los matraces se

esterilizaron en autoclave a 121°C durante 20 minutos.



Luego, teniendo los matraces esterilizados y las placas de Petri colonizadas
en agar zanahoria (AZ), se colectaron 30 discos de agar con micelio de cada
aislado de Phytophthora (sacabocado de 7 mm) y se transfirieron a los
matraces Erlenmeyer, seguidos de incubacion en oscuridad a 20°C durante
cuatro semanas. El matraz correspondiente al control absoluto consistio en la
misma mezcla, pero sélo con discos de AZ. Finalmente, la mezcla se agregdé
al substrato de compost de corteza de pino previamente autoclavado (relacion

1:3).

2.2.1.1. Descripcién del ensayo

La inoculacion consistié en reemplazar el tercio superior del sustrato de cada
planta con el substrato infestado con el inoculo correspondiente a cada aislado
de Phytophthora (Jung et al., 1996). El ensayo se realizé con un disefio
experimental completamente al azar, seis repeticiones, siendo la planta la

unidad experimental.

El ensayo comenzoé el 19 de diciembre del 2023 y tuvo una duracion de diez
semanas. Durante este periodo se realizaron tres inundaciones de 72 horas
cada una (Tabla 2), y el riego normal se efectué cada dos dias hasta alcanzar
la capacidad de campo del substrato. En la tercera y quinta semana del
ensayo, se aplico el insecticida (Dimetoato Plus) para el control Trips

(Heliothrips haemorrhoidalis).



Tabla 2. Fecha de actividades realizadas durante el ensayo de patogenicidad
en plantas de Nothofagus dombeyi.

Actividad Fecha
Inundacion 19 al 22 de diciembre del 2023
16 al 19 de enero del 2024
13 al 16 de febrero del 2024
Aplicacion de insecticida 11y 26 de enero del 2024

Al final del ensayo, se realizaron aislamientos de Phytophthora a partir de las
raices de todas las plantas sobrevivientes. El procedimiento consistié en
colectar segmentos de raiz de 1 cm, sumando un total de 25 cm lineales por
planta. También se colectaron segmentos de lefio desde el cuello de las
plantas. Los segmentos de raices y cuello se desinfestados superficialmente
mediante inmersion en alcohol 70° durante 10 s, seguido de tres lavados con

agua destilada estéril.

Posteriormente, 20 segmentos se dispusieron en placas de Petri con medio
selectivo para Phytophthora, agar CMA-PARPNH (Jung et al., 2009) y los
cinco restantes en medio papa dextrosa agar (PDA), seguido de incubacién a
20°C durante siete dias. En las placas de agar CMA-PARPNH se observo la
posible formacién de colonias correspondientes a las especies utilizadas en el

ensayo.



La identificacion de las especies de Phytophthora se realizé visualizando las
estructuras somaticas del micelio de cada colonia mediante la utilizacion de
microscopio optico (x40). Para la induccion de esporulacion, se siguio el
meétodo de Jung et al. (1996), en el cual se colocaron discos de las colonias
obtenidas en los aislamientos en extracto de suelo diluido al 10% en agua
destilada, en placas de Petri de vidrio (60mmx15mm), seguidas de incubacién

en oscuridad durante 48 horas.

2.2.1.2. Evaluacion del ensayo

Se registraron semanalmente los sintomas observados en la parte aérea de
las plantas, como necrosis y marchitamiento del follaje, asi como la mortalidad
de plantas. Para este propdésito, se emple6 una escala de severidad disefiada
para este estudio (Figura 1), dividiéndose la parte aérea afectada en cuartos:
Gl (0%), G2 (1-25%), G3 (26-50%), G4 (51-75%), G5 (76-100%). Estos
valores se utilizaron para calcular un indice de Severidad de Enfermedad (ISE)

(1) para cada tratamiento.



Figura 1. Escala diagramatica de severidad de necrosis en follaje de las
plantas de Nothofagus dombeyi: (G1) 0%, (G2) 1-25%, (G3) 26-50%, (G4) 51-
75% y (G5) 76-100%.

ISE = ((Gl*n)+(GZ*n)+(63*n);(GtL*n)+(GS*n)+(G6*n)) )

Donde:
Gn: grado o nivel de necrosis foliar
n: nimero de plantas que presentan el nivel Gn

N: numero total de plantas evaluadas

Se determind el volumen de raices de cada planta utilizando el principio de
Arquimedes (desplazamiento de volumen) y una balanza con precision de 0.1
g (Falco, Franceschelliy Maro, 2001). Ademas, se determing la incidencia de
Phytophthora por tratamiento (2) y el nivel de colonizacion de las raices. Para

este Ultimo, se determind la frecuencia de Phytophthora en los segmentos de



raices obtenidos en los aislamientos de cada planta, identificando las especies

de acuerdo con el procedimiento previamente descrito.

N2de plantas con Phytophthora
x 100 (2)

Incidencia (%) =
ciaenc (/0) Total de plantas

Los resultados fueron analizados mediante ANOVA y las comparaciones
multiples utilizando la prueba de Tukey, con un nivel de significancia de
p<0.05. Previamente, se comprobaron los supuestos de normalidad y
homocedasticidad de varianzas usando el programa RStudio. Al finalizar el
ensayo, se esterilizé el substrato y las plantas utilizadas, para proceder a su

descarte.



[I. RESULTADOS

A partir de la tercera semana del ensayo, se observaron leves sintomas de
clorosis en las hojas (Figura 2 A). Algunas plantas presentaron infestacion por
Trips, cuyos sintomas correspondieron a una decoloracion marginal,
principalmente en la punta (Figura 2 B), y necrosis en el punto de ataque del
insecto (Figura 2 C). Debido a la infestacion, se realizaron dos aplicaciones
de insecticida y, una semana después de la segunda aplicacion, no se detectd

la presencia de Trips y el follaje se present6 asintomatico.

Figura 2. Sintomas en plantas de Nothofagus dombeyi. Clorosis y
amarillamiento, en tratamiento de substrato infestado con Phytophthora
chlamydospora (A); Decoloracion y necrosis marginal asociado al ataque por
Trips (B 'y C).



Al final del ensayo, no se registré mortalidad de plantas y los sintomas foliares
fueron leves, con una severidad fluctuante entre 1,2 y 1,3. No se observaron

diferencias significativas entre los tratamientos (p=0,53) (Figura 3).

1.597
1.04
0.5

indice de severidad de sintomas foliares

0.04

oJnjosge [0Jjuo)
jLoweuUlD "o [0U00
sepiApodeuoh ‘o
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Tratamiento

Figura 3. indice de severidad de sintomas foliares en plantas de Nothofagus
dombeyi, con infestacion de substrato con Phytophthora spp y controles,
después de 10 semanas de ensayo. Barras indican error estandar de la media.
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Figura 4. Sintomas en follaje y raices en plantas de Nothofagus dombeyi a la
décima semana de la infestacion del substrato con Phytophthora spp., y en
controles. Sintomas en follaje (primerafila) y en la raiz de las plantas (segunda
fila). Control absoluto (A y H); control positivo Phytophthora cinnamomi (B y I),
P. gonapodyides (C y J), P. amnicola (D y K), P. aysenensis (E y L), P.
chlamydospora (F y M) y P. thermophila (G y N).

Referente al volumen de las raices no existieron diferencias significativas entre los
tratamientos (p=0.065), fluctuando el volumen entre 19,8 g (P. amnicola) y 10,1 g (P.
thermophila) (Tabla 3), de la misma forma no se observaron sintomas de

decoloracién o necrosis en las raices de las plantas.
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Tabla 3. Volumen de las raices de plantas de Nothofagus dombeyi en
substrato infestado con diferentes especies de Phytophthora.

Tratamiento Volumen (g) DS* (9)
Control absoluto 16,3 8,1
Control P. cinnamomi 17,4 57
P. gonapodyides 17,2 2,7
P. amnicola 19,8 6,8
P. aysenensis 14,9 8,1
P. chlamydospora 11,8 3,8
P. thermophila 10,1 3,1

*Desviacion estandar

Mediante los aislamientos desde las raices de las plantas se detectd la
presencia de P. gonapodyides y P. thermophila, con una incidencia de 50% y
67%, respectivamente (Figuras 5y 6), y con un nivel de colonizacién de los

segmentos de raices de 6% y 11%, respectivamente (Tabla 4).
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Tabla 4. Incidencia y colonizacion de raices por Phytophthora spp. en plantas
de Nothofagus dombeyi.

Phytophthora spp.
Tratamiento Incidencia en plantas Colonizacion de raices
(%) (%)
Control absoluto 0 b
Control P. cinnamomi 0 0 b
P. gonapodyides 50 ab 6 ab
P. amnicola b 0 b
P. aysenensis 0 b 0 b
P. chlamydospora b 0 b
P. thermophila 67 a 11 a
Rl c V2 D
\ /%

Figura 5. Phytophthora gonapodyides. (A) Colonias en forma de roseta en
medio PDA; (B) hinchazones hifales, (C) esporangio no papilado, con forma
elipsoidal y (D) esporangio vacio con proliferacion interna.
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Figura 6. Phytophthora thermophila. (A) Colonia en forma de petaloide en
medio PDA,; (B) hinchazones hifales globosas e hifas principales onduladas.

Un resultado inesperado fue la deteccion de Pythium sp. en todos los
tratamientos, excepto en las plantas inoculadas con P. thermophila (Figura 7),
constatandose los mayores niveles de incidencia y colonizacién de raices en

el control absoluto y control P. cinnamomi (Tabla 5).
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Tabla 5. Incidencia y colonizacion de raices por Pythium sp. en plantas de

Nothofagus dombeyi.

Pythium sp.

Tratamiento

Incidencia en plantas

(%)

Colonizacioén de raices

Control absoluto 100
Control P. cinnamomi 100
P. gonapodyides 40
P. amnicola 60
P. aysenensis 40
P. chlamydospora 20
P. thermophila 0

ab
ab

88
47
25
28
28
11

Figura 7. Pythium sp. (A) Colonia algodonosa en medio PDA; (B)
clamidosporas y micelio cenocitico.
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V. DISCUSION

En la prueba de patogenicidad, después de diez semanas de ensayo, las
especies riberefias de Phytophthora no provocaron mortalidad o sintomas
foliares en las plantas de coihue. Tampoco se observd mortalidad o
colonizacion de raices en el control con P. cinnamomi. En estudios previos
realizados en el LPF, este mismo aislado demostré ser patégeno en plantas
de coihue, provocando hasta 100% de mortalidad (Navarro, 2016). Esto

genera una interrogante sobre las condiciones del ensayo realizado.

La ausencia de sintoma foliares y mortalidad podria explicarse por dos
factores ambientales. Primero, el inoculo del patégeno podria haberse
mantenido inactivo en el substrato debido a altas temperaturas o insuficiente
saturacion del substrato. Estas variables ambientales son cruciales para la
infeccion de raices en la mayoria de las especies de Phytophthora (Abad et
al., 2023). En este ensayo, el esquema de riego utilizado debid asegurar un
substrato humedo, ademas que se aplicaron tres ciclos de inundacién para
estimular la formacion de esporangios y la liberacion de zoosporas (Abad et
al., 2023). Por lo tanto, se considera que la temperatura no controlada durante
el ensayo (solo registrada) podria haber sido el factor mas probable para
inhibir la esporulacion de Phytophthora en el substrato y anular la consecuente

infeccién de las raices.
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Un segundo factor ambiental, estaria asociado con la microbiota del substrato.
Se verificd una importante colonizacién de Pythium sp. en las raices de las
plantas de coihue, excepto en aquellas inoculadas con P. thermophila. La
presencia de Phytium sp. en las raices podria haber tenido un efecto en la
infeccion y colonizacion de las especies de Phytophthora ensayadas. Esta
interaccion puede entenderse desde dos perspectivas, segun estudios
previos: un antagonismo directo sobre las especies de Phytophthora y una

induccion de resistencia en la planta.

El género Pythium ocupa diversos nichos ecoldgicos y es comun en
ecosistemas terrestres naturales y agricolas de todo el mundo (Schroeder et
al., 2013), asi como en ecosistemas acuaticos como lagos y arroyos de agua
dulce (Nechwatal, Wielgoss y Mendgen, 2008). Algunos estudios han
demostrado que algunas especies de Pythium poseen propiedades de
biocontrol, como Pythium oligandrum, que ejerce control sobre diversos
hongos patdégenos mediante diferentes mecanismos de antagonismo. Picard
et al. (2000a) determinaron que, en enfrentamientos in vitro, P. oligandrum

inhibié el crecimiento micelial de P. parasitica mediante hiperparasitismo.

Junto con sus efectos directos sobre los patégenos, algunas especies de
Pythium producen moléculas sefalizadoras denominadas elicitinas (Ponchet
et al., 1999), que inducen reacciones de resistencia sistémica adquirida en las

plantas contra patdgenos fangicos y bacterianos (Ricci et al, 1989). Estas

17



moléculas tienen la capacidad de translocarse a través del sistema vascular
(Devergne et al 1992). En plantas de tomate tratadas con la molécula
eligandrina, la mortalidad causada por P. parasitica se redujo en un 60%,
observandose que las plantas tratadas desarrollaron barreras estructurales y
taponamiento de los espacios intercelulares en las areas cercanas a la

penetracion del patégeno (Picard et al., (2000).

Considerando los antecedentes mencionados para Pythium sp., su presencia
en este ensayo podria estar asociada a un efecto antagénico sobre las
especies de Phytophthora y/o a la induccién de respuestas de defensa en las
plantas de coihue. Esto limitaria la colonizacion e infeccion de las especies de

Phytophthora, aspecto que debe ser dilucidado en estudios futuros.

Es importante considerar que la patogenicidad de las especies de
Phytophthora estudiadas, asi como sus rangos de hospederos en ambientes
naturales, no son suficientemente claros. Entre los escasos antecedentes de
la patogenicidad de estas especies, se indica a P. amnicola y P.
chlamydospora como patdgeno en Alnus glutinosa en Portugal (Bregant et al.,
2023), a P. thermophila causando mortalidad en vegetacion nativa de
Australia (Jung et al.,2011) y a P. aysenensis asociada a cancros en tallos de
Aristotelia chilensis en el sur de Chile (Zapata et al., 2020). Para la especie P.
gonapodyides, se tienen mayores referencias, como su asociacion a una

pudricion de raices y cuello en Fagus sylvatica, Quercus robur y Alnus
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glutinosa en Europa, durante periodos extremadamente humedos (Jung et al.,

1996).

En resumen, en el ensayo de patogenicidad las especies riberefias de
Phytophthora estudiadas no provocaron mortalidad, sintomas en el follaje o
disminucién en el volumen de las raices de las plantas de N. dombeyi. Se
plantea la hipétesis de que factores ambientales, como la temperatura y/o la
biota del substrato, especialmente la presencia de Pythium sp., jugaron un
papel crucial en la determinacién de la ausencia de las especies riberefias de
Phytophthora y de P. cinnamomi. Estos factores combinados sugieren una

compleja interaccion que limita la colonizacién e infeccion de Phytophthora.
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V. CONCLUSION

De acuerdo a los resultados del ensayo, no fue posible concluir la
patogenicidad de las especies riberefias P. gonapodyides, P. amnicola, P.
aysenensis, P. chlamydospora y P. thermophila en plantas de Nothofagus

dombeyi.
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