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RESUMEN

El género Phytophthora es responsable de algunas de las epidemias mas destructivas
a nivel mundial. Entre las especies mas importantes de este género se encuentra
Phytophthora cinnamomi, patégeno que puede provocar importantes impactos
ecoldgicos y pérdidas econdmicas en ecosistemas forestales, debido a su amplia
distribucién geografica y comportamiento polifago. En Chile, el patégeno se ha
detectado en plantaciones comerciales de paltos y castanos, y en los Ultimos anos
afectando especies nativas, como son araucaria, coigle, canelo, y recientemente
detectado en Austrocedrus chilensis (ciprés de la cordillera), aunque para esta especie
aln no se ha comprobado la patogenicidad de P. cinnamomi. El ciprés de la cordillera
posee una gran plasticidad ecoldgica, presentandose en bosques puros o mixtos junto
con especies del género Nothofagus, siendo algunas de estas especies con
demostrada susceptibilidad a P. cinnamomi. La diseminacién P. cinnamomi dentro de
bosques mixtos podria aumentar la posibilidad de infeccion hacia arboles de A.
chilensis. El control de especies de Phytophthora en cultivos comerciales se ha basado
en el manejo cultural y uso de fungicidas especificos, no obstante, aplicaciones
frecuentes de estos productos podrian generar poblaciones resistentes del patégeno.
Por otro lado, en ecosistemas forestales nativos no parece viable la aplicacion de
fungicidas, surgiendo como alternativa la utilizacion del control bioldgico. El objetivo
de este estudio fue verificar la patogenicidad de aislados de P. cinnamomi sobre A.
chilensis y determinar el efecto antagdnico de cepas de hongos sobre P. cinnamomi.
Los aislados de P. cinnamomi fueron obtenidos desde la rizosfera de arboles de ciprés
de la cordillera y de otras especies nativas que presentaban sintomas atribuibles al
patogeno. Los ensayos de patogenicidad se realizaron en plantas de ciprés de la
cordillera de dos afios, empleando los métodos de infestacién de substrato,
evaluandose mortalidad de plantas y sintomas en follaje y raices, e inoculacién en
tallosiguiendo un disefio factorial 5x2x5, y evaluandose sintomas y tamafio de lesién
ocasionado. Para las pruebas de antagonismo in vitro fueron utilizadas aislados de
Trichoderma y Clonostachys, proporcionados por el Laboratorio de Patologia Forestal.
Los ensayos consistieron en pareamientos en medios de cultivo, entre los aislados de

hongos y de P. cinnamomi, siguiendo un disefio factorial 4x13x4 y evaluandose la



inhibicion del crecimiento de la colonia, parasitismo de hifas, antibiosis vy lisis de hifas
de P. cinnamomi.

Los ensayos de patogenicidad en sustrato mostraron distintos grados de agresividad
de P. cinnamomi en plantas de A. chilensis. El aislado D-17 a las 12 semanas fue el
Unico en causar la muerte de las plantas, logrando ser reaislado en un 38%.

Por otro lado, los ensayos in vitro, demostraron distintos mecanismos de acciéon por
parte de los antagonistas probados, logrando inhibir entre un 57%-95% el

crecimiento micelial de P. cinnamomi.

Palabras clave: Enfermedades forestales, patologias bosque nativo, control de

Phytophthora, patégenos de suelo.



ABSTRACT

The genus Phytophthora is responsible for some of the most destructive epidemics
worldwide. Among the most important species within this genus is Phytophthora
cinnamomi, a pathogen capable of causing significant ecological impacts and
economic losses in forest ecosystems due to its wide geographic distribution and
polyphagous behavior. In Chile, this pathogen has been detected in commercial
plantations of avocado and chestnut, and in recent years it has also affected native
species such as Araucaria, Nothofagus dombeyi (coiglie), Drimys winteri (canelo),
and it has been recently detected in Austrocedrus chilensis (cordilleran cypress).
However, for this latter species, the pathogenicity of P. cinnamomi has not yet been
confirmed.

Austrocedrus chilensis exhibits high ecological plasticity, occurring in pure or mixed
forests together with species of the genus Nothofagus, some of which have
demonstrated susceptibility to P. cinnamomi. The spread of P. cinnamomi within
mixed forests could increase the likelihood of infection of A. chilensis trees. Control
of Phytophthora species in commercial crops has relied on cultural management
practices and the use of specific fungicides; however, frequent applications of these
products may lead to the development of resistant pathogen populations. In contrast,
the application of fungicides does not appear to be feasible in native forest
ecosystems, making biological control a potential alternative.

The objective of this study was to verify the pathogenicity of P. cinnamomi isolates
on A. chilensis and to determine the antagonistic effect of fungal strains against P.
cinnamomi. The P. cinnamomi isolates were obtained from the rhizosphere of
cordilleran cypress trees and other native species showing symptoms attributable to
the pathogen. Pathogenicity assays were conducted on two-year-old cordilleran
cypress plants using substrate infestation methods, evaluating plant mortality and
foliar and root symptoms, as well as stem inoculation following a 5 x 2 x 5 factorial
design, assessing symptom development and lesion size.

For in vitro antagonism assays, isolates of Trichoderma and Clonostachys, provided
by the Forest Pathology Laboratory, were used. These assays consisted of dual

cultures on growth media between fungal isolates and P. cinnamomi, following a 4 x



13 x 4 factorial design, and evaluating inhibition of colony growth, hyphal parasitism,
antibiosis, and hyphal lysis of P. cinnamomi.

Substrate pathogenicity assays showed different degrees of aggressiveness of P.
cinnamomi on A. chilensis plants. At 12 weeks, isolate D-17 was the only one that
caused plant death, and it was successfully reisolated in 38% of cases. In contrast,
in vitro assays demonstrated different mechanisms of action by the antagonists
tested, achieving inhibition of P. cinnamomi mycelial growth ranging from 57% to
95%.

Keywords: Forest diseases, native forest pathology, Phytophthora control, soilborne

pathogens.



I. MARCO TEORICO

1.1) Antecedentes generales de Austrocedrus chilensis

Austrocedrus chilensis (D. Don) Pic. Serm. & Bizzarri con nombre comun ciprés de la
cordillera, es una especie endémica de los bosques subantarticos de Chile y Argentina
(Rodriguez 2004). Se distribuye desde la Regidén de Valparaiso a la Region de los
Lagos, entre las provincias de San Felipe y Palena, presentandose como poblaciones

aisladas y poco densas (Garcia y Ormazabal 2008; Pastorino et al. 2006).

El tipo forestal ciprés de la cordillera ocupa una superficie de 73.006 hectareas,
representando el 0,5% del total del bosque nativo en Chile (CONAF 2022). El tipo
forestal posee una superficie limitada, lo que, sumado a una reduccién histérica de
su superficie, debido a factores como la explotacion forestal, el pastoreo de ganado,
y a los incendios intencionales (Garcia y Ormazabal 2008; Cruz et al. 2015), la especie
fue categorizada como “vulnerable” segun los criterios de la Unidn Internacional para
la Conservacion (UICN) de 2001 (Hechentleiner et al. 2005). No obstante, de acuerdo
con una reconsideraciéon de la Corporacién Nacional del Medio Ambiente (CONAMA),
la especie se encuentra actualmente en la categoria “fuera de peligro” establecido en
el D.S N°51/2008 (CONAMA 2008). Aunque el manejo de A. chilensis esta sujeto a
una proteccion legal; los planes de manejo han resultado insuficientes para detener

su degradacion (Enricci y Massone 2003).

Para A. chilensis se han descrito varios problemas sanitarios de origen entomoldgico,
entre los que destacan Anthaxia concinna (Mannerheim) (Coleoptera: Buprestidae)
un insecto barrenador que se establece en arboles con madera muerta (Havrylenko y
Winterhalter 1949; Rajchenberg y Gomez 2005), Cinara cupressi (Buckton)
(Hemiptera: Aphidae) un &fido que afecta el follaje y que es considerado entre las
100 especies invasoras mas dafiinas en el mundo (Baldini et al. 2008), Nanodacna
austrocedrella  (Laundry y  Adamski) (Lepidoptera: Agonoxenidae) un
microlepidéptero cuyas larvas infectan conos y semillas que hasta ahora sélo ha sido

detectado en Argentina (Becker et al. 2010) y Nyctelia sp. (Coleoptera:



Tenebrionidae) un insecto barrenador, cuyos adultos provocan anillamiento en el

cuello de las plantas (Rajchenberg y Gémez 2005).

Entre las enfermedades descritas para A. chilensis se encuentran las causadas por
hongos, por ejemplo; la roya blanca cuyo agente causal es Mikronegeria alba Oehrens
et Peterson (Uredinales: Mikronegeriaceae), enfermedades foliares y de ramillas
asociadas a Seiridium cardinale (Wag.) Sutt. et Gibs.) (Xylares: Amphisphaeraceae)
y Appendiculella austrocedri Butin (Meliolales: Meloliaceae) (Peterson y Oehrens
1978; Butin y Peredo 1986; Rajchenberg y Gomez 2005), este ultimo con un rol
incierto como patégeno primario. Sin duda la enfermedad mas relevante para A.

I\\

chilensis es el “mal del ciprés”, asociada al patdgeno Phytophthora austrocedri
(Greslebin), detectado en localidades del sur de Argentina (Greslebin y Hansen 2007;
Taccari et al. 2019). En esta enfermedad el patégeno afecta al cambium y floema,
ocasionando necrosis subcorticales que derivan en la pudricién de raices principales

y finalmente provocando la muerte del arbol (Greslebin y Hansen 2009).

En el marco de un estudio de la sanidad del ciprés de la cordillera en la linea de
transmision eléctrica Colbun-Charria (Empresa Celeo), realizado en el afio 2018, se
detectdé mortalidad en un bosquete en la pre-cordillera de Linares, en la region del
Maule. Los sintomas observados fueron una clorosis y necrosis foliar, muerte parcial
de copa (muerte regresiva) y mortalidad de arboles, aislandose en el afio 2021 a
P. cinnamomi desde la rizosfera de arboles con sintomas en la copa. Considerando
los antecedentes destructivos de P. cinnamomi en diversos ecosistemas forestales
nativos en el mundo, es posible considerarlo como una amenaza potencial a la
conservacion del ciprés de la cordillera en Chile (Comunicacidon personal, Eugenio
Sanfuentes, 2022)

1.2) Antecedentes de Phytophthora spp. e importancia en ecosistemas
forestales

El género Phytophthora (del griego Phyton, planta y Phtora, destructor), clasificado

en el reino Chromista, filo Pseudofungi y en la clase Oomycetes (oomicetos); es



causante de las epidemias mas destructivas en especies forestales en todo el mundo,
comprende una serie de patdgenos hemibiétrofos que afectan cultivos agricolas,
plantaciones forestales y bosques nativos, representado un desafio para la

bioseguridad internacional (Soto et al. 2017; Vannini y Morales-Rodriguez 2022).

Los oomicetos son similares a los hongos verdaderos por su forma de crecimiento y
reproduccidon, pero sus paredes celulares estdn compuestas principalmente por
celulosa. Poseen hifas cenociticas y producen esporas asexuales llamadas zoosporas.
Las zoosporas son biflageladas, lo que permite su movimiento y dispersién en
condicién de suelos saturados (Ciampi 2002; Erwin y Ribeiro 1996; Giachero et al.
2022). Hoy en dia se conocen mas de 260 especies reconocidas, y muchas estan
asociadas al deterioro y mortalidad de bosques, plantaciones y cultivos de diferentes
partes del mundo (Ashis et al. 2025; Abad et al. 2023; Vannini y Morales-Rodriguez
2022; Jung et al. 2000).

Para la clasificacion de las especies de Phytophthora, se han desarrollado claves
basadas principalmente en la morfologia. Tucker (1931) utilizé la morfologia del
esporangio y gametangio y las temperatura-crecimiento. Complementada por
Waterhouse (1963-1970), fueron determinados a seis grupos basados en parametros
morfoldgicos, asignandose alrededor de 60 especies dentro de estos grupos. Este
sistema establecido por Waterhouse fue revisado y profundizado por Newhook et al.
(1978) y Stamps et al. (1990) sin embargo, estudios subsecuentes realizados por
Erwin y Ribeiro (1996), consideraron validas solo 58 especies (Brasier et al. 2022;
Abad et al. 2023).

El primer estudio filogenético basado en secuencias de ADNr de ITS incluyé a 50
especies de Phytophthora separadas en ocho clados y dos clados con una relacion
mas (9-10). En esta filogenia del género, P. cinnamomi fue clasificado en el Clado 7,
junto con otras especies, como P. alni, P. cambivora, P. europaea y P. fragaria. Las
especies agrupadas en este clado comparten caracteristicas filogenéticas que las
distinguen de otros clados. Algunos rasgos comunes, comparten caracteres
morfolégicos, sistemas de reproduccion y temperaturas cardinales, son patégenos de
suelo, capaces de ser transmitido por el agua, afectando a especies lefiosas como P.
uniformis, P. alni y P. multiformis. Este clado también destaca por contener hibridos

interespecificos que son sexualmente funcionales, es decir, han surgido cruzas entre
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especies distintas con capacidad reproductiva (P. x cambivora, P. x incrassata y P. x
heterohybrida) (Lamour 2013; Yang et al. 2017; Jung et al. 2016).

Entre las especies relevantes de Phytophthora relevantes que afectan ecosistemas
forestales nativos se encuentran; P. ramorum que causa la muerte del roble (*Sudden
Oak Death”) en América del Norte (Rizzo et al. 2002); la especie hibrida P. x
cambivora asociada a la enfermedad de la tinta del Castafio en Europa central y
sudoriental, P. lateralis causando mortalidad en cedros en la costa occidental del USA
(Hansen y Hamm 1996); P. sansomeana en viveros de pino oregon y P. guercetorum
en Quercus (Frankel y Hansen 2011); P. kernoviae causando necrosis del follaje en
Gevuina gavellana y D. winteri en Inglaterra (Brasier et al. 2005) y P. pseudosyringae
provocando cancros gomosos en fustes y ramas en arboles de Nothofagus obliqua
(Scanu et al. 2012).

Phytophthora cinnamomi posee esporangios no papilados y persistentes (permanecen
adheridos a la hifa), anteridio anfigeno, con amplio rango de hospederos
especialmente lenosos (Kroon et al., 2012). Es un patégeno de suelo que infecta
normalmente las raices finas alimentadoras, pero también puede invadir tallos
leflosos, a través de heridas mecanicas o naturales (O'Gara et al. 2015). La
colonizacién de las raicillas provoca una pudricion de raices que interfiere con la
captacion y el transporte de agua hacia los brotes, provocando sintomas como
marchitez y clorosis foliar, copas translicidas, cancros en la base del fuste, y pudricidon
de raices (Sena et al. 2018; Jung et al. 2018; Erwin y Ribeiro 1996). El patégeno
posee cierta capacidad de crecer como saprofito en el suelo y puede sobrevivir
formando clamidosporas en plantas infectadas asintomaticas hasta incluso por seis
afos, contribuyendo a su supervivencia a largo plazo (Hardham y Blackman 2017;
Sena et al. 2018).

Phytophthora cinnamomi es considerada como la especie mas devastadora del género
debido a su amplia distribucién y por su amplio rango de hospederos (De Andrade et
al. 2020; Zentmyer 1983; Erwin y Ribeiro 1996; Hardham y Blackman 2018). Su
impacto es dramatico tanto en entornos agricolas-forestales comerciales como en
ambientes naturales (Erwin y Ribeiro 1996; 2008n et al. 2012; Hardham y Blackman
2018), y debido a esto, ha sido catalogada como una de las 100 peores especies

exoticas invasoras (Lowe et al. 2004). P. cinnamomi, estaria mas extendida en

11



regiones atlanticas como Inglaterra y Francia (Jung et al. 2018). Sin embargo, entre
los mayores impactos de este patdgeno es en Australia occidental, causando la
enfermedad denominada “Mal de Jarrah” en las especies nativas Banksia grandis y
Eucalyptus marginata provocando mortalidad que puede alcanzar hasta el 90%
(Weste y Marks, 1987; Sena et al. 2018), y se indica que 2.284 especies nativas son
susceptibles y 800 altamente susceptibles. También se ha detectado P. cinnamomi en
bosques de Quercus sp. en Espafia y Portugal (Brasier 1995) y en plantaciones de
Araucaria angustifolia en Brasil en donde se encuentra causando pudricién de raiz y

de la corona (Dos santos et al. 2011).

1.3) Phytophthora spp. y su presencia en Chile

En Chile se han diagnosticado distintas especies de Phytophthora como patdégenos en
cultivos agricolas y forestales, y en ecosistemas forestales nativos. Las especies
P. citricola y P. citrophthora son agentes causales de la pudricién de raiz y muerte
regresiva en frambueso (Rubus ideaeus) (Wilcox et al. 2002) y P. cactorum en
manzanos (Latorre et al. 2001). Recientemente fue reportada P. syringae causando
pudricion de frutos en manzanos, durante el almacenamiento en frio (Lolas et al.
2016). En plantaciones de Pinus radiata se relatd por primera vez la enfermedad
“Dafio foliar del pino” cuyo agente causal es P. pinifolia (Duran et al. 2008). En la
muerte regresiva en vivero de N. macrocarpa |la patologia fue asociada a P. nicotianae
y P. citrophthora (Valencia et al. 2011). La diversidad de Phytophthora spp. en
ecosistemas forestales nativos se confirmé en sectores del bosque valdiviano,
aisldndose P. pseudokernoviae, P. x cambivora, P. pseudosyringae y P. cinnamomi,

entre otras (Jung et al. 2018).

Entre las especies de Phytophthora, P. cinnamomi podria ser la mas frecuente vy
ampliamente distribuida en nuestro pais (Besoain et al. 2020), detectada en viveros
de especies nativas como N. alpina, N. obliqua, N. dombeyi y Persea lingue (Gonzalez
y Opazo 2002). En el bosque valdiviano se ha asociado al declino de Drimys winteri,
N. dombeyi, luma apiculata, Prumnopitys andina entre otras, y demostrandose su

patogenicidad en plantas de N. dombeyi y G. avellana (Jung et al. 2018).
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Recientemente, en formaciones de A. araucana de la Cordillera de Nahuelbuta se aislo
frecuentemente P. cinnamomi desde la rizosfera de arboles con muerte regresiva de
copa, comprobandose su patogenicidad en la especie mediante ensayos en
condiciones controladas (Sanfuentes et al. 2022). La deteccion de P. cinnamomi en
arboles de A. chilensis en la precordillera de Los Andes, Linares es reciente, por lo
gue se desconoce su rol como patdégeno en la especie, asi como la prevalencia del
patégeno en las areas con mortalidad de A. chilensis (Comunicacién personal Eugenio
Sanfuentes, 2022).

Se propone que una mayor severidad de algunas de las enfermedades causadas por
especies de Phytophthora, especialmente aquellas que afectan las raices, podrian ser
beneficiadas por los efectos del cambio climatico. El impacto del cambio climatico en
las enfermedades de las plantas afectaria varias facetas, como seria la evolucion de

los patégenos y su interaccion con el huésped (Lahlali et al. 2024).

De esta manera, la intensificacién del impacto de P. cinnamomi en ecosistemas
naturales y agricolas, favorecido por las nuevas condiciones climaticas asociadas al
calentamiento global; temperaturas mas calidas y reduccién y aumento en la
frecuencia de lluvias en algunas regiones, podria estar creando un ambiente adecuado
para la dispersién de zoosporas y el desarrollo de infecciones en las raices (Bergot et
al. 2004; Hardham 2005). El efecto climatico indicado, combinado con temporadas
con estrés hidrico y sequias, debido al aumento de temperaturas y reduccion de las
precipitaciones, podrian tener un efecto en debilitar las defensas naturales de las
plantas (efecto de predisposicién) a la infeccion y colonizacion del patdgeno,
significando una mayor susceptibilidad a enfermedades como la pudricidon causada

por P. cinnamomi (Desprez-Loustau et al. 2006).

Asimismo, se prevé que el cambio climatico permita que ampliar la colonizacion vy
sobrevivencia de P. cinnamomi hacia otras regiones geograficas no afectados
previamente, como seria en areas montanosas y zonas mas frias, ampliando su
impacto a nivel mundial. Modelamientos realizados por Cidre-Gonzalez et al. (2025),
aseguran que las temperaturas invernales no son un factor limitante, es decir, que P.
cinnamomi es capaz de sobrevivir y crecer a temperaturas bajas como 7,5°C, y que

finalmente, la principal amenaza del cambio climatico viene de la aceleracién del ciclo
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de vida del patégeno en estaciones calidas, por lo que el crecimiento de este patégeno

se vera potenciado en cualquier escenario que impligue aumento de temperaturas.

Un claro ejemplo de cédmo el clima interactia con la dinamica de enfermedades
causadas por Phytophthora es el declive del aliso europeo asociado al complejo P.
alni, enfermedad reportada desde los afios noventa. Modelos ecolédgicos desarrollados
para este patdgeno demuestran que los parametros climaticos (Temperaturas
ambientales y de suelo, temperaturas invernales, humedad y precipitacion), es decir,
una combinacién de temperaturas favorables para el crecimiento del patégeno
(aumentando con el cambio climatico) y la ocurrencia de condiciones hidroldgicas que
facilitan la infeccidn, explican su distribucién y severidad en Europa. (Aguayo et al.
2014)

1.4) Manejo de enfermedades causadas por Phytophthora

Para abordar los desafios que plantea P. cinnamomi en ecosistemas forestales, es
crucial implementar estrategias de manejo sostenible, basandose en los principios de
manejo integrado de enfermedades, con la finalidad de mitigar el impacto del

patogeno en diferentes escenarios (Garbelotto y Gonthier 2013).

En el caso de las enfermedades de raices presentan un desafio adicional, debido a
que el suelo, que es donde habitan los patdgenos, les proporciona una importante
protecciéon frente a las medidas de control convencionales (Garcia 2010). En
consecuencia, métodos quimicos presentan una eficacia limitada. La mayoria de los
fungicidas tradicionales no tienen accién directa sobre este grupo de patégenos, y su
gran plasticidad genética les permite a las poblaciones del patdgeno adaptarse
rapidamente y generar resistencia a los productos utilizados (Tyler 2001; Castro et
al. 2012). En el caso de P. cinnamomi, las estrategias de manejo pueden resultar aun
mas complejas, ya que las plantas infectadas pueden permanecer asintomaticas hasta

etapas avanzadas de la enfermedad (Brown et al. 2019).

Dada la situacion anterior, se recomienda aplicar un enfoque de manejo integrado

que combine las principales estrategias de control (Tyler 2001; Castro et al. 2012;
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Tofoli et al. 2013). Entre ellas se incluyen (i) manejo cultural, que contempla evitar
zonas de alta humedad o suelos compactados (Ribeiro 1978; Giachero et al. 2022);
(i) control quimico, una de las estrategias mas comunmente utilizadas, aplicacién de
fungicidas quimicos basados en fosfonatos, como fosfito potasico en sus distintas
modalidades (foliar, bafio de raiz, inyecciones) (Yanez-Juarez et al. 2018), o
fungicidas especificos como metalaxil y benalaxil (Tofoli et al. 2013). A pesar de la
eficacia de este enfoque, ya se han reportado poblaciones resistentes a algunos de
estos compuestos (Hu et al. 2010; Hunter et al. 2018; Hunter et al. 2023). (iii)
manejo integrado de la enfermedad, que busca mantener las poblaciones de
patdégenos en niveles bajos sin causar dafios econémicos, incluyendo dentro de sus
herramientas la utilizacion de agentes de control bioldgico (ACB) (Giachero et al.
2022).

Los ACB han generado un aumento en el interés general debido a la mayor conciencia
ambiental y la implementacion de estrategias de manejo integrado de plagas, lo que
se propone como una alternativa mas amigable al no generar efectos negativos en
humanos, animales y en el medio ambiente (Bolivar-Anillo 2021; Prospero et al.
2021).

1.3) Control biologico como alternativa de manejo de Phytophthora

Baker y Cook (1974) definen el control biolégico como “una reducciéon de densidad
del inéculo o de las actividades determinantes de enfermedades provocadas por un
patégeno o parasito en sus estados de actividad o dormancia, por uno o mas
organismos, realizado naturalmente o a través de manipulaciéon del ambiente,
hospedero o antagonista, o por la introduccion en masa de uno o mas antagonistas”.
En un sentido estricto, el control bioldgico es el uso de un organismo vivo (ACB) que
interaccionan directa o indirectamente con el agente de dafio (Heimpel y Mills 2017;
Stenberg et al. 2021).

Los mecanismos descritos para los ACB incluyen: (i) competencia, ya sea por sitio de
infeccion o por substrato; (ii) antibiosis, en la que se producen compuestos

antimicrobianos o toxinas para limitar el crecimiento del patégeno; (iii)
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micoparasitismo, que implica el un ataque directo de una especie sobre otra,
destruyendo sus estructuras somaticas o de sobrevivencia y el aprovechamiento de
sus componentes como fuente de nutrientes (Lorito y col 1996); (iv) induccion de
resistencia, que es un tipo de expresion o regulacidon de las defensas de las plantas
(Delgado-Oramas 2020). En muchos de los casos estudiados estos mecanismos

pueden actuar simultaneamente (Giachero et al. 2022).

El suelo contiene una enorme reserva de microorganismos que comprenden bacterias,
protistas, hongos y virus; y muchos de estos microorganismos o incluso metabolitos
pueden usarse para el control bioldgico (Giachero et al. 2022). Diversos géneros
fungicos, en particular, el género Trichoderma, ha sido ampliamente estudiado y
varias especies han demostrado su capacidad de proteger la planta, inducir resistencia
tanto sistémica como localizada (Harman et al. 2004) y reducir la poblaciéon del
patdégeno; destacando su accion frente a patdgenos de importancia econémica como
F. oxysporum, Botrytis cinerea, Sclerotinia spp., Pythium spp., Alternaria spp., Yy
también Phytophthora spp. (Infante et al. 2009). En el caso de especies de
Phytophthora, Trichoderma sp. demostrdé su capacidad de inhibir hasta 62% el
crecimiento micelial de P. capsici en condiciones in vitro, y con un efecto supresor de
la enfermedad en cultivos de pimentdon (Capsicum annuum) (Yao et al. 2016), T.
harzianum presentd antagonismo in vitro contra P. palmivora y redujé en 81% la
defoliacion en plantas de caucho (Hevea brasiliensis) (Sirikamonsathien et al. 2023).
T. asperellum contra el mismo patdégeno provocéd lisis de hifas y causo la
desintegracién de las oosporas (Jiang et al. 2016). Sanchez et al. (2019) demostraron
qgue T. guizhouense inhibié el crecimiento micelial de P. cactorum (52,3%), P.
inundata (62,19%), P. rosacearum (58,18%) y P. lacustris (50%), de forma similar,
los ensayos en campo demostraron que cepas regionales de Trichoderma harzianum
aplicadas de manera preventiva reducia de manera significativa el area de lesidn,

protegiendo a los perales de la pudricidn de cuello causado por P. cactorum.

El éxito de Trichoderma no solo se ha obtenido en ensayos in vitro, sino que también
en ensayos con plantas. T. asperellum redujo la poblacion de P. ramorum en el suelo
de viveros de Viburnum tinus, protegiendo las raices y reduciendo el indculo

secundario producido desde las raices infectadas (Widmer y Shishkoff 2017). T.
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harzianum tuvo un efecto en reducir en 97% la pudricidon en peral causada por P.
cactorum, y aislados de T. harzianum y T. koningii redujeron la mortalidad causada
por P. cactorum en huertos comerciales de manzano (Alexander y Stewart 2001;
Sanchez et al. 2019).

Otro grupo de hongos antagonistas importantes, son aquellos pertenecientes al
género Clonostachys. En particular Clonostachys rosea es una especie cosmopolita
que es aislada desde suelo y de plantas, presentando un comportamiento endofito
(Jensen et al. 2021). Su eficacia como agente biocontrol ha sido comprobada contra
diversos patdgenos de suelo, incluyendo especies de Phytophthora, Pythium, Botrytis
y Rhizoctonia, actuando principalmente por competencia y micoparasitismo (Whipps
y Lumnsden 2001; Lahlali et al. 2020).

Aislados de esta especie han demostrado poseer un eficaz control en cultivos
horticolas contra hongos patdégenos de suelo como Pythium spp. y F. culmorum, y
contra patdgenos en semillas de cereales (Mamarabadi et al. 2008). En enfermedades
causadas por Botrytis sp. ha reducido la incidencia en el tizén de flores y frutos de
frutilla en 68% y 65%, respectivamente, aumentando el rendimiento del cultivo en
75% (Cota et al. 2009). En la enfermedad causada por Fusarium en gramineas el
control de C. rosea ha sido asociado a la proteccién de las raices y la activacion del
sistema de defensa de la planta (Roberti et al. 2008). Aislados de C. rosea lograron
una reduccién entre 80-100% en la mortalidad de plantas de P. radiata asociada a
Fusarium circinatum, principal patégeno en viveros de P. radiata en Chile. (Moraga et
al. 2011). En la capacidad de C. rosea como agente de biocontrol frente a P.
cinnamomi, son escasos los estudios que demuestren de manera concluyente su
efectividad. Entre estos, se encuentra el efecto de C. rosea, aislado como endoéfito de
Cinnamomun cassia (Canela), evidencidndose actividad antagdnica contra P.
cinnamomi, P. multibullata y P. x vanyenensis y reduciendo el dafo en raices y tallo
(Dang et al. 2023). De forma similar aislamientos de C. rosea, obtenidos desde raiz
y tallo portainjertos de manzanos, mostraron un efecto significativo de P. cactorum,

alcanzando un nivel de control entre 74 y 77% (Cotes et al. 2002)
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El mercado global de productos de biocontrol ha crecido rapidamente en las ultimas
décadas, agrupando una amplia variedad de agentes microbianos, enzimaticos y
semioquimicos, comercializados para el area agricola y cultivos en vivero y se prevé
un crecimiento sostenido durante los préximos afos (Palazzini y Sarroco 2023). En
Chile, el crecimiento de este mercado se ve evidenciado en el interés de diversas
instituciones como Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) y quienes han
impulsado el primer Centro Nacional de Bioinsumos (CeNBI) (Instituto de
Investigaciones Agropecuarias 2023) y el Servicio Aagricola y Ganadero (SAG), quién
registra y publica listados y fichas técnicas de insumos bioldgicos (Servicio agricola y
ganadero 2025).

Dentro de los bioproductos autorizados y comercializados a nivel nacional, destacan
aquellos a base de Trichoderma, como “Trichoforte”, formulado con Trichoderma
atroviride y Trichoderma harzianum; también “Trichonativa” a base de Trichoderma
spp. en que se indica accion de control frente Phytophthora spp. (Anasac 2025;
Bionativa 2023). También se destaca “Remedier” a base de T. gamsii; “Incept”
compuesto por T. hamatum; y los bioproductos “T7T34", “Asperello T34", “T34
Biocontrol” formulados la cepa T. asperellum-34, que ha demostrado ser eficaz
reducir la incidencia (71%) de P. capsici en cultivos de pimiento en Espafia (Segarra
et al. 2013). Por otro lado, con presencia en Chile estan disponibles los
bioproductos"Prestop” y “Prestop mix”, formulados a base de C. rosea. Con la
excepcidon de Trichonativa, los otros bioproductos no han sido utilizados contra

P. cinnamomi en condiciones de viveros forestales.

La investigacién referida a la busqueda de hongos antagonistas se ha desarrollado
desde hace varias décadas. Es el caso de los estudios involucrando especies de
Trichoderma y Clonostachys que han demostrado ser eficaces contra importantes
fitopatdgenos tanto en condiciones in vitro como en campo; lo que estaria indicando
que pudiesen tener un efecto de control sobre P. cinnamomi. Para cualquiera de los
casos de los antagonistas analizados, se plantea la posibilidad de desarrollar un
producto bioldgico que debiese ser utilizado en un contexto de manejo integrado de

la enfermedad.
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2. HIPOTESIS

Aislados de Phytophtora cinnamomi son patégenos en ciprés de la cordillera, y cepas

de hongos poseen actividad antagonica in vitro sobre P. cinnamomi.

3. OBIJETIVOS

Objetivo general
Evaluar la patogenicidad de aislados de Phytophthora cinnamomi en ciprés de la

cordillera y el potencial antagénico de hongos de suelo frente a P. cinnamomi

Objetivos especificos
a) Determinar la patogenicidad y agresividad de aislados de P. cinnamomi en
ciprés de la cordillera.

b) Evaluar la capacidad antagénica de hongos sobre P. cinnamomi.
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4. METODOLOGIA

4.1) Ensayo de patogenicidad en plantas de ciprés de la cordillera

El ensayo se realizd en la temporada de primavera de 2024, en el vivero de la Facultad
de Ciencias Forestales, de la Universidad de Concepcion. Fueron utilizadas plantas de
A. chilensis de dos afios y medio de edad, con 15 cm de altura, proporcionadas por
la empresa Celeo. Las plantas fueron mantenidas en el vivero y trasplantadas de
forma individual en bolsas plasticas de 20x15 cm conteniendo aproximadamente 1 L

de compost de corteza de pino.

En las pruebas de patogenicidad se emplearon cuatro aislados de P. cinnamomi, todos
colectados de la rizésfera de arboles con sintomas de muerte regresiva de copa. El
aislado P. cinnamomi D-17 fue obtenido desde la rizosfera de arboles de ciprés de la
cordillera, precordillera de Linares, Region del Maule. El aislado de P. cinnamomi
Phy19, obtenido desde rizosfera de arboles de N. alpina del Parque Nacional Oncol y
los aislados de P. cinnamomi Phy80 y Phy113 obtenidos desde rizosfera de N. alpina
en la reserva costera valdiviana, Provincia de Valdivia, Region de Los Rios. Los
aislados Phy19, Phy80 y Phy113 fueron previamente confirmados como patégenos en
especies del bosque valdiviano (Coigle y Avellano) (Navarro et al. 2016). Los aislados
de P. cinnamomi se encontraban conservados en viales con agua destilada estéril y
semillas de cafnamo (Wick et al. 2016) en el cepario del Laboratorio de Patologia

Forestal del Centro de Biotecnologia.

Para los ensayos realizados en plantas, los aislados de P. cinnamomi fueron cultivados
en medio CMA-PARPH y se mantuvieron en incubacion a 20°C, hasta que la colonia

alcanzo el borde de la placa de Petri.
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4.1.1) Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad realizadas consistieron en dos métodos, uno de ellos
mediante la infestacidén de substrato de los aislados de P. cinnamomi y el otro método,

en la inoculacién con discos de micelio en el tallo de las plantas de A. chilensis.

Para el método de infestacion de sustrato, la preparacion de indculo de los aislados
de P. cinnamomi se realizd en base a lo descrito por Jung et al. (1996) en matraces
de 1L con vermiculita (500mL), avena (40ml) y caldo de verduras (350mL). El
material fue autoclavado para luego inocular con discos de 5mm de diametro de la
colonia de los patégenos crecida previamente. Se incubaron durante cuatro semanas
a 20°C en oscuridad, con agitacién manual de manera semanal. Para los controles se
realizd la inoculacién solo con discos de agar. La mezcla obtenida se mezclé con
sustrato de corteza de pino en relacién 1:3. La aplicacién del substrato infestado se
realizd reemplazando el tercio superior de cada planta segun el tratamiento
correspondiente. Se realizaron inundaciones de 72h cada cuatro semanas para

estimular la formacion de esporangios y liberacion de zoosporas.

Para el método de inoculacion en tallo se utilizaron discos de la colonia de P.
cinnamomi, que estuvieron creciendo en PDA durante 21 dias en cdmara de
incubacién a 20°C. La inoculacién se realizd siguiendo la metodologia de O’gara et al.
(1996). Se procedié a desinfestar superficialmente el punto de inoculaciéon cercano a
la base del tallo. Con ayuda de bisturi esterilizado se retird una porcion de la corteza
y se deposité un disco de micelio del aislado de P. cinnamomi correspondiente, para
luego sellar con Parafim® el punto de inoculaciéon. Junto con la inoculacién de las
plantas de A. chilensis, se utilizaron como control plantas de N. dombeyi que
demostraron ser susceptible a P. cinnamomi en ensayos previos (Navarro et al. 2016;
Jung et al. 2018).

Durante el ensayo el riego de las plantas se realiz6 diariamente (a capacidad de
campo) junto con registrar la aparicion de sintomas. No se efectuaron aplicaciones de

fertilizantes o fungicidas.
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4.1.2) Disefo experimental y evaluaciones

El ensayo de infestacion de sustrato siguié un disefio experimental completamente al
azar, con cinco tratamientos (aislados de P. cinnamomi y control (sin P. cinnamomi),

considerando seis repeticiones y siendo la unidad experimental la planta.

Para el ensayo de inoculacidon en tallo, para cada aislado de P. cinnamomi se
emplearon cinco plantas de A. chilensis, siendo la unidad experimental la planta. En
el caso de este método, se incluyeron cinco plantas de N. dombeyi para ser inoculadas
con cada aislado de P. cinnamomi, siguiendo un disefio experimental factorial
(5x2x5).

Durante las 12 semanas de duracion del ensayo, cada siete dias se registrd la
severidad de sintomas y la mortalidad de plantas, realizandose un registro fotografico
de los sintomas y una evaluacién de la severidad de sintomas en follaje. y se le

asigno el valor correspondiente de la escala.

La severidad de los sintomas fue evaluada mediante una escala basada en la
proporcion del follaje con sintomas (patrén desde la porcién basal del follaje hacia la

porcion apical), la que comprendid cinco niveles, donde:

Tabla 1: Escala de niveles de severidad de sintomas en follaje de plantas de

Austrocedrus chilensis.

Categoria Descripcidn

1 Follaje asintomatico
2 Sintomas leves, clorosis y necrosis incipiente, marchitez leve, afectando 25%
del follaje.

Sintomas moderados, afectando entre 26-50% del follaje. .
4 Sintomas severos, necrosis y marchitez, afectando entre 51—75% del follaje.
Sintomas muy severos sobre 75% necrosis y/o marchitez del follaje, muerte

de la planta.

Al finalizar el ensayo, se determind la presencia de cancros en base del cuello y

necrosis en las raices. Para esto, desde todas las plantas se realizaron aislamientos
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desde cuello y raices, colectandose cinco fragmentos desde el cuello y treinta
segmentos de raices (1 cm) por planta, para luego ser sometidos a una desinfeccion
superficial y sembrados en placas con medio selectivo CMA-PARPH (Selectivo de
Phytophthora). Con este procedimiento estandarizado para los Postulados de Koch
permitird establecer la patogenicidad de los aislados de P. cinnamomi y, por otro lado,

cuantificar un nivel de colonizacion de las raices por los aislados.

Después de las evaluaciones, todo material vegetal y substrato fue esterilizado a
121°C en autoclave y manejado como residuo inerte bioldgico, gestionado por el plan

de manejo de la Universidad de Concepcién.

4.2) Evaluacion de antagonismo in vitro contra P. cinnamomi

4.2.1) Aislados de hongos y oomicetos utilizados

Se utilizaron siete aislados de Trichoderma, cinco de Clonostachys, todos
proporcionados por el Laboratorio de Patologia Forestal de la Universidad de
Concepcién (Anexo 1). Los aislados fueron recolectados de distintos ambientes, como
enddfitas de arboles de P. radiata, A. chilensis y A. araucana. Algunos de ellos poseian
antecedentes de antagonismo in vitro contra patdgenos como F. circinatum,

Macrophomina phaseolina y Neonectria fuckeliana.

Los aislados se encontraban almacenados en agar-papa-dextrosa (PDA) a 4°C. Para
los ensayos in vitro los aislados fueron cultivados en medio PDA e incubados a 20°C
entre 7-10 dias y de 5-7 dias para los aislados de Clonostachys y Trichoderma,
respectivamente (Andrades-Hoyos et al. 2017; Moraga-Suazo et al. 2011). En el caso
de P. cinnamomi los aislados fueron dispuestos para crecer en medio de cultivo PDA,

durante tres semanas a 20°C.

4.2.2) Pruebas de antagonismo in vitro

Se realizaron pareamientos in vitro entre los aislados de Trichoderma y Clonostachys

y los de P. cinnamomi. Para tal efecto, se obtuvieron discos de micelio de la zona de
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crecimiento activo (punta de hifa) de 5mm de diametro de las colonias creciendo en
medio PDA (4.1.1). Los discos se dispusieron en extremos opuestos de una placa de
Petri con medio PDA. Los pareamientos se incubaron a 20°C, en oscuridad, hasta que
las colonias de los controles (patdégeno) alcanzaron el borde opuesto de la placa
(Ezziyyani 2004). Se evaluaron mecanismos de antagonismo como competencia
mediante el calculo del porcentaje inhibicion de crecimiento radial (I.C.R(%)
(Jaramillo (2014):

R1—R2
R1

X 100

Donde R1 corresponde al radio del patégeno testigo y R2 es el crecimiento radial del
patogeno en presencia del antagonista. La ocurrencia de antibiosis se avalué midiendo
halo de inhibicién en el crecimiento de la colonia en los aislados de Phytophthora.
Para la evaluacion del parasitismo de hifas se procedid a la observacion de
enrollamiento de hifas de los antagonistas sobre las hifas de Phytophthora en la zona
de interaccion de las colonias, empleandose microscopio de Iluz (X40)
(Sirikamonsathien et al. 2023; Dang et al. 2023; Van Tran et al. 2023)

El disefio experimental fue factorial 4x13x4, considerando cuatro aislados de P.
cinnamomi, trece tratamientos (doce antagonistas y un control), y con cuatro

repeticiones cada uno, siendo la unidad experimental la placa de Petri.

4.3) Identificacién molecular

4.3.1 Extraccion de ADN

A partir de los cultivos puros de los aislados obtenidos desde muestras de
raices/cuello, se obtuvo micelio aéreo para la extraccion de ADN gendmico. Este
procedimiento se realiz6 siguiendo el protocolo del fabricante (Genelet). Se utilizaron
matrices cilindricas en tubos de 2mL, para la fragmentacion del tejido, adicionando
180 ul de Digestion Solution y 20ul de Proteinase K para luego homogeneizar la
muestra en vortex. La muestra se dejo incubar a 56°C por 60 min. Aplicando vortex

cada 20 min. Se adiciond 20ul de Rnase Solution, se realizo vortex y se dejo incubar

24



a temperatura ambiente por 10 min. Luego se adicionaron 20ul de Lysis Solution y se
repitié vortex hasta obtener una mezcla homogénea. Se agregaron 400ul de etanol
al 50% vy se llevé a centrifugar por 10 min. A 12.000 XG. Desde lo obtenido se
transfirieron 500ul a una columna inserta en un tubo de colecta y se centrifugé por 1
min a 6.000 XG para transferir el filtro a un nuevo tubo de colecta. Se adicionan 500ul
de Wash Buffer I (con etanol) y se centrifugd por 1 min a 8.000 XG para descartar el
filtrado. Se agregaron 500ul de Wash buffer II (con etanol) y se centrifugd por 1 min
a 8.000 XG para descartar el filtrado y transferir el filtro a un tubo de 1,5mL. Se
agregaron 40ul de Elution Buffer en el centro de la membrana de filtrado y se dejo
incubar por 2 min a temperatura ambiente para luego centrifugar por 1min a 10.000
XG. Finalizado el proceso, se descarta la membrana de filtrado y se obtiene el ADN

purificado

4.3.2) PCR anidada con partidores género-especie especificos

Para identificar los aislados a nivel de género y especie mediante PCR, se utilizaron
los partidores YPh1l e YPh2 para Phytophthora spp. que generan un amplicon de
470pb. Y los partidores Ycin3 e Ycin4 para determinar la especie, partidores que
generan un amplicon de 243 pb (Schena et al. 2008) (Anexo 3). Para la identificacion
de Phytophthora spp. se prepard en un tubo eppendorf de 1,5 ml el mix de reaccion
que incluye los reactivos: H20, Buffer 5X, MgCl2, dNTPs, YPh1lF, YPh2R Y Taq
polimerasa. Se utilizé 11ul del mix, adicional 1ul de ADN gendmico, obteniendo un
volumen de 12ul. Se deja en termociclador. EI ADN obtenido se analizé con PCR
convencional para los dos conjuntos de partidores, con control negativo (Pythium

sp.), control positivo P. cinnamomi (D-17) y un blanco ADE.

Para visualizar la amplificacion de PCR se prepard un gel de agarosa al 1,5% con
0,45g de agarosa y 30 ml TAE 1X con 2,25ul de Safe view, para luego verter el
contenido en un molde para gel de electroforesis con 1 peineta de 8 espacios. Para
el marcador de peso se utilizé 1Kb (1000 pb) cargado en la primera casilla, se

adicionaron 6ul de los productos de PCR obtenidos en las casillas siguientes.

Posteriormente se procede a realizar una PCR a partir de los productos de la PCR

anterior, utilizando los partidores especie especificos Ycin3F e Ycin4R. En un tubo
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eppendorf de 1,5 ml se prepara el mix de reaccién. En tubos de 0,2 ml se agregan
11ul del mix de reacciéon y 1lul del producto de PCR. Se deja en termociclador. Para
visualizar la amplificacion de PCR se prepard un gel de agarosa al 2% con 0,6g de
agarosa y 30 ml TAE 1X con 3ul de Safe view, para luego verter el contenido en un
molde para gel de electroforesis con 1 peineta de 8 espacios. Para el marcador de
peso se utilizé 100pb cargado en la primera casilla, se adicionaron 6ul de los

productos de PCR obtenidos en las casillas siguientes.

4.4) Analisis estadistico

Los valores de severidad obtenidos al finalizar el periodo de evaluacion se analizaron
mediante un analisis de varianza ANOVA de una via, considerando el tratamiento
como factor fijo. Se evaluaron supuestos de normalidad de residuos (Shapiro-Wilks)
y de homogeneidad de varianzas (Bartlett test). Al no cumplir los supuestos los datos
se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Cuando se
detectaron diferencias significativas entre tratamientos, se realizaron comparaciones
multiples post-hoc mediante la prueba de Dunn con correcciéon de Bonferroni. Para
fines descriptivos y de visualizacién, los datos de severidad fueron transformados a

valores de marca de clase y presentados como media % error estandar.

Para las pruebas de inoculacion en tallo, el tamano de lesién fue analizado mediante
un ANOVA factorial de dos vias. Se evalué normalidad y homogeneidad de varianzas.

Los efectos significativos, las medias fueron comparadas mediante Tukey.

En caso de los ensayos in vitro se sometieron a pruebas de normalidad (Shapiro-
Wilks) y Homocedasticidad de varianzas (Levene test), y fueron analizados mediante
un analisis de varianza factorial de dos vias; al no cumplirse el supuesto de
homogeneidad se aplicé un analisis de varianza robusto de dos vias, el cual es menos
sensible a desviaciones de normalidad y heterocedasticidad. Las medias ajustadas de

los factores principales fueron comparadas mediante Tukey.

Todos los analisis estadisticos se realizaron considerando un nivel de significancia de
a = 0,05.

26



5. RESULTADOS

5.1) Ensayos de Patogenicidad

5.1.1) Método de infestacion de substrato

Los primeros sintomas en las plantas de A. chilensis se observaron a partir de la
cuarta semana posterior a la infestacion del sustrato, caracterizandose principalmente
por una leve clorosis y amarillamiento en la porcién basal del follaje. En contraste,
las plantas correspondientes al grupo control no presentaron sintomas en el mismo
periodo. A las ocho semanas, solo se evidencio una evolucidon marcada de los sintomas
foliares en el tratamiento con el aislado D17, manifestado por una progresion del
amarillamiento, extendiéndose desde la base hasta aproximadamente la mitad del

follaje y luego abarcando la totalidad del follaje a las doce semanas (Figura 1).

Figura 1: Sintomas en p'I'éntas de Austrocedrus chilensis en ensayo de patogenicidad
mediante infestacion de substrato con cepas de Phytophthora cinnamomi. a) Plantas
control. b) P. cinnamomi D17. C) P. cinnamomi Phy 113, d) P. cinnamomi Phy 19 y
e) P. cinnamomi Phy 80. Sintomas en la primera semana (linea superior) y duodécima

semana (linea inferior).
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El tratamiento con la cepa D17 mostré una agresividad superior, evidenciado por una

mayor severidad de los sintomas foliares, diferenciandose significativamente de las

plantas control, siendo ademas el Unico aislado que causdé mortalidad de plantas

(50%). Referente a las plantas restantes de este tratamiento una presentd sintomas

graves como clorosis, marchitez y defoliacidon en la porcién basal-media del follaje, y

las plantas restantes solo presentaron sintomas leves (Figuras 2 y 3).

En contraste, en los tratamientos con los aislados Phy113, Phy1l9 y Phy80 solo se

desarrollaron sintomas leves restringidos a la zona basal del follaje, y no presentando

diferencias significativas en la severidad con las plantas control. El tratamiento

control, solo dos plantas mostraron sintomas leves, principalmente clorosis leve, las

cuatro restantes se mantuvieron asintomaticas.
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Figura 2: Evolucion temporal de la severidad de sintomas en follaje de plantas de

Austrocedrus chilensis en tratamientos con infestacion de substrato con aislados de
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Phytophthora cinnamomi y control, correspondiente a las semanas 1 hasta 12. Los

valores corresponden al promedio de las evaluaciones de severidad.
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Figura 3: Severidad de sintomas en el follaje en plantas de Austrocedrus chilensis
sometidas a distintos tratamientos con aislados de Phytophthora cinnamomi. Las
barras representan la media £ error estdandar (n = 6). Letras distintas indican

diferencias significativas entre tratamientos seguln la prueba de Tukey (p < 0,05).

A partir de los aislamientos obtenidos desde el cuello y raices de las plantas, se
detectd la presencia de Phytophthora y Pythium (Figura 4 y Figura 5). La mayor
frecuencia de aislamiento se registrd en las plantas del tratamiento con P. cinnamomi
D-17(38,8%), por otro lado, en los tratamientos con los aislados de P. cinnamomi
Phy 80, Phy 19 y Phy 113, las frecuencias de re-aislamiento desde las raices fueron
13,8%, 12,7%, 15,5%, respectivamente.
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Figura 4: Colonias de Pythium spp. creciendo en medio papa dextrosa agar (PDA).
Aislados obtenidos desde raices de las plantas de Austrocedrus chilensis con sintomas

en follaje.

Figura 5: Colonias y morfologia de hifas y esporangios (x40) de Phytophthora

cinnamomi obtenidos desde aislamientos realizados desde las raices de plantas de
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Austrocedrus chilensis en pruebas de patogenicidad (40x). a) Cepa D17 con
clamidosporas y esporangio, b) Cepa Phy80 con presencia de clamidosporas y
esporangio no papilado. c) Cepas Phyl9 y d) Cepa Phyl13 con presencia de
hinchazones hifales, clamidosporas terminales y esporangio no papilado.

Junto con P. cinnamomi y especies de Pythium, se aislaron desde las raices otros tipos
de hongos (Anexo 2), como, por ejemplo, especies de Fusarium, Cylindrocarpon,

Trichoderma, Thielaviopsis y Cladosporium sp. (Figura 6).

Figura 6: Colonias de hongos obtenidos desde aislamientos de cuello y raiz de plantas
de Austrocedrus chilensis en ensayos de patogenicidad utilizando infestacion de
substrato con aislados de Phytophthora cinnamomi. a-b-d) Cylindrocarpon spp. c-e)
Thielaviopsis sp. y f) Fusarium sp.
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5.1.2) Método de inoculacién en tallo

El analisis de varianza factorial indicé una interaccion significativa entre especie de
planta y aislado de P. cinnamomi (P=0,017), por lo que las comparaciones multiples
se realizaron separadamente por especie inoculada (Figura 8). De esta forma, al final
del ensayo (65 dias post inoculacion), no existieron diferencias significativas entre las
plantas inoculadas con los aislados de P. cinnamomi con las plantas control.
Contrariamente, en las plantas de N. dombeyi se verificd la formacién de pequefios
cancros en los tallos, constatdndose diferencias significativas de los aislados Phy19 y
Phy80 con las plantas del tratamiento control. Estos resultados confirman que, para
este método de inoculacién al tallo, la formacién de cancros dependera de la
combinacién especifica patégeno-hospedero y en el caso de coigue dependera del

aislado especifico del patégeno (Figura 7).

Figura 7: Inoculacién en tallo de plantas de Nothofagus dombeyi (linea superior) y
Austrocedrus chilensis (linea inferior). a) Plantas control. b) Plantas inoculadas con la
cepa D17, c) Cepa Phy113, d) Cepa Phy19 y e) Cepa Phy80.
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Tabla 1: Anova factorial para los efectos de aislados de Phytophthora cinnamomi (P),
especie de planta inoculada (E) e interaccion PxE, medidas como longitud de lesion

en el tallo en plantas de Austrocedrus chilensis y Nothofagus dombeyi.

Df Sum Sq MeanSq F value Pr(>F)
Patdgeno 4 6.637 1.659 2.589 0.05115.
Tipo_de_planta 1 5.559 5.559 8.675 0.00536 **
Patdgeno:Tipo_de_planta 4 8.759 2.190 3.417 0.01705 *
Residuals 40 25.635 0.641
Especie»devplan(a aRc c
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Figura 8: Longitud de lesion (cm) en tallos de Austrocedrus chilensis y Nothofagus

dombeyi inoculados con aislados de Phytophthora cinnamomi.

En las plantas de A. chilensis no se evidencid la formacidon de cancros en los tallos
(solo necrosis en punto de inoculacion) y donde no fue posible re-aislar P. cinnamomi.
En estas plantas solo fueron aislados otros tipos de hongos (Figura 9), los que,
identificados mediante morfologia de estructuras somaticas y reproductivas,
correspondieron preliminarmente a especies de los géneros Pestalotiopsis, Phoma,

Diaporthe y Phomopsis.
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Figura 9: Hongos aislados desde lesiones en tallo de plantas de Austrocedrus

chilensis inoculadas con aislados de Phytophthora cinnamomi. a-b-c) Pestalotiopsis

sp. g-h-d) Posible Phoma sp. e-i) Posible Diaporthe sp. f) Posible Phomopsis sp.

5.2) Identificacién molecular

Mediante la PCR-anidada, utilizando primero los partidores género-especificos Yph1F-
Yph2R, se obtuvo para los cuatro aislados probados junto con el control positivo,
amplificaron un fragmento de aproximadamente 470 pb correspondiente al género
Phytophthora. En una segunda PCR utilizando los partidores especie-especificos
Ycin3F-Ycin4R, los cuatro aislados probados y el control positivo generaron
fragmentos de aproximadamente 243pb, correspondiente a P. cinnamomi. No se

detect6é amplificacion en el control negativo ni en el blanco (Figura 10)
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Figura 10: Identificacion de aislados de Phytophthora cinnamomi. Bandas
visualizadas en gel de agarosa 2% con partidores Ycin3F-Ycin4R. Banda 1: Marcador
de peso 100kb; Banda 2: Blanco; Banda 3: Control negativo; Banda 4: Control
positivo; Banda 5: Aislado obtenido desde raiz inoculada con Phy19; Banda 6: Aislado
obtenido desde raiz inoculada con Phy80; Banda 7: Aislado obtenido desde raiz
inoculada con D17 Banda 8: Aislado obtenido desde raiz de planta inoculada con
Phy113.

5.3) Ensayos in vitro

Los pareamientos duales realizadas entre las cepas de Trichoderma y Clonostachys
revelaron distintos niveles de inhibicién de crecimiento de la colonia de los aislados

de P. cinnamomi (Figura 11).
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Figura 11: Pruebas de antagonismo in vitro entre cepas de Trichoderma spp. y
Clonostachys spp. enfrentadas en pareamientos duales con aislados de Phytophthora
cinnamomi Phy19, D17, Phy80 y Phy113.

La competencia entre antagonista y patdgeno fue evaluada mediante el porcentaje
de inhibicidn de crecimiento radial (%ICR) y a través de observaciones microscépicas
en el punto de contacto entre ambas colonias (parasitismo de hifas). En el caso de la
inhibicion de crecimiento de P. cinnamomi no se cumplid el supuesto de
homocedasticidad, siendo realizado un analisis de ANOVA factorial robusto basado en
errores estandar. Los resultados indicaron diferencias altamente significativas para

los factores evaluados (Tabla 2).
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Tabla 2: Resultados de ANOVA factorial robusto 4x13x4, para el efecto patégeno (P),
antagonista (A) y la interaccién P x A, medida como porcentaje de inhibicidn de

crecimiento radial de las colonias de los aislados de Phytophthora cinnamomi.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Patégeno (P) 3 0.000374 0.0001247 75.557 < 2e-16 ***
Antagonista (A) 12 0.006721 0.0005601 339.465 < 2e-16 ***
Interaccién PxA 36 0.000219 0.0000061 3.694  8.26e-09 ***
Residual 156 0.000257 0.0000016

Los efectos principales del patégeno y antagonistas fueron ambos significativos
(p<0,005), sin embargo, al verificarse una interaccion significativa entre aislados de
P. cinnamomi y aislados de hongos de los potenciales antagonistas, las comparaciones
multiples fueron realizadas independientemente para cada aislado del patdgeno.
Estos resultados indican que la capacidad inhibitoria (o nivel de inhibicién) de los
aislados de los antagonistas sera dependiente del aislado del patégeno confrontado.
(Figura 12).
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Figura 12: Inhibicion crecimiento radial de la colonia (%ICR) de aislados de
Phytophthora cinnamomi. a) PHY113. b) D17. ¢) PHY80. d) PHY19. Frente a aislados

de hongos en ensayo de confrontacion dual in vitro (Eje x).
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Figura 12 (continuacion): Inhibicion crecimiento radial de la colonia (%ICR) de
aislados de Phytophthora cinnamomi. a) PHY113. b) D17. c) PHY80. d) PHY19. Frente

a aislados de hongos en ensayo de confrontacion dual in vitro (Eje x).
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Referente al nivel de inhibicion de los aislados de Trichoderma spp ensayados, el
aislado CBF432 demostrd la mayor eficacia, teniendo efecto sobre todos los aislados
de P. cinnamomi. Los aislados CBF1734, CBF84 y UDC18 también presentaron una
alta eficacia de control, similar a la CB432, aunque solo contra dos aislados del
patogeno. Otros aislados que también tuvieron una alta eficacia (presentes en los dos
grupos de mayor de significancia) fueron UDC18, UDC24, CBF435, RA13(4) y
CBF1774 (Tabla 4).

Tabla 4: Aislados antagonistas de Trichoderma y Clonostachys con mayor eficacia de
inhibicion de crecimiento micelial de aislados de Phytophthora cinnamomi. Las letras
(a) y (b) indican grupo de aislados que alcanzaron mayor significancia en cada

pareamiento especifico contra cepas de P. cinnamomi.

Aislado
P. cinnamomi (a) (b)
PHY113 CBF432 CBF436, CBF84, UDC18
PHY19 CBF432 UDC18
PHY80 CBF1734, CBF84, CBF432, CBF436 UDC24, UDC28, CBF435
D17 UDC18, CBF1734, CBF432, CBF436, CBF1337, CBF1774

CBF435, CBF84, RA13(4), UDC24

Adicionalmente, mediante las observaciones microscépicas realizadas en las zonas de
contacto entre las colonias de hongos y algunos aislados de P. cinnamomi mostraron
la ocurrencia de micoparasitismo, caracterizado por un enrollamiento de hifas y una

penetracién en las hifas del patégeno (Figura 13).
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Figura 13: Evidencias de parasitismo de hifas de Phytophthora cinnamomi por hifas
de aislados de Trichoderma spp. y Clonostachys spp. A) D17 vs CBF1774, (100x), b)
D17 vs CBF1337 (100x), c) D17 vs CBF1734(40x), d) PHY113 vs ANT14(40x), €)
PHY19 vs. ANT14, micoparasitismo. f) PHY113 vs CBF1337 (40x) g) PHY80 vs UDC-
18 (40x). Las flechas indican posibles puntos de penetracion de la hifa del antagonista
sobre la hifa de P. cinnamomi.

Los resultados de las pruebas de antagonismo revelaron que solo algunos aislados de
Trichoderma o Clonostachys presentaron evidencias de micoparasitismo sobre las
hifas de los aislados de P. cinnamomi y que correspondieron a los aislados de
Trichoderma CBF1734 (contra D17) y C. rosea ANT14 (contra PHY19, PHY113y D17),
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CBF1337 (activa contra PHY113 y D17), CBF1774 (contra D17) evidenciaron esta

capacidad.

42



6. DISCUSION

La deteccién de P. cinnamomi en bosquetes de A. chilensis de la precordillera de
Linares, y la posterior demostracién de su patogenicidad, constituyen el primer
reporte para esta especie nativa. La deteccién del patdégeno se suma a la creciente
lista de registros que confirman su presencia en ecosistemas forestales en Chile,
afectando a otras especies como A. araucana, N. dombeyi y G. avellana (Navarro et
al. 2016; Jung et al. 2018; Sanfuentes et al. 2022). Estos relatos en Chile sobre
P. cinnamomi solo confirman que es una especie reconocida por su alta agresividad y
capacidad provocar enfermedad en una gran diversidad de hospedantes de especies
lefiosas (De Andrade et al. 2020; Zentmyer 1983; Erwin & Ribeiro 1996; Hardham &
Blackman 2018).

Los ensayos de patogenicidad confirmaron la asociacion causal entre P. cinnamomi y
A. chilensis. La inoculacidn mediante la infestacién de sustrato provocd sintomas
similares a los observadas en campo, como clorosis, necrosis y marchitamiento foliar
seguido de la muerte de la planta. En los ensayos, el aislado P. cinnamomi D17,
obtenido desde la rizosfera de arboles de ciprés con sintomas en la copa, fue el Unico
capaz de provocar sintomas severos y mortalidad en las plantas, logrando re-aislarse
desde las raices de todas las plantas, con una frecuencia de 38% de las raices
muestreadas, demostrandose de esta forma la patogenicidad de P. cinnamomi en A.
chilensis. Los resultados también indicaron diferencias en la agresividad de aislados
de P. cinnamomi, siendo que los otros tres aislados de P. cinnamomi ensayados solo
provocaron sintomas leves no diferencidndose de las plantas control. En esta linea,
Dudzinski et al. (1993), constataron diferencias de agresividad entre los aislados de
P. cinnamomi recolectados en Australia, manifestado en la severidad de sintomas e
incidencia en la mortalidad de plantas de Eucalyptus marginata, diferencias de hasta
2 a 3 veces en la capacidad de producir la muerte de la planta. De forma similar,
ensayos con Persea americana indican una amplia variacion de agresividad entre de

aislados de P. cinnamomi (Huberli et al. 2001; Ochoa-Fuentes et al. 2015).

Como se menciond previamente, los resultados de este estudio solamente confirman

la patogenicidad de P. cinnamomi D-17. En este punto, pareceria arriesgado concluir
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gue los otros aislados de P. cinnamomi no poseen rol como patdgenos en A. chilensis.
La agresividad de un patégeno también puede ser evaluada con la rapidez en la
manifestacion de los sintomas en las plantas, por lo tanto, subsistiria la interrogante
de que, con una mayor duracion del ensayo, los sintomas en follaje hubiesen
continuado evolucionando. Es importante mencionar que aislados P. cinnamomi Phy
113 (15%), Phy 80 (13,8%) y Phy 19 (12,7%) presentaron una colonizacion de raices
de A. chilensis, sin embargo, fueron menores al 38% de colonizacion alcanzado por
P. cinnamomi D-17. Considerando este factor, continuando esta colonizacion de
raices, hacia niveles cercanos al 40%, podria eventualmente traducirse en una

expresion de sintomas mas severos en el follaje de las plantas.

Adicionalmente, seria importante considerar el impacto del fenémeno de
predisposicidn, en el cual factores ambientales como el estrés hidrico, cambios en el
régimen de temperaturas o alteraciones en el microbioma del suelo, pueden debilitar
al hospedero y favorecer la infeccidon por parte de aislados de P. cinnamomi (Sanchez
et al. 2002; Thompson et al. 2014; Sena et al. 2018).

Adicionalmente, en los aislamientos realizados desde el cuello y raices de las plantas,
en todos los tratamientos se detectaron otros hongos que podria tener un rol como
patdgenos oportunistas o sencillamente un rol como sapréfitos; como fueron
Fusarium spp. (5%), Cladosporium spp. (2%), Thielaviopsis sp. (2%), Cylindrocarpon
spp. (2%) y Pythium sp. (21%). Entre estos, Fusarium y Cylindrocarpon comprenden
especies con potencial como patégenos secundarios de suelo (Kornittowicz-Kowalska
et al. 2022). Por su parte, Thielaviopsis sp., se aislé solo desde una planta y su
impacto es mas comun en cultivos agricolas, asocidndose con la pudriciéon negra de
raices en cultivos como tomate (Koike & Henderson 1998) y tabaco (Rao et al. 2006).
Hasta ahora especies de este género no han sido reportadas para especies nativas en
Chile.

El género Pythium, que se aislé con mayor frecuencia desde las raices de las plantas,
incluye tanto especies fitopatégenas como biocontroladoras (Andersen et al. 2024),
destacandose principalmente por su presencia en el suelo y su capacidad de afectar

las raices de numerosas plantas. Al igual que Phytophthora, comparten caracteristicas
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morfoldgicas y ecoldgicas, como la formacién de esporangios, zoosporas moviles y su
desarrollo favorecido por condiciones de alta humedad (Martin y Loper 1999;
Hardham 2007). Estas similitudes les permiten coexistir en ambientes rizosféricos, lo
gue puede dar lugar a interacciones sinérgicas o antagdnicas entre patégenos. La
coinfeccion entre oomicetos u otros hongos del suelo puede modificar
significativamente la progresién de una enfermedad, ya sea aumentando o atenuando
su severidad. Por ejemplo, la coinfeccidon de F. aglaonematis y F. elaeidis redujo la
severidad de los sintomas en Aglaonema modestum en China (Zhang et al. 2022),
contrariamente la co-inoculacion de F. oxysporum y Rhizoctonia solani agravé los
sintomas y redujo el crecimiento de la alfalfa (Medicago sativa) (Fang et al. 2021).
Comprender cdmo interactuan distintos patégenos en un mismo sistema es clave para

disenar estrategias de manejo mas eficaces.

En cuanto a la inoculacién de los aislados de P. cinnamomi en el tallo de las plantas
de A. chilensis, no se produjo formaciéon de cancros y tampoco fue posible re-aislar a
P. cinnamomi, similar a resultados obtenidos en ensayos anteriores realizados en el
Laboratorio de Patologia Forestal (Comunicacion personal, Eugenio Sanfuentes, 2024)
Una posible razén de estos resultados con este método de inoculacion es que P.
cinnamomi presenta una preferencia por tejido radicular y por condiciones que
favorecen la movilidad, la quimiotaxis de sus zoosporas hacia exudados de raices y la
mayor susceptibilidad de las raicillas finas (Zentmyer 1961; Robin et al. 2001). En
este tipo de inoculacién al tallo, se ha reportado en el caso de infeccion por
Phytophthora spp., la planta podria estar activando un mecanismo de defensa, como
la induccién de tilosis en el xilema, que actuaria impidiendo el avance del micelio del
patogeno. La formacion de estas estructuras podria causar una escasez localizada de
agua, limitando efectivamente la propagacién de la infeccion (Jung y Blaschke 1996;
Andrades-Hoyos 2015; Vieites-Blanco et al. 2023). Ademas, la biosintesis de calosa,
la que interactua con la celulosa de la pared celular para formar una red polimerizada
en el sitio de intento de penetracién es una barrera eficiente para el crecimiento de
hifas del patégeno (Eggert et al. 2014). La calosa es una barrera sumamente eficaz
(Van den Berg et al. 2021).
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Otro factor que pudo haber influido en una ausencia de infeccién y/o colonizacion de
P. cinnamomi, manifestada también en la imposibilidad de reaislar el patégeno incluso
desde el local de inoculacién, podra ser por una rapida colonizacion de hongos
saprofitos o endéfitos. Es asi como, se aislaron frecuentemente desde el tallo de las
plantas, hongos como Pestalotiopsis sp., Phomopsis sp. y Phoma sp., todos con una
amplia distribucion y conocidos por su dualidad ecoldgica como endéfitos o patégenos
oportunistas (Udayanga et al. 2011). En el caso por ejemplo de Pestalotiopsis spp.,
normalmente se manifiesta como consecuencia de estrés por factores bidticos o
abidticos, como eventualmente seria una necrosis inicial del sistema vascular post-
inoculacidon con Phytophthora. De esta manera la presencia y rapido crecimiento de
estos organismos podria haber interferido con el crecimiento y persistencia de P.
cinnamomi en el local de inoculacidon y su eventual colonizacion hacia otros tejidos
(Sanchez-Fernandez et al. 2013).

La composicion del microbiota asociado a los tejidos vegetales y al suelo podria
desempefiar un papel crucial en la dindamica de los patégenos (Berendsen et al. 2012).
Esta capacidad de competencia por nicho ecoldgico ha sido documentada en
microorganismos con potencial biocontrolador, como Trichoderma spp., cuyo efecto
inhibitorio sobre P. cinnamomi fue posible confirmar en los ensayos in vitro de este
estudio. Estos microorganismos han sido los mas estudiados por su potencial
controlador, y por su gran capacidad de competir por espacio y nutrientes (Howell
2004; Sirikamonsathien et al. 2023). Los resultados del estudio indicaron que los
aislados de Trichoderma lograron inhibir el crecimiento de P. cinnamomi entre 82% y
95%, resultados que similares a los obtenidos por Barboza-Garcia (2022), quien
reportd inhibicién entre 87% y 94%, e incluso valores mayores a los registrados por

Andrades-Hoyos (2020), quienes observaron una maxima de inhibicién de 73%.

En cuanto a los ensayos con Clonostachys spp., la inhibicién sobre los aislados de
P. cinnamomi oscilé entre 57% y 77%, resultados menores en comparacion con
Trichoderma, probablemente debido a la menor tasa de crecimiento de los aislados
de Clonostachys. En este grupo, se observd micoparasitismo en tres de los cinco
aislados ensayados, concordando con los resultados de Moraga-Suazo et al. (2011),

quienes reportaron este mecanismo de antagonismo, y menor capacidad de inhibir
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crecimiento micelial, en los aislados de Clonostachys confrontados con el patégeno F.

circinatum.

La seleccién de especies para biocontrol, requiere un profundo entendimiento del
mecanismo de accién especifico de cada microorganismo seleccionado. En este
contexto, las diferencias en la eficacia del biocontrolador pueden explicarse por la
activacion de mecanismos de accidn involucrados. Para el caso de Trichoderma, se
caracteriza por ser un competidor agresivo que coloniza con rapidez, permitiéndole
consumir nutrientes de manera eficiente, por ejemplo, en el caso de T. harzianum
que demostré una tasa de crecimiento en ensayos 2-4,2 veces mas que Botrytis
cinerea (You et al. 2016; Risoli et al. 2022). Por otro lado, en Trichoderma se destaca,
su gran actividad como hiperparasito, demostrado gran eficacia contra patdgenos
como Rhizoctonia solani; F. solani; F. oxysporum, P. parasitica entre otros
(Jarousxuk-scisel et al. 2019; Alejandro et al. 2019). Los mecanismos de accion
observados el presente estudio fue principalmente competencia por espacio y

nutrientes, y en algunos aislados en la forma de micoparasitismo.

El micoparasitismo por a Clonostachys spp. se ha reportado en variados estudios para
hongos y oomicetos. Es asi como, se ha confirmado este mecanismo contra P.
aphanidermatum, P. ultimum, R. solani, B. cinerea, Botryosphaeria sp. y Diaporthe
sp. (Jensen et al. 2016; Chatterton y Punja 2019; Geiger et al. 2022; Basha Jaffer et
al. 2025).

Las variaciones observadas en la capacidad de inhibiciéon de crecimiento micelial y del
micoparasitismo entre los distintos aislados de antagonistas evaluados, evidenciaron
gue la eficacia del antagonismo es dependiente de la interacciéon especifica entre
aislados del patogeno y del antagonista utilizado (Dang et al. 2023). Este
comportamiento refuerza la necesidad de realizar evaluaciones que consideren estas
interacciones especificas (Bautista-Ortega et al. 2022; Villavicencio-Vasquez et al.
2025).

Por tanto, los mecanismos de antagonismo deben ser considerados al momento de

elaborar un bioproducto, ya que, las interacciones de biocontrol efectivas pueden
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involucrar multiples modos de accion (Baker y Cook 1974; Jensen et al. 2016), sin
embargo, su efectividad es variable y las condiciones ambientales pueden alterar su

efectividad en campo. (Villavicencio-Vasquez et al .2025).

Los resultados obtenidos, por una parte, evidencian una potencial amenaza que
representa P. cinnamomi para especies forestales nativas como en A. chilensis y surge
como necesidad el de continuar explorando estrategias de manejo integrado, desde
la deteccidon temprana como a través del control bioldgico, considerando las
interacciones microbianas presentes en el suelo. La validacion del potencial de cepas
nativas de Trichoderma y Clonostachys como agentes antagonistas representa un
primer avance hacia el desarrollo de productos de biocontrol, en un contexto de usar
variadas herramientas sostenibles para la proteccién sanitaria de los ecosistemas

forestales de Chile.
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7. CONCLUSIONES

Los ensayos mediante infestacion de substrato demostraron que P. cinnamomi es

patogeno en plantas de A. chilensis.

Los aislados de Trichoderma spp. y Clonostachys spp. presentaron la capacidad de
inhibicion del crecimiento micelial y micoparasitismo sobre aislados de P. cinnamomi,
aunque la eficacia del antagonismo dependera de la interaccidon especifica entre

aislados del patdégeno y antagonistas.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Descripcidn de aislados de Trichoderma spp. y Clonostachys spp.
utilizados en ensayo in vitro.

Fecha Especie/Zona de
Codigo Investigacién Procedencia muestreo muestreo
Control biolégico de Botrytis
A10 cinerea - 2010 E. globulus, Follaje
Control bioldgico de Botrytis
ANT14 cinerea - 2010 E. globulus, Follaje
CBF1337  Aislado proyecto INNOVA, LPF. P. Pedro del Rio Zafartu 2010 Zona aérea
CBF1734 Aislado proyecto INNOVA, LPF. Parral 2010 Dilucién de suelo
CBF1774 Aislado proyecto INNOVA, LPF. Santa Juana 2010 Suelo
CBF265 Aislado proyecto INNOVA, LPF. San Isidro 2010 Rizésfera
CBF432 Aislado proyecto INNOVA, LPF. Los Tilos 2010 Rizésfera
CBF435 Aislado proyecto INNOVA, LPF. Los Tilos 2010 Rizésfera
CBF436 Aislado proyecto INNOVA, LPF. Los Tilos 2010 Rizésfera
CBF84 Aislado proyecto INNOVA, LPF. Vivero Proplantas 2010 Rizésfera
Fundo Norita-Sector
RA13(4) FIBN 022/2019 Huife 2022 Rama viva Coigle
P. radiata / Raiz
UDC18 Control bioldgico de M. phaseolina Vivero Carlos Douglas 2012 Desnuda
UDC24 Control biolégico de M. phaseolina Vivero Proplantas 2012 Suelo
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Anexo 2: Principales aislamientos y su frecuencia, obtenidos desde muestras de
raices (30) y cuello (6) por tratamiento en medio selectivo CMA-PARPH

Tratamiento Especies Frecuencia Zona de aislamiento

CONTROL Pestalotiopsis sp. 5,5% Cuello
Pythium sp. 5,5% Raiz
Mortierella sp. 1,6% Raiz

D17 Pestalotiopsis sp. 5,5% Cuello
Fusarium sp. 1,7% Raiz
Pythium sp. 8,3% Raiz
Cylindrocarpon sp 1,1% Raiz
Phytophthora sp. 38,8% Raiz
PHY 113 Fusarium sp. 1,1% Raiz
Phytophthora sp. 15,5% Raiz
Pythium sp. 3,8% Raiz
PHY 19 Cylindrocarpon sp. 1,2% Raiz
Thielaviopsis sp. 1,2% Raiz
Phytophthora sp. 12,7% Raiz
Pythium sp. 3,3% Raiz
PHY 80 Fusarium sp. 1,1% Raiz
Phytophthora sp. 13,8% Raiz
Pythium sp. 2,7% Raiz

Anexo 3: Lista de partidores para género Phytophthora (YPh) y especificos para
Phytophthora cinnamomi (Ycin) con sus respectivas secuencias de nucleétidos.

NOMBRE Secuencia partidor (5’ -> 3') Referencia
Yph1iF CGACCATKGGTGTGGACTTT Schena et al. 2006
Yph2R ACGTTCTCMCAGGCGTATCT Schena et al. 2006
Ycin3F GTCCTATTCGCCTGTTGGAA Schena et al. 2008
Ycin4R GGTTTTCTCTACATAACCATCCTATAA Schena et al. 2008
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