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RESUMEN

Phytophthora pinifolia es el oomiceto agente causal de la enfermedad “dafio foliar del pino”
(DFP) en plantaciones de Pinus radiata en Chile. El patégeno fue identificado el afio 2008,
por lo que alin son escasos los estudios relacionados sobre la biologia y epidemiologia del
patogeno. Por esta razén, el objetivo del estudio fue establecer el efecto de variables
ambientales para el crecimiento y reproduccion de P. pinifolia y en la capacidad de infectar
plantas de P. radiata. Fueron utilizadas diversas cepas de P. pinifolia, y en ensayos in vitro
fueron probadas en diferentes medios de cultivo y temperaturas de incubacion, y realizados
pareamientos entre cepas de P. pinifolia y cepas de otras especies de Phytophthora, para
observar la formacion de estructuras sexuales. Fueron realizados ensayos para determinar la
minima cantidad de inoculo para causar infeccion y el efecto de la temperatura y mojamiento
foliar en la infeccidon de P. pinifolia. En ambos ensayos se inocularon zoosporas del patdégeno,
inoculdndose fasciculos y plantas de P. radiata, respectivamente. El Optimo crecimiento
micelial de P. pinifolia fue entre 20 a 25°C, no existiendo interaccion significativa entre cepas
del patégeno y temperatura. No se detectd la formacién de estructuras reproductivas de
P. pinifolia en condiciones in vitro. La infeccién de P. pinifolia en plantas de P. radiata se
produce con un minimo de 100 zoosporas ml !, 6 h de mojamiento foliar y con un dptimo para
infectar a 10°C. Estos antecedentes permitiran poder establecer relaciones con el

comportamiento de la enfermedad y condiciones de campo.



SUMMARY

Phytophthora pinifolia is the oomycete causal agent of the disease “pine leaf damage” (DFP)
in Pinus radiata plantations in Chile. The pathogen was identified in 2008, so there are still
few related studies on the biology and epidemiology of the pathogen. For this reason, the
objective of the study was to establish the effect of environmental variables for the growth and
reproduction of P. pinifolia and on the ability to infect P. radiata plants. Various strains of
P. pinifolia were used, and in in vitro tests they were tested in different culture media and
incubation temperatures, and pairing was made between strains of P. pinifolia and strains of
other Phytophthora species, to observe the formation of sexual structures. Trials were
conducted to determine the minimum amount of inoculum to cause infection and the effect of
temperature and foliar wetting on P. pinifolia infection. In both tests, zoospores of the
pathogen were inoculated, inoculating fascicles and P. radiata plants, respectively. The
optimal mycelial growth of P. pinifolia was between 20 to 25°C, with no significant
interaction between strains of the pathogen and temperature. The formation of reproductive
structures of P. pinifolia was not detected under in vitro conditions. Infection of P. pinifolia in
P. radiata plants occurs with a minimum of 100 zoospores ml'!, 6 h of foliar wetting and with
an optimum to infect at 10°C. These antecedents will allow to establish relationships with the

behavior of the disease and field conditions.



INTRODUCCION

I. Antecedentes generales

La especie Pinus radiata D. Don es originaria de California, EE.UU. y en general es
cultivada en zonas de clima mediterraneo como algunas partes de Sudafrica, Australia,
Nueva Zelanda, Chile, Espaiia y Uruguay (Rogers 2004). En Chile, de los 2,1 millones de ha.
de plantaciones forestales, un 66% corresponden a P. radiata, concentrandose 44% en la
Region del Biobio con aproximadamente 608.000 ha. En la Region, el sector forestal
proporciona cerca de 50 mil empleos directos y 100 mil empleos indirectos, abarcando el
76% de las exportaciones forestales a nivel nacional, un 70% de la produccion nacional de
celulosa, 58% de la produccion de madera aserrada, y un 83% de la fabricacion de tableros y

chapas en el pais (INFOR 2018).

La relevancia de las plantaciones de P. radiata en Chile, se manifiesta al representar més de
un tercio de la superficie que ocupa esta especie a nivel mundial (Guerrero & Bustamante
2007) y junto con especies del género Eucalyptus, son las principales especies de interés
econdmico para el desarrollo productivo forestal en Chile. Por tanto, las plantaciones de P.
radiata son un pilar de la economia chilena, aportando con un 3,1% del producto interno
bruto (PIB) y generando mas de 300.000 empleos, alcanzando un nivel de produccion anual

de 41.043 Mm? ssc (INFOR 2013).

La productividad de P. radiata puede verse seriamente afectada producto del ataque de
diversas plagas, traduciéndose en pérdidas econdmicas para los propietarios forestales, debido
a la disminucion del crecimiento, malformaciones del fuste, perdida de la calidad de la madera
y muerte de las plantas. Agentes de dafio tales como Dothistroma septosporum M. Morelet y
Rhyacionia buoliana Schiff han sido uno de los problemas sanitarios mas importantes en
plantaciones e P. radiata en Chile (Ahumada 2003). En el afio 2004 es detectada una nueva
enfermedad que se denominé Dafio Foliar del Pino (DFP) cuyo agente causal fue identificado
el afio 2007 como Phytophthora pinifolia A. Duran, Gryzenh. & M.J. Wingtfield (Duran et al.
2008; Wingtfield 2007.



I1. Caracteristicas de especies del genero Phytophthora spp.

El género Phytophthora esta incluido en el Reino — Straminopila; Filum — Heterokontophyta
Clase — Oomycetes; Orden — Peronosporales; Familia — Pythiaceae (Erwin y Ribeiro 1996).
Las Phytophthora son similares a hongos verdaderos por su forma de crecimiento (hifas), y su
reproduccion (esporas), pero a diferencia de los hongos, sus paredes celulares estan
compuestas principalmente por celulosa, las hifas carecen de septos (micelio cenocitico) y
poseen zoosporas biflageladas capaces de movilizarse en el agua (Erwin y Ribeiro 1996;
Alexopoulos et al. 1996). Las especies de Phytophthora estdn adaptadas a diversos
hospederos y ambientes, desarrollando distintos tipos de estructuras especializadas de
dispersion, infeccion o sobrevivencia, (Agrios 2005). Las oosporas son esporas que resultan de
la fertilizacion del oogonio (gametangio femenino) por el anteridio (gametangio masculino),
de pared gruesa, generalmente de forma redonda, lo que le otorga resistencia en tejidos y suelo
(Ciampi 2002). Algunas Phytophthora son auto fértiles (homotalicas), mientras que otras son
heterotalicas, es decir, requieren de una fertilizacion cruzada entre dos tipos de apareo. La
principal estructura de resistencia ante condiciones desfavorables del medio, presente en
algunas especies de Phytophthora, son clamidosporas, las cuales poseen doble pared, son de
forma redonda y de gran tamano (Alexopoulos ef al. 1996).

Existen mas de 80 especies de Phytophthora descritas, siendo todas patdégenas en alguna
especie vegetal (Brasier 2008). Dentro de los factores que determinan las especies de
Phytophthora cause tanto dafio en una gran variedad de cultivos agricolas y forestales, son
las condiciones ambientales que requiere para germinar, ya que basta con una capa de agua
libre sobre el tejido vegetal o condiciones de alta humedad (Erwin y Ribeiro 1996), para que
las oosporas y/o clamidosporas germinen formando esporangiéforos que dan lugar a
esporangios (Aragaki 1967). En algunas especies de Phytophthora, los esporangios pueden
desprenderse (caducos) por efecto del viento o agua permitiendo la dispersion a plantas
cercanas (Newman et al. 2008). Los esporangios maduros, liberan zoosporas, que gracias a
sus dos flagelos son capaces de movilizarse por capas de agua en las superficies de tejidos,
pudiendo también actuar como agentes de infectivos, germinando directamente, formando
esporangioforos o hifas (Newman et al. 2008). Cuando las zoosporas entran en contacto con

el tejido del hospedero (bajo condiciones ideales), dejan de nadar y pierden sus flagelos, en



un proceso conocido como enquistamiento (Erwin et al. 1983). Los cistos germinan por una
hifa que penetra los tejidos del huésped iniciando la infeccion. Una vez que Phytophthora
spp. infecta, coloniza y desarrolla estructuras reproductivas, completa su ciclo de vida y
produce indculo para generar nuevas infecciones en la planta o en otras plantas (Agrios,
2005).

Una de las particularidades de las especies de Phytophthora, es el alto potencial de dafio que
pueden producir al contar con las condiciones ambientales Optimas para su desarrollo.
Algunas especies de este género pueden desarrollarse en un amplio rango de temperaturas.
Estudios en condiciones controladas indican que P. ramorum tiene un amplio rango de
crecimiento de 10 a 31°C, siendo necesaria solo una hora de mojamiento para causar
infeccion en plantas de Rhododendron sp. (Tooley et al. 2009). De igual forma P. palmivora
y P. nicotianae pueden crecer entre 17 a 33°C y en citricos, son capaces de causar infeccion
luego de tres horas de mojamiento foliar (Timmer et al. 2000). Estudios realizados en
P. infestans han demostrado que posee un amplio rango de temperatura de crecimiento (5-
28°C) y que en ensayos de inoculacion en papas provoca infeccion después de horas de

mojamiento (Rotem et al. 1970).

Las especies de Phytophthora descritas fueron clasificadas morfologicamente en seis grupos
(Waterhouse 1963). Posteriormente, mediantes herramientas moleculares, se generd un
nuevo sistema de clasificacion, que organiz6 las especies de Phytophthora de acuerdo a la
relacion entre sus secuencias de ITS (Internal Transcribed Spacers) en ocho clados (Cooke et
al. 2000). Otros autores incorporaron otros dos clados a la clasificacion, mediante la
utilizacion de mas loci informativos, como ADN ribosomal 28S, proteina ribosomal 60S,

beta-tubulina, factor de elongacién 1 alfa y enolasa (Blair et al. 2008).

Son variados los ejemplos de especies de Phytophthora devastadoras en distintos cultivos. En
1840 cientos de hectareas de cultivos de papa, en Irlanda, sufrieron del tizon de la papa a
causa de ataques de P. infestans, provocando hambruna y la migracion de miles de personas a
otros paises europeos y Estados Unidos (Agrios 2005). P. cinnamomi es conocido por ser
patogeno en mas de mil especies de plantas, encontrandose distribuido de forma cosmopolita

(Erwin y Ribeiro 1996). Por otra parte, P. ramorum, causante del “Sudden Oak Death” (SOD),



ha sido recientemente descubierto, siendo el causante de la muerte en robles americanos en

California (Rizzo et al. 2002).

Desde la década de los 70 a la fecha se ha continuado detectando nuevas especies de
Phytophthora en bosques y plantaciones forestales, asi en Europa se ha identificado: P. alni
subsp. alni, P. alni subsp. uniformis, P. alni sub sp. multiformis, en Alnus sp, P. inundata en
Oleae, Aesculus y Salix; en Quercus spp., estan P. quercina, P. uliginosa, P. psychrophila y
P. pseudosyringae en Myrtus, P. itdlica, P. ramorum y P. europaea en suelos de bosques,
(Brasier y Jung 20006). P. hidraiandra, P. kernoviae, P. polonica y P. gallica (Jung et al.
2007). En Norteamérica, agregan P. sansomeana en plantas en vivero de pino oregon y
P. quercetorum en Quercus (Frankel y Hansen 2011) y, P. obscura en Aesculus (Griinwald
et al. 2012). En América del Sur, P. austrocedrae fue determinada como la causa de la
muerte del ciprés de cordillera (Austrocedrus chilensis) en el sur de Argentina (Greslebin y
Hansen 2010). Ultimamente se han descrito siete nuevas especies de Phytophthora:
P. captiosa y P. fallax en Eucalyptus spp. en Nueva Zelanda (Dick et al. 20006), P. frigida y
P. alticola en Sudafrica (Maseko et al. 2007) y en Australia, P. lateriticola, P. multivora y
P. elongata (Scott et al. 2009, Edwards et al. 2011). En Inglaterra se identifico P. kernoviae
en follaje con necrosis en Gevuina avellana y D. winteri, causadas por P. Kernoviae (Brasier

et al.2005).

En Chile, recientemente se han detectado especies de importancia en forestal en otras partes
del mundo, como P. pseydosyringae aislado desde cancros y rizésfera de Nothofagus obliqua
(Mirb.) Oerst. (Fajardo et al. 2017) y P. kernoviae asociado a Drymis winteris J.R Forst &
G.Forst (Sanfuentes et al. 2016)



I11. Situacion de P. pinifolia en Pinus radiata

En Chile desde el afio 2003, se ha observado la presencia de dafios en el follaje de Pinus
radiata denominado Dafno Foliar del pino (DFP), identificdndose el agente causal el afo
2007 una nueva especie de Phytophthora, denominandola P. pinifolia (Duran et al. 2008).
Para este patogeno no existian registros a nivel mundial, por lo que se desconocian
absolutamente aspectos relacionados a la biologia del agente, asi como del comportamiento
de la enfermedad y de los factores ambientales que la influencian (Sanfuentes et al. 2012). El
DFP se ha detectado principalmente en plantaciones localizadas en el suroeste de la Region
del Biobio, principalmente en la Provincia de Arauco (-37244674; -37320693), y en algunos
sectores de la Region de la Araucania, Provincia de Cautin, y de la Region de Los Rios, zona
costera de la Provincia de Valdivia (-39826752; -73237210). Los sintomas asociados al DFP
se caracterizan por una decoloracidon progresiva del follaje de los arboles, tornandose las
aciculas de una tonalidad amarillo - grisacea durante el invierno, hasta quedar de color rojizo
al final de la primavera, produciéndose, posteriormente, la pérdida de este follaje en dos o
mas temporadas, con la consecuente disminucion de productividad de las plantaciones
afectadas, ademas del debilitamiento y potencial aumento de la susceptibilidad al ataque de

plagas secundarias u oportunistas (Ahumada et al. 2012; SAG 2008)

Debido al efecto que ha provocado la enfermedad en las plantaciones de P. radiata en Chile,
que llegd a 60.000 ha de plantaciones el afio 2006 (Ahumada et al. 2013), se considera de
gran importancia conocer acerca de esta patologia y las posibles consecuencias sobre las
exportaciones de productos de P. radiata. Entre los anos 2010 y 2013 se ejecutd un proyecto
Innova Biobio que tuvo como principal objetivo investigar los factores bioldgicos y aspectos

epidemiologicos de la enfermedad (Sanfuentes et al. 2012).

Durante prospecciones realizadas en la zona de Valdivia, en plantaciones jovenes de
P. radiata que tenian una alta incidencia de DFP, se detectd6 muerte apical y de ramas en
algunos ejemplares, aislandose desde tejidos necrosados P. pinifolia (Figura 1) (Sanfuentes

etal.2012).



Figura 1. Plantacion de Pinus radiata con alta incidencia de Phytophthora pinifolia, con
presencia marchitamiento apical.

Dado a la escasez de informacion respecto a P. pinifolia, es fundamental generar informacion
relacionada al ciclo bioldgico de este patogeno y al ciclo de la enfermedad, hasta ahora
desconocidos, para poder generar estrategias de control para el manejo integrado de la

enfermedad.



HIPOTESIS:

e El crecimiento micelial y la esporulacion de Phytophthora pinifolia son dependientes
de la temperatura, ambos con un comportamiento cuadratico, en un rango que fluctua
entre 10-30°C.

e Los aislados de P. pinifolia en Chile son heterotalicos.

e La expresion de sintoma de P. pinifolia en plantas de P. radiata son dependiente de la

temperatura, el tiempo de mojamiento foliar y la densidad de in6culo del patogeno.

OBJETIVOS:
Objetivo General

Determinar los factores que optimizan el crecimiento micelial y esporulacion de Phytophthora

pinifolia y la infeccion del patdgeno en plantas de Pinus radiata.

Objetivos Especificos

a. Determinar el efecto de la temperatura y medio de cultivo para el crecimiento de
Phytophthora pinifolia.

b. Evaluar formacién de estructuras reproductivas sexuales en el patogeno.

c. Determinar el efecto de la densidad de inoculo de Phytophthora pinifolia en la infeccion
en P. radiata.

d. Determinar las condiciones de temperatura y mojamiento foliar requeridas para la

infeccion de P. pinifolia en P. radiata.



METODOLOGIA

1. Efecto del medio de cultivo Yy la temperatura para el crecimiento de
Phytophthora pinifolia.

1.1 Cepas de P. pinifolia

Para el desarrollo del estudio se utilizaron 12 cepas de P. pinifolia las cuales fueron obtenidas
de diferentes localidades del pais (Cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucion predio y localidades de las cepas de Phytophthora pinifolia utilizados
€n ensayos.

Cepa Predio Localidad

56 Pefas de Tubul Arauco (37°14'39.36"S; 73°25'4.09"0)
60 Villa Alegre Arauco (37°26'33.71"S; 73°28'3.27"0)
63 Villa Alegre Arauco (37°26'33.71"S; 73°28'3.27"0)
64 Villa Alegre Arauco (37°26'33.71"S; 73°28'3.27"0)
75 Villa Alegre Arauco (37°26'33.71"S; 73°28'3.27"0)
76 Villa Alegre Arauco (37°26'33.71"S; 73°28'3.27"0)
78 Llico Arauco (37°12'55.72"S; 73°32'10.77"0O)
83 Llico Arauco (37°12'55.72"S; 73°32'10.77"0O)
448 San José de La Mariquina Valdivia (39°29'2.09"S; 73° 6'33.42"0)
492 San José de La Mariquina Valdivia (39°29'2.09"S; 73° 6'33.42"0)
600 Llico Arauco (37°12'55.72"S; 73°32'10.77"0O)
601 Los Venados Valdivia (39°28'0.52"S; 73° 5'45.84"0)

1.2 Efecto del medio de cultivo y temperatura para el crecimiento de P. pinifolia

Fueron utilizadas las cepas de P. pinifolia 56, 83 y 448, las que fueron cultivadas en seis
medios de cultivo; agar papa dextrosa (PDA), agar harina de maiz (CMA), agar harina de maiz
con jugo V8 (V8), agar zanahoria (AZ), agar avena (AV) y agar arveja (AR), creciendo a
temperaturas de 20 y 25 °C, en oscuridad, durante 30 dias. El crecimiento de P. pinifolia fue
evaluado midiendo el diametro de la colonia (dos mediciones perpendiculares) a los 7, 14, 21

y 28 dias.

1.3 Efecto de la temperatura el crecimiento de P. pinifolia

Fueron utilizadas las cepas de P. pinifolia 56, 83 y 448, cultivadas en AV y AZ, a
temperaturas de incubacion de 10, 15, 20, 25, 30 y 35 °C, en condiciones de oscuridad, durante
30 dias. En ambos ensayos fueron empleadas cuatro réplicas por cada combinacion medio-

cepa y las evaluaciones del diametro de la colonia se efectuaron a los 7, 14, 21 y 28 dias de




incubacion. Para para determinar la temperatura optima de crecimiento micelial, se realizaron

las comparaciones con los valores obtenidos a los 28 dias de incubacion.

2. Factores asociados con la produccion de estructuras reproductivas y formacion de
estructuras sexuales de P. pinifolia

Para el estudio de factores asociados con la produccion de estructuras reproductivas se
utilizaron cepas; P. pinifolia, P. capsici, P. cactorum, P. cinnamomi, P. megasperma,
P. infestans y P. nicotianae proporcionadas por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) y 2

cepas UDEC de P. pinifolia.

2.1. Efecto del medio de cultivo sobre la produccion de estructuras reproductivas

sexuales.

Para el estudio se utilizaron los medios de cultivo AA, AZ, V8 10 %, CMA y PDA, a tres
temperaturas de incubacion (15, 20 y 25 °C), y utilizdndose las cepas de P. pinifolia 60, 63,
64, 75, 76, 78, 83, 492, 600, 601, con tres repeticiones por cepa. El ensayo se evalué al dia 30
después de la siembra, observandose la presencia de estructuras reproductivas sexuales en las

zonas de traslape de las colonias mediante microscopia optica (x100) (Zentmyer et al. 1979).

2.2. Produccion de estructuras reproductivas sexuales mediante pareamientos de cepas

de P. pinifolia con otras especies de Phytophthora.

Para el estudio de estructuras reproductivas sexuales, se realizaron dos tipos de experimentos,
en el primero se realiz6 el pareamiento entre cepas de P. pinifolia y en segundo se realiz6 el
pareamiento entre una cepa de P. pinifolia y cepas de otras especies de Phytophthora
(Aislados facilitados por el SAG). Para ambos experimentos se utilizaron placas con 10 ml de
agar zanahoria utilizando tres repeticiones, las observaciones se realizaron mediante
microscopia (100x) donde se observo la interseccion de hifas de las colonias pareadas. Los
discos de cada cultivo para los paramientos se dispusieron a 2 cm uno del otro (Lopez et al.

1997).

2.2.1 Paramientos entre cepa de P. Pinifolia
Se realizaron pareamientos entre diez cepas de P. pinifolia (60, 63, 64, 75, 76, 78, 83, 492,

600, 601), provenientes de distintas localidades, utilizando medio Agar Zanahoria. Las



evaluaciones se realizaron mediante microscopia, a los 15 y 30 dias, buscando la presencia de

estructuras reproductivas sexuales.

2.2.2. Paramientos entre diferentes Phytophthora
Se realizaron pareamientos entre una cepa de P. pinifolia y wuna cepa de

P. cinnamomi, P. cactorum, P. megasperma, P. capsici, P. nicotianae (aislados entregados por
el SAG) utilizando medio Agar Zanahoria. Las evaluaciones se realizaron mediante
microscopia, cada siete dias, durante un mes, buscando la presencia de estructuras

reproductivas sexuales.

3. Cantidad de inoculo de P. Pinifolia para causar infeccion en plantas de P.radiata

3.1 Produccion de inoculo.

Para desarrollar el estudio se utilizaron las cepas de P. pinifolia: 63, 64, 75, 83 y 100. Para la
produccion de inoculo del patogeno, consistente en zoosporas, se utilizd un método
desarrollado por el Laboratorio de Patologia Forestal de la Universidad de Concepcion. En
este método, se utilizaron aciculas de plantulas de P. radiata desinfestadas superficialmente
con alcohol al 95 % y posteriormente lavadas tres veces con agua destilada estéril (ADE).
Luego las aciculas se cortaron por la mitad, y fueron dispuestas sobre colonias de P. pinifolia
creciendo en medio de cultivo AZ, y mantenidas a 25 °C, en oscuridad, durante siete dias
(Figura 2). Como tratamiento testigo se utilizaron aciculas con esterilizacion superficial

dispuestas en discos de micelio de agar zanahoria sin inoculo del patogeno.

dispuestas sobre colonias de Phytophthora pinifolia.



3.2 Prueba métodos de inoculacion.

Se inocularon plantas de P. radiata (9 meses) con una concentracién de inoculo de 10.000
zoosporas ml! de P. pinifolia mediante los dos métodos: Inoculaciéon por aspersion e
inoculacion por inmersion (Figura 3) (Hansen et al. 2005). El método por aspersion consistid
en aplicacion directa del inoculo de P. pinifolia sobre los fasciculos de P. radiata. E1 método
de inmersion consistid en la disposicion de fasciculos de P. radiata en el interior de tubos
Eppendorf de 2,0 ml, que contienen 1,5 ml de suspension de indculo. El tiempo de inoculacion

de los fasciculos fue de 24 horas, para luego retirar el tubo Eppendorf. La concentracion fue

ajustada previamente mediante el uso de hematocitometro a 10.000 zoosporas/ml.

(A) (B)

Figura 3. Muestra de métodos de inoculacion de aciculas de Pinus radiata con suspension de
zoosporas de Phytophthora pinifolia: Aspersicion (A) y Inmersion (B).

3.3 Efecto de la cantidad de in6culo de P. pinifolia e infeccion en plantas de P. radiata

Las plantas fueron inoculadas tres cepas de P. pinifolia (85, 492 y 601), a cinco densidades de
indculo de: 0, 100, 1.000, 10.000 y 70.000 zoosporas ml!; las que fueron obtenidas mediante
el método descrito previamente (en el punto 3.2). Después de la inoculacion, las plantas se
mantuvieron con mojamiento foliar permanente mediante riego por aspersion, fotoperiodo
12/12, humedad relativa entre 50-70% a temperatura de 10°C. Después de 15 dias de la
inoculacidn, fueron colectadas aciculas los tubos Eppendorf, desinfestadas por 1 min en etanol
70%, tres lavados en ADE para luego ser sembradas a medio selectivo CMA-Antibiotico
(Sanfuentes et al. 2012). Se inocularon 15 plantas por bandeja, con tres inoculaciones por
planta considerando nueve aciculas por cada tubo EPP. Al cabo de siete dias, las colonias
formadas fueron colectados fragmentos de micelio para ser identificado mediante biologia

molecular con el protocolo de PCR empleando el DFP2, método desarrollado en el



Laboratorio de Patologia Forestal para la identificacion de P. pinifolia (Kit axyprep genomic

DNA (Axyprep multisource genomic DNA miniprep, Union City, CA, USA).

3.2.3 Efecto de la temperatura y mojamiento foliar en la infeccion

Fueron inoculadas plantas de P. radiata (9 meses) con tres cepas de P. pinifolia (85, 492 y
601), a una concentracion de indculo de 10.000 zoosporas ml''. Para este ensayo se utilizo la
metodologia de inmersion, descrito en el ensayo de métodos de inoculacion (3.2). Se
evaluaron cinco tiempos de mojamiento foliar; 6, 12, 18, 24, 48 horas, manteniendo
condiciones controladas de fotoperiodo 12/12 y humedad relativa entre 50-70%. Se realizaron
tres experimentos en forma independiente para tres temperaturas: 10, 15 y 25°C. Se utilizaron
tres plantas por cada binomio tiempo de mojamiento/temperatura, con tres repeticiones por
planta inoculada con nueve aciculas por punto de inoculacion. En el control las aciculas fueron
inmersas solo en ADE. La evaluacion consistio en colectar todas las aciculas de cada uno de
los tres tubos Eppendorf, siendo desinfestadas por 1 min en etanol 70%, y tres lavados en
ADE, para luego ser traspasadas a medio selectivo CMA-Antibidtico. Al cabo de siete dias, se
re-aislaron las colonias obtenidas para posteriormente, ser comprobados que el micelio aislado
correspondia a P. pinifolia mediante biologia molecular con el protocolo de PCR para
identificacion molecular de P. pinifolia con partidor DFP2, método desarrollado en el
Laboratorio de Patologia Forestal, UDEC, PCR (Kit axyprep genomic DNA (Axyprep
multisource genomic DNA miniprep, Union City, CA, USA).

4. Analisis estadistico

Para los estudios de efecto del medio de cultivo y temperatura para el crecimiento de
Phytophthora pinifolia, cantidad de inoculo de P. pinifolia en infeccion de
P. radiata y de la temperatura y mojamiento foliar en la infeccion, se utilizo el andlisis de
datos de medidas repetidas con moderacion de la estructura de la varianza, mediante el
software estadistico SAS, con disefio factorial temperatura—medio, temperatura cepa y
temperatura— aislamiento. El estadistico de discriminacion de medias utilizado fue la prueba

de Tukey, con un nivel de confianza de 95%.



RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto de del medio de cultivo y temperatura para el crecimiento de de Phytophthora
pinifolia.

1.1. Efecto del medio de cultivo y temperatura para el crecimiento de P. pinifolia

Segun los datos obtenidos en el estudio existen diferencias significativas en el crecimiento
micelial para las tres cepas de P. pinifolia fue en los medios AR y AZ a temperatura de 25°C
(Figura 4). Este comportamiento seria similar para otras especies del clado 6 como son
P. gregata, P. taxon paludosa, P. gonapodyides, P. drechsleri y P. megasperma las que
poseen un Optimo de crecimiento micelial entre 22,5 a 25°C (Jung ef al. 2011), y levemente
superior al 6ptimo de P. ramorum y P. infestans, que fluctiia entre 20 y 23°C (Tooley et al.
2009; Rotem et al. 1970; Hiiberli et al. 2012). En este ensayo, las cepas 56 y 83 presentaron
diferencias significativas a 25°C, y en la cepa 448 no presento diferencia significativa para
ambas temperaturas de crecimiento 20-25°C (Figura 5), lo que podria atribuirse a la
procedencia de la cepa donde fueron aislado el patégeno que la temperatura méxima fluctua de
20 a 25°C. Después de 30 dias de incubacion las colonias de P. pinifolia no cubrieron la
superficie de la placa de Petri (10 cm de didmetro), alcanzando crecimiento promedio de 1
mm/dia, indicando que P. pinifolia posee una menor tasa de crecimiento comparado con otras
especies de Phytophthora (Erwin y Ribeiro 1996).
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Figura 4. Crecimiento de la colonia de Phytophthora pinifolia a temperaturas de incubacion
de 20 y 25 °C, en medios de cultivo: agar arveja (AR), agar avena (AV), agar zanahoria (AZ),



agar harina de maiz (CMA), agar papa dextrosa (PDA), agar harina de maiz con jugo V8 (V8)
y P<0,05 (¥*).
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Figura 5. Crecimiento promedio de las colonias de Phytophthora pinifolia cepa 56, 83 y 448 a
temperaturas de 20 y 250C en medios de cultivo: agar arveja (AR), agar avena (AV), agar
zanahoria (AZ), agar harina de maiz (CMA), agar papa dextrosa (PDA), agar harina de maiz
con jugo V8 (V8) y P<0,05 (*).

1.2. Efecto de la temperatura en el crecimiento en diferentes aislados de P. pinifolia

Las tres cepas de P. pinifolia presentaron crecimiento micelial en el rango de 10 a 30°C, y sin
presentar crecimiento a 35°C. La temperatura Optima de crecimiento para
P. pinifolia estuvo entre 20 y 25°C, aunque se verificé un mayor crecimiento en el medio AZ
para 20 y 25 °C (Figura 6). Este optimo de crecimiento podria estar relacionado con las
temperaturas maxima en las zonas de ocurrencia del patégeno en Chile. Estudios con otras
especies de Phytophthora que provocan enfermedades en especies forestales muestran
diversos resultados. Jung et al el (2003), demostraron que la temperatura Optima de
crecimiento para P. pseudosyringae es 20°C, sin crecimiento a sobre 27,5 a 30°C y creciendo
lentamente en los medios de cultivo AV y V8. Phytophthora europea presenta un
comportamiento similar al de P. pseudosyringae en temperatura Optima, mientras otras
especies como P. uliginosa y P. psychrophila presentan menores temperaturas Optimas,
fluctuando entre 15-17°C y 17-18°C, respectivamente (Jung et al. 2002). En el caso de
P. ramorum su temperatura Optima de crecimiento es 20°C, sin embargo, esta éptimo puede

variar segun el aislado del patdgeno, fluctuando entre 17 y 25°C (Werres et al. 2001) y entre



16 y 26°C para aislados colectados en Estados Unidos y Europa (Englander et al. 2006),
resultados similares a los obtenidos para P. pinifolia, referido a la variabilidad en el rango de
crecimiento que presentaron los aislados del patogeno (Figura 7) . Las tres cepas de
P. pinifolia tuvieron un rango de crecimiento entre 10 a 30°C (Figura 7), similar a los rangos
obtenidos por Englander et al. (2006) para P. ramorum y Sanchez et al. (2002) para
P. cinnamomi. En estos estudios, otros medios de cultivo fueron utilizados, sin embargo, solo
se plantean diferencias morfoldgicas observadas en los aislados. La temperatura optima para
P. pinifolia es menor a del patdégeno de raices P. cinnamomi que es de 30°C (Sanchez et al.
2002) y mayor a la de P. pluvialis, causante de la banda roja de las aciculas en P. radiata en
Nueva Zelandia y que provoca sintomas similares a los de P. pinifolia, con n 6ptimo de
crecimiento a 17°C (Dick ef al. 2014).

Considerando a las especies de Phytophthora pertenecientes al clado 6 (Jung et al. 2011),
P. pinifolia presenta similar patron en el Optimo de crecimiento 25°C que

P. gonapodyides, P. megasperma, P. gregata, P. gibbosa y P. litoralis.
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Figura 6. Crecimiento micelial de Phytophthora pinifolia en medio agar avena (AV) y agar
zanahoria (AZ) incubadas entre incubadas a 10, 15, 20, 25, 30 y 35°C. (*) P<0,05.
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Figura 7. Crecimiento micelial de cepas Phytophthora pinifolia 56, 83 y 448, en medio agar
avena (AV) y agar zanahoria (AZ) incubadas a 10, 15, 20, 25, 30 y 35 °C. (*) P<0,05.

2. Produccion de estructuras reproductivas sexuales mediante pareamientos de cepas de
P. pinifolia y con otras especies de Phytophthora.

2.1. Paramientos entre cepas de P. pinifolia

En los pareamientos in vitro entre los aislados de P. pinifolia, no se observd ningun tipo
estructura reproductiva sexual en la zona de contacto de las colonias enfrentadas, tanto en las
diferentes temperaturas como medios de cultivo probados (Figura 8). Estos resultados son
coincidentes con un estudio previo probando varias cepas de P. pinifolia (Duran et al. 2008).
Esta ausencia de reproduccion sexual es un comportamiento caracteristico de especies
heterotalicas, como P. ramorum, que presenta dos tipos apareo (mating type), representado por
dos lineas no emparentadas, la A1 presente en Europa y la A2 en Estados Unidos (Rizzo et al.
2005). En Chile, la especie P. infestans sélo se ha verificado tipo A1 (Mating type Al), y que
implica una menor diversidad genética del patégeno (Acufa et al. 2007).

El estudio realizado por Duran et al. (2010) demostr6 que la poblacion de P. pinifolia presente
en Chile corresponderia a dos genotipos similares, los cuales no presentaron estructuras
sexuales al realizar pruebas de pareamientos. Una baja diversidad en especies de Phytophthora
podria significar que corresponde a especies introducidas. Goodwin et al. (1993) demostraron
a través de una recopilacion de estudios, que en P. infestans en el lugar de origen de la
enfermedad es posible encontrar una alta variabilidad de genotipos del patogeno, mientras que

en lugares donde la especie es introducida, sélo se presentara unas pocas variaciones.



Figura 8. Micelio de aislados de Phytopthora pinifolia cultivados en diferentes medios de
cultivo: AA (A), AZ (B), V8 10% (C), CMA (D) y PDA (E).

2.2. Paramientos con otras especies de Phytopthora

En los pareamientos efectuados entre P. pinifolia y otras especies de Phytopthora (Figura 9),
solo se encontraron oosporas en el paramiento P. pinifolia x P. megasperma, oosporas fueron
formadas por P. megasperma, debido a su condicion de oomicete homotalico. En los
paraeamientos P. pinifolia x P. cinnamomi, se observd la formacion de una gran cantidad de

clamidosporas en el micelio formadas por la cepa de P. cinnamomi (Figura 10).

Figura 9. Pareamiento interespecifico in vitro entre aislados de Phytopthora pinifolia y otras
especies de Phytophthora. Phytophthora pinifolia x Phytophthora capsici (A)y Phytophthora
pinifolia x Phytophthora megasperma (B).



Figura 10. Pareamiento interespecifico entre aislados de Phytopthora pinifolia y otras
especies de Phytophthora. P. pinifolia x P. cinnamomi (A), P. pinifolia x P. megasperma (B)
(vista microscopica 100x).

3. Cantidad de indculo de P. pinifolia para infectar plantas de P. radiata

3.1. Produccion de indoculo de P. pinifolia.

Los seis aislados de P. pinifolia produjeron zoosporas en condiciones in vifro, aunque no se
verificaron diferencias significativas entre los tratamientos en tiempo de almacenamiento (24
0 48 horas). Las diferencias existieron entre los tiempos de incubacién de las aciculas en
conjunto con el patégeno, generando una mayor cantidad de zoosporas en la incubacion
durante 8 dias (Figura 11). Widmer et al. (2015) demostraron que se obtienen concentraciones
entre 1 y 3 x 10° zoosporas/ml al incubar discos de 9 mm en medio AZ previamente
sumergidos en caldo de zanahoria. Una vez incubado por 7 dias, se realizd un barrido de la
colonia, la cual se almacen6 en incubadora a 20°C por 24 horas. Ademds, Widmer et al.
(2015) indicaron que con este método no es necesaria la mantencién de la suspension de
zoosporas en frio para la liberacion de estas. Ahumada et al. 2012, 2013 producejeron
zoosporas de P. pinifolia utilizando medio de cultivo V8 y luego incubar los discos de micelio
en caldo V8, sin embargo, no es posible comparar ambos métodos, ya que no se expresan las

concentraciones obtenidas mediante este método.
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Figura 11. Producciéon de zoosporas de Phytophthora pinifolia en aciculas de
Pinus radiata inoculadas en colonias del patégeno, incubadas durante 4 y 8 dias, a 25°C, en
oscuridad y evaluadas después de 24 y 48 horas en ADE.

3.2. Método de Inoculacion en plantas de P. radiata.

El método de inoculacion de P. pinifolia que alcanzd mayor eficacia de infeccion fue mediante
la inmersion de aciculas, resultando en 100 % de infeccion en las plantas inoculadas con el
patogeno, comparado con 33 % de infeccion en las plantas inoculadas por aspersion, plantas

control no presentaron sintomas (Figura 12).
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Figura 12. Método de inoculacion de aciculas de Pinus radiata con suspension de zoosporas
de Phytophthora pinifolia por medio de inmersion y aspersion.

3.3. Efecto de la cantidad de indculo de P. pinifolia en infeccion de P. radiata.

La menor cantidad de indculo probada (100 zoosporas ml') fue suficiente para causar
infeccion en las aciculas de P. radiata. Al aumentar el indculo del patogeno a 1.000, 10.000 y
70.000 zoosporas ml! se registr6 un aumento de la incidencia en 5%, 15% y 40%,
respectivamente (Figura 13), entretanto las plantas control no presentaron sintomas. Widmer

et al. (2015) inoculando 10.000, 50.000 y 100.000 zoosporas ml"' de P. pinifolia en aciculas



de P. radiata, tuvieron una incidencia de sintomas entre 15y 25%, entre 40 y 70% y entre 60
y 90%, respectivamente, resultados similares a los niveles de incidencia obtenidos en este

estudio independiente de las temperaturas ensayadas (15, 20 y 25°C).
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Figura 13. Infeccion en aciculas de Pinus radiata (%) con diferentes cantidades zoosporas de
Phytophthora pinifolia, en plantas mantenidas a 10°C. (A, B) letras diferentes implica
diferencia significativa entre diferentes dosis de inoculacion P<0,05 (*).

3.4. Efecto de la temperatura y mojamiento foliar en la infeccion

Se presento infeccion de P. pinifolia en aciculas de P. radiata a partir de las primeras 6 h de
inmersion (mojamiento foliar), en las tres temperaturas de incubacion. A las 12 h aument6 la
infeccion solo a 10 y 15°C. A las 24 h después de la inoculacion se alcanzo el maximo de
infeccion a 10°C, alcanzando cerca del 30%, entretanto a 15 y 25°C la infeccion en aciculas
fluctuaba entre 5-10%. Con inmersion de 48 h no existi6 diferencia entre los niveles de
infeccion a 10 y 15°C, siendo mayor que a 25 °C (Figura 14). Las plantas control no
presentaron sintomas. Duran ef al. (2008) realizaron las primeras inoculaciones de P. pinifolia
en plantas de P. radiata, utilizando la metodologia de discos de micelio dispuestos en heridas
en el tallo de las plantas, logrando lesiones de diversa magnitud y realizar el patogeno en las
zonas necrosadas en donde se habian realizado las inoculaciones. Posteriormente, Ahumada et
al. (2013) realizaron estas inoculaciones en 13 especie de Pinus, obteniendo lesiones de
diversa magnitud en todas las especies analizadas. En este mismo estudio, se realizd una
inmersion de las plantas durante 12 horas, para luego mantenerlas en condiciones de

laboratorio y en campo, registrandose una incidencia del 77%. Estudios realizados con



inoculaciones de P. pluvialis en P. radiata mediante inmersion de aciculas lograron replicar la
sintomatologia que se observa en terreno (Dick et al. 2014), sin embargo, al igual que los
descritos por Ahumada et al. (2013) con los resultados de este estudio, es necesario realizar
mas pruebas para comprender las condiciones dptimas de la enfermedad. De acuerdo con Dick
et al. (2014) la inmersién durante toda la noche del fasciculo en una suspension de zoosporas
en las condiciones Optimas resulta fundamentales para la reproduccion de los sintomas. Estas
consideraciones se basan en las observaciones de la enfermedad en campo, donde, para
P. pluvialis, las lesiones aparecen posterior a periodos continuos de lluvia y alta humedad. En
el caso de P. pinifolia, la aparicion de sintomas en campo comienza en invierno, cuando las
temperaturas comienzan a disminuir entre los 6 y 12°C y durante periodos mas prolongados de
lluvias. Otros factores relevantes para la enfermedad serian humedad, agua libre y baja
radiacion UV (Duran et al. 2008).

Widmer et al. (2015) no encontraron diferencias significativas en la incidencia de
P. pinifolia en la inoculacion de plantulas de P. radiata manteniendo las plantas a 15, 20 y
25°C, obteniendo una incidencia de alrededor del 85%. En estos ensayos la inoculacion se
realizd mediante aspersion del patdégeno, obteniendo mayores niveles de infeccion a los
obtenidos con el mismo método en este estudio; sin embargo, las condiciones en las cuales se
encontraban las plantas mantuvieron una humedad relativa constante de un 100%, lo cual

influiria directamente en el desarrollo de la enfermedad.
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Figura 14. Numero de aciculas de  Pinus radiata  que  presentaron
Phytophthora pinifolia de acuerdo con diferentes tiempos de inmersion y temperaturas de
incubacion.



CONCLUSION

P. pinifolia tiene un amplio rango de crecimiento micelial entre 10 a 30°C, no creciendo a

35°C y con una temperatura 6ptima 20 a 25°C.

No se formaron estructuras reproductivas sexuales de P. pinifolia en las diferentes condiciones

de medios de cultivo/temperatura y pareamientos inter e intraespecificos probados.

La cantidad minima de indculo de P. pinifolia para causar infeccion en plantas de

P. radiata fue de 100 zoosporas ml-',

A medida que se incrementa el periodo de mojamiento aumenta la severidad de infeccion para
P. pinifolia infectando a partir de 6 horas de mojamiento foliar, siendo mayor la infeccion a 10

°C.
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