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"Identificacidon y Caracterizacion de Aislamientos
de Pythium y Phytophthora de Cultivos Intensivos en la Provincia

de Corrientes"

RESUMEN

Se estima que Argentina posee 6.517 has bajo cubierta, de las cuales 5.474 has se destinan a
cultivos horticolas y 1.043 has a flores de corte y plantas ornamentales. En la provincia de
Corrientes, la superficie de hortalizas alcanza las 10.750 has, de las cuales 1.700 has
corresponden a horticultura bajo cubierta, la cual representa el 26 % del total en Argentina.
Las principales localidades productoras de hortalizas se concentran sobre la costa del rio

Parand y corresponden a Goya, Lavalle, Bella Vista, Santa Lucia, y San Cosme.

Aspectos de manejo, fecha de trasplante y condiciones ambientales que se desarrollan bajo
estos sistemas intensivos de produccion, favorecen la incidencia de numerosas especies
pertenecientes al grupo de los Oomycetes que ocasionan pérdidas importantes, especialmente

en cultivos de tomate y pimiento en la provincia de Corrientes.

Recientemente fueron caracterizadas especies de Pythium y Phytophthora que causan
enfermedades en cultivos ornamentales del cinturdén verde La Plata-Buenos Aires, llegando a la
conclusién de que en Argentina existen: 21 especies de Phytophthora y 3 taxones (24 en total)
implicadas en 221 relaciones patdgeno-hospedante; 22 especies de Pythium, 2 Pythium sp.

nov., 3 Phytopythium, 1 Phytopythium sp. nov., en 280 relaciones patdégeno-hospedante.

El objetivo de esta Tesis de Maestria fue actualizar el estado de conocimiento de los géneros
Pythium y Phytophthora como fitopatdgenos de cultivos intensivos en la provincia de
Corrientes, a través de la caracterizacién morfoldgica y molecular de una coleccion de
aislamientos y de la identificacidén de las relaciones patdégeno-hospedantes mediante pruebas

de patogenicidad.

La caracterizacidn morfoldgica se baso en: aspecto, patron de crecimiento, color y velocidad de
crecimiento de las colonias; forma y tamafio de las diferentes estructuras de reproduccion
sexual y asexual. La caracterizacion molecular se realizd a través de la amplificacion de un

segmento de la region ITS del ADN ribosomal (rDNA) y del gen cox2.

Fueron caracterizados 31 aislamientos, los cuales correspondieron a 4 especies de Pythium: P.
aphanidermatum, P. myriotylum, P. irregulare y P. spinosum; 3 especies de Phytophthora: P.

capsici, P. nicotianae y P. cactorum; 3 especies de Phytopythium: P. helicoides, P. vexans y P.
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mercuriale. Pythium aphanidermatum fue la especie mas frecuente, afectando a una gran

cantidad de hospedantes diferentes.

Se identificaron 18 relaciones patégeno-hospedante diferentes, de las cuales 8 no habian sido
citadas en el pais hasta la fecha (P. irregulare-Gerbera jamesonii; P. irrequlare-Citrullus lanatus;
P. irrgulare-Fragaria x ananassa; P. irregulare-Eustoma sp.; P. myriotylum-Petroselinum
crispum; Phytopythium helicoides-Chrysanthemum sp.; Phytopythium vexans-Fragaria x
ananassa y Phytopythium mercuriale-Fragaria x ananassa). Es el primer registro de

Phytopythium mercuriale en el pais y en frutilla.

Palabras clave: oomycetes, fitopatologia, hortalizas, enfermedades, plantas ornamentales.
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"Identification and Characterization of Pythium and
Phytophthora Isolates from Intensive Crops in Corrientes

Province"

ABSTRACT

It is estimated that Argentina has 6,517 hectares of greenhouse production, of which 5,474
hectares are used for horticultural crops and 1,043 hectares for flowers and ornamental
plants. In Corrientes province, the surface occupied with commercial vegetable production
reaches 10,750 hectares, of which 1,700 correspond to greenhouse horticulture, which
represents 26 % of the total area in Argentina. The main localities producing vegetables are
concentrated along the coast of the Parana River and correspond to Goya, Lavalle, Bella Vista,

Santa Lucia, and San Cosme.

Management techniques, transplanting dates and environmental conditions that develop
under these intensive production systems, favor the incidence of numerous species of the
Oomycetes group that cause significant losses especially in tomato and pepper crops in

Corrientes.

Recently, Pythium and Phytophthora species causing diseases in ornamental crops in La Plata,
Buenos Aires greenbelt were characterized, concluding that in Argentina there are: 21 species
of Phytophthora and 3 taxa (24 in total) involved in 221 host-pathogen combinations; 22
species of Pythium, 2 Pythium sp. nov., 3 Phytopythium, 1 Phytopythium sp. nov., in 280 host-

pathogen combinations.

The objective of this thesis was to update the current state of knowledge of the genera
Pythium and Phytophthora as intensive crops pathogens in Corrientes province through
morphological and molecular characterization of an isolates collection and the identification of

host-pathogen combinations through pathogenicity tests.

Morphological characterization was based on: colony appearance, growth pattern, color and
growth rate; shape and size of sexual and asexual reproduction structures. Molecular
characterization was carried out through the amplification of the ITS region of the rDNA, and

cox2 gene.

Thirty-one isolates were characterized, which corresponded to 4 species of Pythium: P.
aphanidermatum, P. myriotylum, P. irrequlare and P. spinosum; 3 species of Phytophthora: P.

capsici, P. nicotianae and P. cactorum; 3 species of Phytopythium: P. helicoides, P. vexans and
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P. mercuriale. Pythium aphanidermatum was the most frequent species, affecting a large

number of different hosts.

Eighteen host-pathogen combinations were identified, of which 8 had not been cited in the
country up to this moment (P. irrequlare-Gerbera jamesonii, P. irrequlare-Citrullus lanatus, P.
irrgulare-Fragaria x ananassa, P. irrequlare-Eustoma sp.; P. myriotylum-Petroselinum crispum,
Phytopythium helicoides-Chrysanthemum sp., Phytopythium vexans-Fragaria x ananassa and
Phytopythium mercuriale-Fragaria x ananassa). This is the first report of Phytopythium

mercuriale in Argentina and in strawberry.

Key words: oomycetes, phytopathology, vegetables, diseases, ornamental plants.
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1. Introduccidn y Antecedentes

1.1 Caracterizacion del sector horticola

En el contexto mundial, el sector horticola tiene un peso destacado en la produccion de origen
agropecuario, encontrandose en segundo lugar de importancia, aunque con un volumen de

produccién que no alcanza al 40 % de la produccidn de cereales (Fernandez Lozano, 2012).

La produccién de hortalizas en Argentina se realiza en casi todo su territorio debido a la
diversidad de climas que posee. La Figura 1 exhibe los cultivos horticolas que se producen en
mayor proporcion en el pais. Las principales provincias productoras de hortalizas son: Buenos
Aires, Mendoza, Cdrdoba, Santiago del Estero, Misiones, Santa Fe, Corrientes, Tucuman,
Formosa, Salta, Chaco, Jujuy, San Juan y Rio Negro. La produccién anual de hortalizas es de
unas 8-10 millones de toneladas, ocupando una superficie de 450 a 500.000 has, incluyendo a

las legumbres (Figura 2) (Fernandez Lozano, 2012; Consejo Federal de Inversiones, 2016).

Produccion de Hortalizas en Argentina (2008)

Zanahoriai_\ Pimiento A0 Ratata
3% '\_ 2% 2% ./"_ 29
Lechuga

4% Resto
Zapallo )

1% .
Zapallito
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9%
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159 Papa
27%

Figura 1. Produccidn de hortalizas en Argentina (Fernandez Lozano, 2012).
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Distribucion de superficie (has) cultivada con hortalizas en el pais.
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Figura 2. Distribucién de la superficie cultivada con hortalizas en Argentina (Consejo Federal de
Inversiones, 2016).

Se estima que Argentina posee unas 6.517 has bajo cubierta, de las cuales 5.474 has se
destinan a cultivos horticolas y 1.043 has a flores de corte y plantas ornamentales (Stavisky,
2015). Los principales cultivos horticolas bajo este sistema de produccién son: tomate,
pimiento, meldn, lechuga, espinaca, apio, frutilla, albahaca, chaucha y pepino (Fernandez

Lozano, 2012).

En la provincia de Corrientes, la superficie de hortalizas alcanza las 10.750 has, de las cuales
1.700 has corresponden a horticultura bajo cubierta (Servicio de Informacién Agroeconémico,
2014). Esta provincia representa el 26 % del total de la superficie de horticultura bajo
invernaculo. En cuanto a tomate, representa el 18 % del total de la produccién nacional, y un
22 % del total del tomate que ingresa al MCBA (Mercado Central de Buenos Aires). En esta
provincia, la produccién de pimiento representa el 44 % del total de la producciéon nacional
(Palau et al., 2010). Las localidades productoras de hortalizas se concentran sobre la costa del
rio Parana y corresponden a Goya, Lavalle, Bella Vista, Santa Lucia, y San Cosme (Carluccio et

al., 2002; Palau et al., 2010; Fernandez Lozano, 2012).

Aspectos de manejo, fecha de trasplante y condiciones ambientales que se desarrollan bajo
estos sistemas intensivos de produccion, favorecen la incidencia de ciertos patégenos y
ocasionan pérdidas importantes especialmente en cultivos de tomate y pimiento (Obregdn,
2009). Entre estos patégenos, se destacan numerosas especies pertenecientes al grupo de los
Oomycetes, que generan enfermedades de notable impacto en los cultivos intensivos

presentes en la provincia de Corrientes.
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1.2 Clase Oomycetes: descripcion general, sintomatologia y ubicacion taxonémica

Los Oomycetes, también conocidos como "mohos acuaticos"”, son un grupo de cientos de
organismos que incluyen algunos de los patdégenos mas devastadores. Las enfermedades que
causan incluyen tizones, damping-off, pudricidn de raices, mildius y royas blancas. Los
fitopatdlogos consideraron por largo tiempo a los Oomycetes como hongos inferiores, debido
a su habito de crecimiento filamentoso, a su nutricidon por absorcién y a su reproduccion via
esporas. Sin embargo, con los avances en el estudio de las relaciones evolutivas, es claro que
este grupo de organismos no estd relacionado con los hongos verdaderos. De hecho, los
hongos parecen estar mas cercanamente relacionados con los animales que con los
Oomycetes, y éstos a su vez se relacionan mas con las algas y las plantas verdes (Fry y

Grinwald, 2010; Ersek y Ribeiro, 2010).

La pared celular de los Oomycetes posee celulosa y B-glucanos en su constitucién, el micelio es
cenocitico, es decir, no posee tabiques o septos, a excepcidn de ciertos casos en los que son
producidos para separar secciones vivas (citoplasmatica) de las muertas de donde el

citoplasma ha sido extraido (Agrios, 2005; Schroeder et al., 2013).

Una de las caracteristicas mas notables de este grupo de microorganismos es la produccién
asexual de zoosporas en zoosporangios. Estas son zoosporas biflageladas heterocontas, es
decir, con dos flagelos distintos, uno mastigonemado (posee fibrillas a modo de peine) dirigido
hacia delante y otro desnudo que, generalmente, se dirige hacia atras (Schroeder et al., 2013).
Los dos se encuentran adosados a la zona ventral de la zoospora. Esta no posee pared, pero
aun asi mantiene su forma y flexibilidad. Son capaces de moverse en peliculas de agua sobre la
superficie de hojas, en la solucidon del suelo, o en cursos naturales de agua. Cuando las
zoosporas entran en contacto con una superficie, retraen sus flagelos (se enquistan) y

segregan una sustancia mucilaginosa para fijarse al tejido en cuestién (Fry y Grinwald, 2010).

Los Oomycetes producen una gran cantidad de zoosporas cuando las condiciones ambientales
son favorables, esto es, cuando existe agua libre en suelo y follaje, y temperaturas moderadas.
Estas condiciones pueden resultar en epidemias severas, como el tizén tardio de la papa
causado por Phytophthora infestans (primer especie de Phytophthora descripta); enfermedad
policiclica que devasté la produccion de papa de Irlanda en 1845. La epidemia conocida como
“Hambruna Irlandesa”, resulté en una pérdida de un cuarto de la poblacion de Irlanda (2
millones de personas) debido a inanicién y emigracion (Ribeiro en Lamour, 2013). Ademas,

debido a la habilidad de dispersarse rapidamente a nuevas areas o paises, especialmente por
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el comercio global de semillas y plantas, este grupo de patdgenos representa una amenaza
importante para la horticultura, forestacién y agricultura (Brasier, 2008; Grunwald et al.,

2012).

Muchas especies han perdido su habilidad para producir zoosporas, por lo que los esporangios
han desarrollado la capacidad de germinar directamente produciendo tubos germinativos. En

este caso, son llamados “conidios” (Fernandez Valiela, 1978; Fry y Griinwald, 2010).

El género Phytophthora, genera las zoosporas dentro de los zoosporangios, mientras que
Pythium, diferencia las zoosporas en vesiculas, que se forman a partir de los zoosporangios
(Fernandez Valiela, 1978; Dick, 2001). En ambos casos, las zoosporas se forman en presencia
de agua libre. Los zoosporangios son de forma variada, y pueden ser intercalares o terminales,

y estos ultimos pueden ser caducos o no (Erwin y Ribeiro, 1996).

La oospora es la espora de origen sexual que se forma dentro del oogonio luego de la
fertilizacidn del nucleo realizada por el anteridio (ocasionalmente pueden formarse entre 2y 6
oosporas en algunas especies de Pythium). La reproduccién sexual se da por uniéon de los dos
gametos, en la que la meiosis se da antes de la fertilizacién. Poseen talo diploide (Fernandez
Valiela, 1978; Dick, 1990). La oospora es considerada una estructura de resistencia que
permite que el individuo sobreviva y persista en el suelo hasta volver a infectar una nueva
planta (Erwin y Ribeiro, 1996). Algunas especies de Phytophthora se caracterizan por ser
homotalicas (auto-fértiles) y otras, heterotalicas (auto-estériles). En el segundo caso, las
oosporas se forman por la union de las formas (mating type, en inglés) A1l y A2 de la misma
especie. Las homotalicas forman oosporas como propagulos persistentes en tejido vegetal
enfermo, mientras que a las oosporas provenientes de especies heterotdlicas no se les ha
adjudicado claramente una funcién; aunque se ha demostrado que podrian ser fuente de
nuevas razas o biotipos (debido a la recombinacién genética), los cuales podrian poseer mayor

virulencia (Brasier, 1992; Erwin y Ribeiro, 1996).

Los géneros Pythium y Phytophthora se encuentran ampliamente distribuidos en todo el
mundo. Estan intimamente relacionados y pertenecen a la familia Pythiaceae (denominada de
esa manera debido a que Pythium fue el primer género descripto), clase Oomycete, reino
Stramenopila. El término Stramenopila deriva del latin y significa: “stramen”, flagelo y “pilos”,

pelo en referencia a sus zoosporas flageladas (Dick, 2001).

Las enfermedades causadas por Oomycetes son basicamente de dos tipos: 1) aquellas que

afectan d6rganos de las plantas en contacto con el suelo como raices, cuello del tallo,
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tubérculos, semillas, frutos en contacto con el suelo (causadas por Pythium spp., y algunas
especies de Phytophthora); 2) aquellas que afectan mayoritariamente érganos situados sobre
la superficie del suelo, como ser hojas, tallos jovenes y frutos (Phytophthora spp.) (Agrios,
2005). El género Pythium incluye a muchas especies fitopatégenas, algunos parasitos de ciertas
especies de Phytophthora, y otras especies saprofitas que subsisten en rastrojo. Por otro lado,

Phytophthora posee limitada habilidad saprofitica y es muy polifaga (Erwin y Ribeiro, 1996).

Recientemente, especies de Pythium pertenecientes al clado K fueron renombradas
ubicdndose dentro del género Phytopythium debido a sus caracteristicas morfoldgicas. Este
grupo posee zoosporangios similares a los producidos por Phytophthora (globosos a ovoides,
papilados), con la diferencia que esos zoosporangios son capaces de proliferar internamente.
Ademads, la papila generada por zoosporangios maduros de Phytopythium es la que

posteriormente desarrollara el tubo de descarga (de Cock et al., 2015).

1.3 Sintomatologia y daios ocasionados por Pythium spp.

El género Pythium comprende organismos que habitan suelos de todo el mundo,
frecuentemente causando enfermedades en plantas y animales, como peces y crustaceos (Van

der Plaats-Niterink, 1981).

Es uno de los grupos mas importantes de fitopatdgenos de suelo, presentes en casi todos los
suelos agricolas, atacando raices de miles de hospedantes, reduciendo rendimiento y calidad
de la cosecha. La mayoria de las especies son patdgenos necrdtrofos, generalistas que infectan

tejido joven de plantas (Schroeder et al., 2013).

Este patdgeno puede provocar grandes pérdidas econdmicas en cereales, ornamentales y
muchos otros cultivos de gran valor (Van der Plaats-Niterink, 1981; Diaz-Celaya et al., 2011;
Palmucci et al., 2011). Ademas, es el agente causal del mal de los almacigos, enfermedad
comunmente denominada con su nombre en inglés damping-off, que ocurre en todo tipo de
suelos y climas, afectando semillas, plantines y raices de plantas. El mayor dafo es realizado
en raices de plantines antes o incluso después de la emergencia. Pythium puede ser
encontrado en almacigos, atacando semillas, las cuales no germinan, se ablandan, se vuelven
marrones y finalmente se desintegran. En post emergencia del plantin, la enfermedad inicia en
raices o en el cuello de la planta, apareciendo una lesidn acuosa, se produce un
estrangulamiento y el plantin cae sobre la superficie del suelo. Este patdégeno ataca plantas
adultas, rara vez matandolas, pero si desarrollando podredumbre de raices y lesiones en tallos

y tejido radical, lo que retrasa el crecimiento y disminuye rendimientos. Cuando el objetivo del
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patdgeno son frutos, es posible observar micelio algodonoso sobre la superficie del érgano
afectado, mientras que su interior se vuelve acuoso y blando, sintoma conocido como

podredumbre (Agrios, 2005; Frezzi, 1956; Palmucci, et al., 2011; Schroeder et al., 2013).

1.4 Sintomatologia y dafios ocasionados por Phytophthora spp.

Su nombre deriva del griego phyton, planta y phthora, destructor, lo que conjugado describe a
este patdogeno como el destructor de plantas (Ribeiro en Lamour, 2013). Este género es el
segundo mas grande (después de Pythium) de la familia Pythiaceae, y actualmente comprende

mas de 100 especies (Thines en Lamour, 2013).

Phytophthora spp. estd presente practicamente en todo el mundo y produce dafos en sus
hospedantes en suelos anegados y con temperaturas entre 15 y 23 °C. Afecta plantines,
plantas anuales, perennes, frutos de cucurbitaceas, pimiento, tomate, frutilla, citrus entre
otros. El daino se da al nivel del suelo, produciendo lesiones acuosas y oscurecimiento del tallo,
posteriormente, las hojas basales se caen y la planta se marchita. En plantas lefiosas, produce
areas oscuras y deprimidas en la corteza, las cuales pueden avanzar hacia las raices o hacia las
ramas, haciendo que disminuya el crecimiento, la producciéon de frutos y, por ultimo, el
hospedante muere (Agrios, 2005). Como ejemplo de dafios causados en especies lefiosas se
pueden mencionar la gomosis del pie de los citricos causada por Phytophthora citrophthora y
P. parasitica (Graham y Feichtenberger, 2015); la muerte repentina del roble (Quercus spp.)
causada por Phytophthora ramorum (Martin et al., 2012; CABI, 2018), ambas se encuentran

ampliamente distribuidas, provocando pérdidas econdmicas importantes.

1.5 Especies de Pythium y Phytophthora identificadas en Argentina

En Argentina, por la diversidad de climas y de cultivos desarrollados, se encuentran presentes
la mayoria de las especies de Phytophthora con relevancia a nivel mundial. Frezzi (1950) ha
descripto 11 especies en diferentes cultivos en su libro “Las especies de Phytophthora en la
Argentina”, mientras que Ferndndez Valiela (1978) ha realizado un gran aporte con la

descripcién exhaustiva de algunas de las enfermedades causadas por las especies del género.

El conocimiento de las especies de Pythium presentes en nuestro pais ha cambiado
drasticamente en los ultimos afios con el avance de la investigacion y las nuevas técnicas de
estudio. Hasta 1947 habia solo 1 especie de Pythium citada en Argentina. Frezzi (1956) cita 18

especies al igual que Palmucci et al. en el 2011.
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Colombo, et al. (2005) y Grijalba et al. (2015) han descripto por primera vez a Pythium
aphanidermatum como patégeno en berenjena y tomate, respectivamente. Meneguzzi et al.
(2011) identificé a Pythium spinosum provocando podredumbre de raices en frutilla. Ademas,
con las progresivas investigaciones realizadas en el pais para determinar qué patdgenos
habitan los suelos, se han encontrado otros géneros de Pythiaceas. En el afio 2015, Palmucci
describidé por primera vez a Phytopythium chamaehyphon en Argentina, provocando dafios en
azalea (Rhododendron indicum). No solo han encontrado nuevas especies, sino también
nuevas relaciones patégeno-hospedantes, como es el caso de Phytophthora taxon kelmania-
gerbera (Palmucci, 2015). La misma autora ha caracterizado las especies de Pythium vy
Phytophthora que causan enfermedades en cultivos ornamentales del cinturén verde La Plata-
Buenos Aires, llegando a la conclusién de que existen: 21 especies de Phytophthora y 3 taxones
(24 en total) implicadas en 221 relaciones patégeno-hospedante; 22 especies de Pythium, 2
Pythium sp. nov., 3 Phytopythium, 1 Phytopythium sp. nov., en 280 relaciones patdgeno-

hospedante.

Si bien no existen registros del impacto que éstas producen en términos econdmicos, la
presencia de estas enfermedades supone un desafio importante para la produccion (Iribarren,

2015).

1.6 Caracterizacién morfoldgica y molecular de los oomycetes

La deteccién temprana e identificacién precisa de los Oomycetes son requisitos esenciales para
implementar estrategias de manejo adecuadas. La identificacién de especies en base a
caracteristicas morfoldgicas tales como forma y tamafio de zoosporangios, forma y cantidad de
anteridios por oogonio, caracteristicas de la pared del oogonio, tamafo de la oospora,
velocidad y patrén de crecimiento en medio de cultivo, temperaturas cardinales, entre otras,

es importante, aunque puede ser dificultosa y tediosa.

La identificacion basada en técnicas moleculares puede hacerse de manera rapida, logrando
resultados precisos. Existen regiones del ADN especificas conocidas como cédigos de barra de
ADN, que son capaces de mejorar el éxito de la identificacidn de estos patégenos, basandose
en el analisis estandarizado de fragmentos de ADN (correspondientes al mismo /ocus) cortos y
de facil amplificacion por PCR (Hebert et al., 2003). El cédigo de barras del ADN es una
herramienta rdpida y confiable para la identificacion de especies, que permite revelar la
diversidad y distribucidon de los Oomycetes. Entre los loci mas utilizados desde hace muchos

afos, la regién ITS (del inglés “Internal Transcribed Spacer”) del ADN nuclear ribosomal (rDNA)
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es comunmente utilizada para identificar oomycetes a nivel de especie, pero existen ciertos
casos en los que esta region exhibe variabilidad insuficiente para distinguir filogenéticamente
especies intimamente relacionadas, como por ejemplo varias especies de Phytophthora
(Goodwin et al., 1999; Cooke et al., 2000; Jung y Burgess, 2009 citado por Choi et al., 2015),
por lo que se utilizan genes adicionales. En los ultimos afios, el gen citocromo c¢ oxidasa
subunidad 2 (cox2, del inglés cytochrome c oxidase subunit 2) ha sido ampliamente utilizado
para la identificacidn, taxonomia y filogenia de varios grupos de Oomycetes (Villa et al., 2006;
Uzuhashi et al., 2010; Thines y Kummer, 2013; Mirzaee et al., 2013; Testen et al., 2014; Choi et
al., 2015). Recientemente, se han demostrado las ventajas de utilizar este gen para la
identificacion de todas las especies conocidas de Oomycetes, incluyendo Pythium y

Phytophthora (Choi et al., 2015).

A pesar de la importancia que tienen las enfermedades ocasionadas por Oomycetes de los
géneros Pythium y Phytophthora en cultivos intensivos de la provincia de Corrientes vy
Argentina, existen serias carencias de conocimiento acerca de la etiologia y de las relaciones
patégeno-hospedante, lo que dificulta establecer estrategias y métodos de control eficientes.
Esta Tesis de Maestria pretende contribuir con nuevos conocimientos sobre las especies

presentes.
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Hipotesis

Existen diferentes especies de Pythium y Phytophthora causando enfermedades en cultivos

intensivos en la provincia de Corrientes.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

e Actualizar el estado de conocimiento de los géneros Pythium y Phytophthora como

fitopatdgenos de cultivos intensivos en la provincia de Corrientes.
2.2 Objetivos especificos

= Caracterizar e identificar aislamientos de Phytophthora y Pythium spp. obtenidos en
cultivos intensivos de la provincia de Corrientes en base a sus caracteristicas
morfoldgicas y herramientas moleculares de identificacién.

= |dentificar relaciones patégeno-hospedante existentes entre los géneros Phytophthora
y Pythium vy cultivos intensivos de la provincia de Corrientes a través de pruebas de

patogenicidad y patogenicidad cruzada.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Generacidn de una coleccion de aislamientos de Pythium spp. y Phytophthora

spp.
3.1.1 Recoleccidon de muestras a campo

Como punto de partida para la coleccion, el laboratorio de Fitopatologia Horticola de la
Estacion Experimental Agropecuaria Bella Vista del INTA (Centro Regional Corrientes), contaba
con aislamientos obtenidos a partir de distintos cultivos de la zona de Bella Vista, Mburucuy3,
Lavalle, Goya, Desmochado, entre otras. Ademas, durante la realizacidon de esta Tesis se
realizaron monitoreos en la zona de Bella Vista y localidades aledafias para identificar
hospedantes afectados por estos patdgenos. Se extrajeron aquellas plantas que presentaban
sintomas similares a los ocasionados por Oomycetes, las cuales se llevaron al laboratorio para
realizar los aislamientos correspondientes. Cabe destacar que la recoleccién a campo de
plantas enfermas se realizd durante las distintas estaciones del afio, de manera de que exista
mayor variabilidad de especies, de acuerdo a los distintos requerimientos ambientales de los

patdégenos.

En la Tabla 1 se detalla la fecha de recoleccidon de las muestras con sintomas de enfermedad
causada por Oomycetes, el origen y hospedante a partir del cual fue obtenido cada

aislamiento.

Tabla 1. Coleccion de los aislamientos correspondientes a distintas especies de Pythium y Phytophthora
de la provincia de Corrientes.

Aislamiento Tejido Fecha de Localidad de origen
Nro Hospedante afectado recoleccion EETHET: )
1 Gerbera Raices/Corona 25/1/2011 3 de Abril
2 Pimiento Raices 12/3/2012 Bella Vista
3 Tomate Fruto 2/7/2014 Bella Vista
4 Tomate Peciolo/Tallo/Hojas 21/8/2015 Paraje Puerto Viejo
5 Pimiento Raices 23/2/2016 Colonia San José
6 Pimiento Raices 26/2/2016 Lavalle
7 Pimiento Raices 29/2/2016 Lavalle
8 Pimiento Raices 29/4/2016 Bella Vista
9 Frutilla Raices 8/6/2016 Desmochado
10 Tomate Hojas/Tallo 4/7/2016 Bella Vista
11 Frutilla Raices 20/7/2016 Desmochado
12 Frutilla Corona 21/7/2016 Corrientes
13 Sandia Raices 7/9/2016 Mburucuya
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14 Sandia Raices 8/9/2016 Bella Vista
15 Perejil Raices 19/12/2016 Bella Vista
16 Crisantemo Raices 19/12/2016 Bella Vista
17 Pimiento Raices 23/1/2017 3 de Abril
18 Frutilla Corona 19/6/2018 Bella Vista
19 Pimiento Raices 7/3/2017 Bella Vista
20 Berenjena Raices 15/12/2016 Bella Vista
21 Lechuga Raices 15/12/2016 Bella Vista
22 Perejil Raices 10/3/2017 Bella Vista
23 Tomate Raices 1/9/2017 Bella Vista
24 Lisianthus Raices 26/9/2017 Bella Vista
25 Gerbera Raices/Corona 2/10/2017 Bella Vista
26 Tomate Fruto 26/9/2017 Bella Vista
27 Tomate Raices 2/5/2017 Bella Vista
28 Frutilla Corona 22/6/2018 Corrientes
29 Tomate Raices 21/3/2017 Bella Vista
30 Frutilla Corona 17/6/2018 Corrientes
31 Frutilla Corona 22/6/2018 Bella Vista

3.1.2 Desinfeccion de tejido vegetal

Las plantas sintomaticas recolectadas en el campo se llevaron al laboratorio donde fueron
lavadas con agua de canilla en primer lugar. Luego se secciond la zona de avance del sintoma
en pequefios trozos y se depositaron en vasos de precipitado con una solucion de hipoclorito
de sodio al 3 % durante 1 6 2 minutos de acuerdo al grado de lignificacion del tejido. Por
ultimo, estos trozos de tejido se enjuagaron tres veces en vasos de precipitado con agua

destilada y se secaron en papel de filtro estéril para su posterior aislamiento.

3.1.3 Aislamientos a partir de tejido vegetal

Luego de la desinfeccidn, se sembraron los trozos de tejido en medio de cultivo agar-agua (AA,
17 g/| de agar-agar), y las placas se incubaron en estufa a 28 °C + 2 °C. Al cabo de 48 horas
aproximadamente, al observar crecimiento en las placas de Petri, se repicaron las hifas en
medio agar papa glucosado (APG: 17 g/l de agar, 200 g/I de papa hervida, 8 g/l de glucosa) o
en AV8 (200 ml de jugo V8, 3 g/l de carbonato de calcio, 17 g/l de agar).
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3.1.4. Conservacion de cepas

Para garantizar la sobrevivencia de los aislamientos realizados se utilizaron dos métodos de
conservacion diferentes. Por un lado, los aislamientos se repicaron en placas de Petri
conteniendo medio AV8 o APG, manteniéndose durante 4 semanas selladas con parafilm. Por
otro lado, se utilizé el método de conservacién descripto por Erwin y Ribeiro (1996). Para ello,
se cortaron 6-8 discos del oomycete crecido 7 dias en medio APG o V8 y se depositaron en
tubos con tapa a rosca con 1 ml de agua destilada estéril y cerrados con parafilm. Estos tubos
se almacenaron a temperatura ambiente protegidos de la luz, permaneciendo viables durante

9 - 12 meses.

3.2 Caracterizacion morfolégica de aislamientos de Phytophthora spp. y Pythium spp.

Los estudios de identificacién y caracterizacién de Pythium spp. y Phytophthora spp. se
llevaron a cabo en el laboratorio de Fitopatologia Horticola de la Estacidn Experimental

Agropecuaria Bella Vista del INTA (Centro Regional Corrientes).

Para el estudio morfolégico se usaron distintos medios de cultivo: agar papa glucosado (APG),
AVS8 y agar harina de maiz (CMA: 60 g/| de harina de maiz, 17 g/l de agar), ya que estos
géneros tienden a producir estructuras sexuales diferencialmente segun el medio en el que se

encuentren.

Los aislamientos fueron cultivados en placas de Petri en medio de cultivo a 24-28 °C y se
registro el aspecto, color y forma de la colonia. En simultdneo, se tomaron mediciones diarias
del didmetro de crecimiento de las colonias en milimetros. Al cubrir completamente la
superficie de la placa de Petri con micelio, se determiné la velocidad de crecimiento de cada
aislamiento. Se realizaron 2 repeticiones por aislamiento y se calculé el promedio de

crecimiento diario para cada uno.

Ademas, las especies de Pythium y de Phytophthora fueron descriptas y caracterizadas
mediante el estudio de caracteres morfoldgicos microscépicos de acuerdo a Frezzi, 1950;
Erwin y Ribeiro 1996; Van der Plaats-Niterink, 1981, considerando forma y tamafio de
esporangios, tamaifo y ornamentacion del oogonio, numero de anteridios y forma en que
estan unidos al oogonio. Las observaciones microscépicas se realizaron a partir del crecimiento
de 1 a 10 dias en AA, APG, CMA y AV8. Como complemento, se utilizé la técnica de “baiting”,

utilizando trocitos de Agrostis sp. en agua con discos con crecimiento del patégeno en estudio
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para poder observar la formacidn de diferentes estructuras de multiplicacion y reproduccion

(Robertson, 1980; Wolcan, comunicacién personal).

3.2.1 Observaciones con microscopio dptico

La caracterizacidn microscopica de los patdgenos se realizd a través de observaciones con
microscopio dptico Leica CME de las estructuras reproductivas y vegetativas, con la ayuda de
claves taxondmicas (Frezzi, 1950; Van der Plaats-Niterink, 1981). Se tomaron datos de 30

observaciones por cepa para obtener valores representativos de cada una.

Los frotis se prepararon tomando con aguja histoldgica el micelio del patégeno crecido en
medio de cultivo (sélido o liquido) o trozos de tejido infectado, depositandolo en portaobjetos
con una gota de liquido de montaje (agua destilada estéril o colorante) y por encima, se colocd

un cubreobjetos. La exploracion del material se realizé con aumentos de 10x, 40x y 100x.

En la mayoria de los casos se utilizdé como liquido de montaje agua destilada. En caso de ser
necesario para poder distinguir claramente las diferentes estructuras de estos
microorganismos se utilizd azul de Amman (20 g fenol, 20 ml de acido lactico, 20 ml de
glicerina, 0,05 g de azul de algodén y 20 ml de agua destilada). Este colorante se adhiere a las
estructuras fungicas, volviéndolas de un color azul, permitiendo una mejor visualizacidn de las

mismas.

Se tomaron fotografias de las principales estructuras de cada aislado con aumentos de 40x y
100x, las cuales fueron medidas posteriormente con ayuda del programa Imagel 1.50i. Las
imagenes fueron procesadas con Adobe Photoshop v14.0 para mejorar la calidad de las

mismas.

3.3 Identificacion de relaciones patégeno-hospedante entre los géneros

Phytophthora y Pythium y cultivos intensivos de la provincia de Corrientes

En base a la coleccidn con la que cuenta el Laboratorio de Fitopatologia Horticola y a los
nuevos aislamientos realizados, se identificaron las relaciones patdgeno-hospedantes en los

distintos cultivos a través de pruebas de patogenicidad.

3.3.1 Esterilizacion del sustrato

Se utilizd el método de “tindalizacién” para esterilizar el sustrato, el cual consiste en el

calentamiento discontinuo del material. Se cargé el sustrato (mezcla de mantillo y perlita) en
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contenedores metalicos, se humedecié con agua destilada y se autoclavé por 20 minutos a 1
atm y 121 °C. Se dejo enfriar dentro del equipo, y se autoclavé nuevamente. Este proceso se

realizd 3 veces para asegurar la esterilidad del material.

3.3.2 Obtencidn de plantines

Se sembraron semillas de las plantas hospedantes de los Oomycetes aislados (tomate,
pimiento, berenjena, lechuga, perejil, sandia y meldn) en bandejas con sustrato estéril. Los
plantines se trasplantaron en macetas de 14 cm de didmetro a los 30 dias de la siembra. Las
plantas crecieron bajo invernadero, y al poseer cuatro o cinco hojas verdaderas, se inocularon
con el patégeno correspondiente para cada hospedante. Los plantines de gerbera y lisianthus
fueron obtenidos a partir de vastagos laterales de plantas madre, y trasplantados en macetas

de 14 cm de didmetro, donde permanecieron hasta el final del ensayo.

3.3.3 Inoculacién de plantas

La inoculacién de las especies de Phytophthora se practicé con la técnica de depdsito de
indculo en heridas de tallos (Wolcan et al., 2007). Esta metodologia consiste en depositar
bloques de APG (7 mm de diametro por 0,5 mm de profundidad) colonizados por el patogeno,
en pequenas heridas longitudinales practicadas con un bisturi desinfectado en la base de los
tallos de las plantas, cubriéndolos con algoddn humedecido con agua destilada estéril y cinta
de papel engomado. Se observé diariamente la manifestacién de sintomas en los distintos
huéspedes y se contrastd con testigos en los cuales se depositaron bloques con el mismo
medio de cultivo estéril. Para cada cepa se registrd la cantidad de dias que transcurrieron
entre la inoculacién y la aparicidn de sintomas, lo cual se denomind como “Dias Después de la

Inoculacién” o “DDI”.

Para el caso de Pythium, la metodologia de inoculacion fue diferente. Se tomaron colonias de 7
dias de crecimiento en placas de Petri en APG y se le agregaron 15 ml de agua destilada estéril,
creando una suspension del patdgeno. Posteriormente, se practicd un corte a un lado del
plantin para asegurar la laceracién de raices secundarias superficiales y se adicionaron 3 ml de

la suspensidn (Grijalba et al., 2015 modificado).

En todos los casos se inocularon 3 plantines por aislamiento, con 3 plantines testigo sin
inocular para cada uno. Al momento de aparicién de sintomas, se extrajeron las plantas y se

realizd el reaislamiento del patégeno a partir de tejido vegetal en placas de Petri con AA'y
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luego se repicd en placas con medio APG, para corroborar que el agente causal fuera el mismo

gue habia sido inoculado, de manera de dar cumplimiento a los postulados de Koch.

3.3.4 Patogenicidad cruzada

Algunas especies de Pythium y Phytophthora poseen un amplio rango de hospedantes, este
hecho es de suma importancia en la epidemiologia de la enfermedad. Con el objetivo de
observar la capacidad patogénica de algunos aislamientos de Pythium y Phytophthora sobre

huéspedes distintos, se realizaron pruebas de patogenicidad cruzadas.

En la mayoria de los casos se utilizaron plantines de la misma familia botdnica para realizar
estas pruebas cruzadas, sélo en el caso de las cepas patdgenas de cultivos ornamentales,
fueron inoculadas en plantines de diferentes familias. Las cepas aisladas de pimiento fueron
inoculadas en tomate y berenjena; las cepas patdgenas de tomate fueron inoculadas en

pimiento y berenjena; aquellas aisladas de sandia fueron testeadas en meldn.

3.4 Identificacion molecular de aislamientos de Phytophthora spp. y Pythium spp.

Para complementar la identificacidon morfoldgica de las especies de Phytophthora y Pythium,
se utilizaron técnicas moleculares y de secuenciacion. Para ello fue necesario partir de
aislamientos axénicos que garantizaran la autenticidad y pureza de los mismos. Estas
actividades fueron realizadas en el laboratorio de Biologia Aplicada y Biotecnologia,

perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Litoral.

Los aislamientos se dejaron crecer en placas de Petri con APG durante 7-10 dias.
Posteriormente, el micelio se extrajo con espatula y se realizé la extraccién de ADN de acuerdo
al protocolo de Palocci et al. (1999) con algunas modificaciones que se describen a

continuacion.

3.4.1 Extraccion de ADN

Se depositaron 200 um de micelio en tubo de eppendorf de 1,5 ml con 200 um de buffer de
lisis y se llevé a una temperatura de -20 °C durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo, el micelio
se macerd y se mezcld con vortex durante 10 seg para luego dejarlo reposar 30 min en bafio
termostatico (bafio Maria) a 65 °C. A continuacion, se afiadieron 300 um de NaCl 1M,
invirtiendo el tubo para homogeneizar el contenido y se centrifugd a 10.000 rpm por 10 min a
4 °C. El sobrenadante se transfiriéd a un tubo nuevo y se le agregé 1 vol de isopropanol 70 %, se

mezclé suavemente y se colocd a una temperatura de -20 °C durante 30 min. Posteriormente,
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se centrifugd a 10.000 rpm por 8 min a 4 °C, descartando el sobrenadante resultante. Al pellet
se le agregaron 200 um de etanol 70 %, se centrifugd por 2 min a 10.000 rpm a 4 °C, y se
descarté el sobrenadante. Se secd el pellet por 2 horas en camara de flujo laminar. Una vez

seco, se resuspendié en 100 um de buffer TE estéril.

3.4.1.1 Soluciones utilizadas para la extraccion de ADN

= NaCl1M

=  Buffer TE (Tris HCI 10 mM - EDTA 1 mM)

=  Buffer de lisis (Tris HCl 2M + NaCl 2,5 M + SDS 5 % + EDTA 0,25 M)
= [sopropanol 70 % (conservado a -20 °C)

=  Etanol 70 % (conservado a -20 °C)

En el caso de ser posible, todas las soluciones fueron autoclavadas para poder ser utilizadas y

conservadas.

3.4.2 Protocolo de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las reacciones de amplificacién se realizaron en un volumen final de 20 pl conteniendo los
siguientes reactivos: 10x PCR Buffer (PB-L®) 2 ul, 50 mM MgCl, (PB-L®) 1 ul, mezcla de 10 mM
dNTPs (PB-L®) 0,4 ul, 10 uM cebador sentido 0,4 ul, 10 uM cebador antisentido 0,4 ul, ADN
fungico 1 pl, Tag DNA polimerasa Pegasus 5 u/ul (PB-L®) 0,2 ul, H,O milli Q hasta volumen final
de 20 pl.

La PCR se inicié con un paso de desnaturalizacidn inicial de 4 min a 95°C, seguidas por 36 de
ciclos de 40 seg a 95 °C, 40 seg a 57 °C, 60 seg a 72 °Cy finalizadas con una extensién de 5 min
a 72 °C (Choi et al, 2015). Por un lado se utilizaron los cebadores Cox2-F
(GGCAAATGGGTTTTCAAGATCC, Hudspeth et al., 2000) y Cox2-RC4
(TGATTWAYNCCACAAATTTCRCTACATTG, Choi et al., 2015), que codifican para el gen citocromo
¢ oxidasa subunidad 2; por otro lado, se utilizaron los cebadores ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) desarrollados por White et
al. (1990), que codifican para un segmento de la regién ITS (del inglés Internal Transcribed

Spacer) del ADN nuclear ribosomal (rDNA).

En determinados aislamientos no fue posible la amplificacidn de alguno de los loci, por lo cual

la identificacion se realizd en base a la amplificacion de un solo gen.
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Los productos de PCR obtenidos fueron corridos en geles de agarosa 1,5 % preparados con
solucion tampdn 1x TAE (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA pH 8,0). Se sembraron 2 ul de cada
producto utilizando solucion de siembra (0,25 % de azul de bromofenol; 0,25 % de xileno-
cianol: 30 % de glicerol, en agua estéril) en una proporcidn 6:1 (muestra:soluciéon de siembra)
para corroborar el tamafio (de aproximadamente 580 pb para fragmentos obtenidos con cox2
y 850 pb para ITS) y la presencia de una uUnica banda. Como marcador de peso molecular se
utilizé Ladder 100 pb (PB-L®, Argentina). La electroforesis se realizd a 90 V en solucidon tampoén
1x TAE. Una vez finalizada la corrida electroforética, se observo el gel en transiluminador de luz
UV (300 nm). Posteriormente, los 18 pul restantes de los productos obtenidos fueron enviados
a la empresa Macrogen Korea, donde se secuenciaron utilizando los mismos cebadores

empleados en la PCR.

3.4.3 Analisis de secuencias

Para identificar los patégenos, a las secuencias obtenidas se les realizé BLAST (del inglés, Basic
Local Alignment Search Tool) utilizando el servidor del NCBI (del inglés National Center for

Biotechnology Information, http://ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

Para el analisis filogenético, se usé el programa MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016). Se realizd
BLAST a las secuencias en estudio y los arboles filogenéticos se obtuvieron luego de alinear las
secuencias con aquellas que presentaban mayor porcentaje de identidad aplicando analisis de

maxima verosimilitud basado en el modelo de Tamura y Nei (1993), con un Bootstrap de 1000.
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4. Resultados y Discusion

4.1 Identificacion morfolégica, molecular y relaciones patégeno-hospedante de las

distintas especies de Oomycetes estudiadas

Durante el desarrollo de esta Tesis de Maestria se constituyd una coleccion de 31 aislamientos
de distintas especies de Pythium, Phytophthora y Phytopythium de la provincia de Corrientes

que fueron caracterizados e identificados morfolégica y molecularmente.

Es importante resaltar que no fue posible observar produccion de vesiculas y zoosporas en los
aislados de Pythium. Frezzi (1956) advierte que solo un 15 a 20 % de los casos, los
zoosporangios evolucionan dando zoosporas, y que el resto germina directamente como
conidios. El aislado 30, Phytopythium vexans (ex Pythium vexans) fue el Unico capaz de

producir zoosporas en vesiculas.

En simultaneo, los distintos aislamientos fueron identificados molecularmente, a partir de la
amplificacion y secuenciacion del gen cox2 y de la regidn ITS del rDNA utilizados previamente
para identificar especies de la clase Oomycetes por Robideau et al. (2011), Choi et al. (2015),
Palmucii (2015), entre otros. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias
almacenadas  en la  base de datos del GenBank utilizando  BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Cabe aclarar que algunas secuencias obtenidas con
ITS no presentaron la calidad adecuada (Cepas: 4, 8, 10, 11, 16 y 26) y debido a dificultades
técnicas, no pudieron ser resecuenciadas, por lo que la identificacion molecular de esas cepas

se realizd a través de las secuencias obtenidas con cox2.

En la Tabla 2 se detallan las especies identificadas a partir de los analisis moleculares, los
cebadores utilizados para su secuenciacidon, el nimero de acceso de cada especie en estudio,
el porcentaje de similitud calculado a través de la distancia entre pares de secuencias con el
software MEGA 7 (Kumar et al., 2016) y los nimeros de acceso de las cepas tomadas como
referencia del GenBank de mayor porcentaje de similitud y el clado al cual pertenece cada

especie (Cooke et al., 2000; de Cock et al., 2004; McLeod et al., 2009; de Cock et al., 2015).

Los caracteres morfoldgicos correspondientes a cada aislamiento se resumen en la Tabla 3, en
la cual se describe: tipo de colonia, velocidad de crecimiento promedio de la misma, largo y

ancho de zoosporangios, didametros de oogonio y oospora, largo y ancho de anteridios.
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En base a los estudios realizados fueron identificadas 4 especies de Pythium, 3 especies de
Phytophthora y 3 especies de Phytopythium afectando 9 cultivos intensivos diferentes en
distintas localidades de la provincia de Corrientes. Pythium aphanidermatum fue la especie
mas prevalente afectando a una gran cantidad de hospedantes diferentes. A continuacion se
describen detalladamente las caracteristicas de cada uno de los aislamientos que conforman la
coleccién, asi como la patogenicidad en sus hospedantes de origen y en otros pertenecientes a

la misma familia botanica.

Tabla 2. Identificacion molecular de los aislamientos a nivel de especie. Se detallan los cebadores
utilizados para la secuenciacion, el numero de acceso de cada especie en estudio y de las especies
utilizadas como referencia, el porcentaje de similitud y el clado/grupo al cual pertencen.

. Nro. de % de Nro. Acceso cepa de
Especie Acceso en R . Clado/Grupo
Sim. referencia (GenBank)
GenBank
COX2 MK602217 99 KP264247.1
1 _— Pythium irregulare F
ITS MK534110 100 KU210692.1
COX2 MK602192 99 AF196580.1
2 ——— Pythium aphanidermatum A
ITS MK534108 100 KU211462.1
COX2 MK602193 99 KJ506457.1
3 — Phytophthora nicotianae 1/1
ITS - 77 DQO059571.1
COX2 MK602194 99 EF623864.1
4 ———  Phytophthora capsici 2/l
ITS - 85 AJ854284.1
COX2 MK602195 99 AF196580.1
5 —— Pythium aphanidermatum A
ITS MK534111 100 KU211462.1
COX2 MK602196 100 AF196580.1
6 — Pythium aphanidermatum A
ITS MK534109 100 KU211462.1
COX2 MK602197 100 AF196580.1
7 ———— Pythium aphanidermatum A
ITS MK534112 100 KU211462.1
COX2 MK602198 99 EF623864.1
8 ———  Phytophthora capsici 2/1l
ITS - 79 KM360045.1
COX2 MK602199 99 AF196617.1
9 _— Pythium spinosum F
ITS MK534113 99 KU208265.1
COX2 MK602200 99 EF623864.1
10 ———  Phytophthora capsici 2/1l
ITS - 88 MH842162.1
. . KP264247.1
11 COX2 Pythium irregulare MK602201 99 DQO71382.1 F
COX2 MK602202 99 AY129179.1
12 ———  Phytophthora cactorum 1/1
ITS MK534114 100 KJ128036.1
COX2 MK602203 99 DQO071382.1
13 _— Pythium irregulare F
ITS MK534115 98 KU210692.1
COX2 MK602204 99 DQ071382.1
14 _— Pythium irregulare F
ITS MK534116 99 HQ643622.1
15 COX2 Pythium myriotylum MK602205 99 AF196605.1 B
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ITS MK534117 100 KX671095.1
16 COX2 Phytopythium helicoides MK602206 99 KT595689.1 Phytopythium
COX2 MK602207 100 AF196579.1
17 — Pythium aphanidermatum A
ITS MK534118 100 KU211462.1
18 ITS Phytophthora cactorum MK534127 100 KJ128036.1 1/1
COX2 MK602208 100 AF196580.1
19 —— Pythium aphanidermatum A
ITS MK534119 100 KU211462.1
COX2 MK602209 100 AF196580.1
20 — Pythium aphanidermatum A
ITS MK534120 100 KU211462.1
COX2 MK602210 99 AF196580.1
21 — Pythium aphanidermatum A
ITS MK534121 100 KU211462.1
COX2 MK602211 99 AF196580.1
22 —— Pythium aphanidermatum A
ITS MK534122 99 KU211462.1
COX2 MK602212 99 EU265663.3
23 — Pythium aphanidermatum A
ITS MK534123 100 KU211462.1
COX2 MK602213 100 GU071777.1
24 _ Pythium irregulare F
ITS MK534124 99 MF948666.1
COX2 MK602214 99 KP264247.1
25 _— Pythium irregulare F
ITS MK534125 99 MF948666.1
26 COX2 Phytophthora nicotianae MK602215 98 KJ506457.1 1/1
COX2 MK602216 99 EU265663.3
27 Pythium aphanidermatum A
ITS MK534130 100 KU211462.1
28 ITS Phytophthora cactorum MK534126 100 KJ128036.1 1/i
29 - Pythium aphanidermatum - - - A
30 ITS Phytopythium vexans MK534128 96 GU133597.1 Phytopythium
31 ITS Phytopythium mercuriale MK534129 91 KU211357.1 Phytopythium
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Tabla 3. Caracteristicas morfolégicas de los aislamientos analizados. Se describen forma y velocidad de
crecimiento de las colonias, largo y ancho o didmetro de zoosporangios, diametro de clamidosporas,
oogonio y oosporas, largo y ancho de anteridios.

Velocidad

Aislamiento : N de
Nro Patégeno Colonia

Diametro
Oosporas
(1m)

Diametro
Clamidosporas Oogonios
(um)

Anteridios
(km)

Zoosporangios

crecimiento (um)
(cm/dia)

Radi iceli
1 Pythium irregulare adiada, micelio 1,8 14,7 - 15,5 12,8x 6,0 13,2
algodonoso aéreo
. Crecimiento tipo
2 Pythium aracnoide, escaso 1,1 - - 19,1  13,1x9,8 16,6
aphanidermatum Aty .
micelio aéreo
3 Phytophthora Sin bordes definidos, 0,8 32,8x 24,1 27,5 21,2  10,3x11,3 -
nicotianae escaso micelio aéreo
a Phytophfﬁora Bordes deffnldos, 16 67,8 x 45,2 R R R R
capsici escaso micelio aéreo
Pythium Sin patrén de
5 y “ crecimiento definido, 3,2 61x12,1 - 18,2 7,2x6,3 13,7
aphanidermatum o L
micelio aéreo
Pythium Sin patrén de
6 ikl crecimiento definido, a8 52 x 23,2 - 23,4  12,9x9,4 20,1
aphanidermatum . P
micelio aéreo
Puthium Sin patrén de
7 y crecimiento definido, 4,5 70x9,4 - 19,8 10,9x 11,7 14,8
aphanidermatum i -
micelio aéreo
Compacta, micelio
con crecimiento por
8 Phytophthora debajo de la 1,2 49,8 x 28,0 - - - .
capsicl superficie del medio
de cultivo
Sin un patréon
9 Pythium spinosum definido, algodonosa, 3,0 13,6 x 10 - 17,7 7,5x6 15,2
micelio aéreo
Compacta con bordes
definidos, micelio
10 Phytophthora o rmente debajo 1,2 40,7 x 28,7 - - - -
capsici i
de la superficie del
medio de cultivo
11 Pythium irregulare Radlada, ‘algo'donosa, 2,4 13,7 - 15 13,6 x 4,3 11,3
micelio aéreo
Compacta, algo
12 Phytophthora  radiada, sin bordes 0,9 23,9x 18,75 19,7 26,9 10,6 x 15,4 24
cactorum definidos, micelio
nudoso
13 Pythium irrequlare "2diada, algodonosa, 3,0 17,5 - 15,3 7,3x6,1 12,6
micelio aéreo
14 Pythium irregulare "2di2da, algodonosa, 2,8 13,5 = 15,1 8,4x5,9 12,2
micelio aéreo
Sin un patron
15 Pythium definido, algodonosa, 4,8 22,3x7,3 - 23,4 10,7x9,5 19,4
myriotylum abundante micelio
aéreo
Phytopythium Leve patrén radiado,
16 ol sl . 4,3 - - - - -
helicoides micelio aéreo
Pythi Sin patrén de
17 yeniam crecimiento definido, a5 70,2 x 6,1 - 19,4 10,5x11,3 14,5
aphanidermatum . .
micelio aéreo
Compacta, algo
18 Phytophthora  radiada, sin bordes 0,9 27,8x 19,4 26,1 11,4x154 23,7
cactorum definidos, micelio
nudoso
. Sin patrén de
19 P){thlum crecimiento definido, 4,5 70,1x5,7 - - - -
aphanidermatum i
micelio aéreo
Pythi Sin patrén de
20 veniam crecimiento definido, a5 66,4x7,8 - 254 11,3x13,5 17,9
aphanidermatum e "
micelio aéreo
Pythi Sin patrén de
21 yenium crecimiento definido, a5 68,8x 11,8 - 19,55 10,8x9,2 16,8
aphanidermatum S P
micelio aéreo
Puthium Sin patrén de
22 y crecimiento definido, 4,5 72,8x12,1 - 20,4 7,7x7,6 16,3
aphanidermatum L ,
micelio aéreo
. Sin patrén de
23 P){thlum crecimiento definido, 4,0 70x 15 - 20,2 12,1 x 10
aphanidermatum - ke 5
micelio aéreo
24 Pythium irregulare Rad|a§a, _algo-donosa, 3,0 17,2 -
micelio aéreo
R R Radiada, algodonosa,
25 Pythium irregulare N N . 4,5 22,8x 16,9 - 17,11 7,94 x5,5 14,6
micelio aéreo
26 Phytophthora Tipo aracnoide, 0,9 29,8x 21,5 18,5 - - -
nicotianae escaso micelio aéreo
Pythium Sin patrén de
27 4 crecimiento definido, 4,5 67 x 8,1 - 21,3 12,6 x 10,3 18,5
aphanidermatum s .
micelio aéreo
Compacta, algo
28 Phytophthora  radiads, sin bordes 0,6 27,5x 19 26,5 11,2x14,9 24,1
cactorum definidos, micelio
nudoso
. Sin patrén de
29 Pythium crecimiento definido, a5 - - 21,6 12x10,1 17,5
aphanidermatum . R
micelio aéreo
Con patrén
estrellado, escaso
Phytopythium micelio aéreo, de
30 ytopythiu color castafio claro en 2,25 15,7 - - -
vexans
el centro y
blanquecino en sus
margenes
Phyt ehi Arrosetada con
31 VEOPYERIUM o scaso micelio aéreo, 2,25 24,8 27,8  151x5,5 -
mercuriale
de color blanco
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4.1.1 Aislamientos identificados como Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzpatrick

Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzpatrick 1923

Sindnimos:  Rheosporangium  aphanidermatum  Edson  (1915),  Rheosporangium
aphanidermatus Edson (1915), Nematosporangium aphanidermatum (Edson) Fitzp. (1923),
Pythium butleri Subraman., (1919), Nematosporangium aphanidermatum var. hawaiiensis

Sideris (1931), Nematosporangium aphanidermatum var. hawaiiense Sideris (1931).

Este patdgeno fue descripto en un principio por Edson en Estados Unidos en 1915, como
agente causal de damping-off en Beta vulgaris L. (remolacha). Este autor lo habia denominado
Rheosporangium aphanidermatum. En 1923, Fitzpatrick lo ubicd en el género Pythium. En
Argentina fue aislado por primera vez por Frezzi en 1950, a partir de plantas adultas de Pisum
sativum L. (arveja) severamente afectadas por podredumbre radical (40 % de mortandad de
plantas) en la EEA Manfredi, Cérdoba. Posteriormente fue aislado, también por Frezzi, en los
siguientes hospedantes: Beta vulgaris (remolacha), Capsicum anuum L. (pimiento), Citrullus
vulgaris (Thumb.) Matsum. y Nakai (sandia), Cucumis melo L. (meldn), Cucurbita sp. L.,
Cucurbita pepo (zapallo), Phaseolus vulgaris L. (poroto), Fragaria vesca L., entre otros (Frezzi,
1956; Van der Plaats-Niterink, 1981; Palmucci, 2015). Existen 304 relaciones Pythium
aphanidermatum-hospedante citadas en el mundo, segun la informacién disponible en Fungal

databases (Farr y Rossman, 2015).

Las colonias obtenidas a partir de la incubacién de estas cepas presentaron un exuberante
crecimiento de micelio aéreo blanco algodonoso, sin un patrén de crecimiento, en corto
tiempo (Tabla 3). Al cabo de 2 dias, en promedio, el micelio alcanzaba la tapa de la placa de
Petri, independientemente del medio de cultivo utilizado, coincidentemente con la descripcion
de Van der Plaats-Niterink (1981), quien sefiald una rapida tasa de crecimiento para esta

especie (>30 mm.dia™).

Pythium aphanidermatum soporta altas temperaturas de crecimiento, siendo la mdaxima
superior a 40°C (Van der Plaats-Niterink, 1981), por lo que es comun encontrar esta especie
infectando cultivos bajo invernaculo. La temperatura posee gran influencia sobre la
infectividad y el dafo que puede causar esta especie, siéndole muy favorables las condiciones
ambientales que se presentan en la zona en estudio. Esto se asocia ademas con las fechas de

recoleccion de los aislados pertenecientes a esta especie, ya que la mayoria fue obtenida en
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los meses mas calurosos del afio. Ademas, fue la especie mas frecuente de la coleccion en

estudio, lo que demuestra la importancia de este patdgeno en Corrientes.

Todos los aislamientos estudiados de P. aphanidermatum presentaron zoosporangios
lobulados, similares a hifas vegetativas que en muchos casos contenian tabiques los cuales
actuan como barrera para separar zonas vivas (citoplasmaticas), de las muertas de donde el
citoplasma ha sido extraido. En cuanto a las estructuras sexuales, se observaron oogonios
terminales y anteridio intercalar monoclino, es decir, que nacia de la misma hifa oogonial (a
veces diclino), uno por oogonio, con forma de barril comprimido. Las oosporas eran apleréticas
(separadas de la pared oogonial) y de pared lisa, coincidentemente con lo descripto por Frezzi

(1956) para esta especie.

Las secuencias de los loci cox2 e ITS de estos aislamientos presentaron un porcentaje de
identidad que varid entre 99 y 100 % (Tabla 2). A continuacién, se detallan las caracteristicas

de cada uno de los aislamientos en relacién al hospedante del cual fueron aislados.

4.1.1.1Cepas 2,5,6,7,17y 19

Las cepas 2, 5, 6, 7, 17 y 19 fueron aisladas en distintas localidades a partir de plantas de
pimiento (Tabla 1). Las caracteristicas morfolégicas que presentaron sus estructuras se
presentan en la Tabla 3. Todas las cepas coincidieron con las descripciones realizadas por

Frezzi (1956), Van der Plaats-Niterink (1981) y Dick (1990).

Todos los aislamientos resultaron ser patégenos en pimiento, observandose la misma
sintomatologia que al momento de la recoleccién de los ejemplares enfermos (Figura 3). Por
otro lado, con el aislado 19 se realizaron pruebas de patogenicidad cruzadas en berenjena,

observandose sintomas de damping-off.
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c | F NS -
Figura 3. Prueba de patogenicidad de los aislados 5, 6, 7 y 19 en pimiento, exhibiendo raices y cortes de
tejido radical vistos en microscopio Optico. A-B. Raices de pimiento inoculado con la cepa 5. C.
Estructuras en tejido radical inoculado con la cepa 5. D-E. Raices de pimiento inoculado con la cepa 6. F.
Oospora en tejido radical. G-H. Raices de pimiento inoculado con la cepa 7. I. Oogonio con anteridio
intercalar. J-K. Raices de pimiento inoculado con la cepa 19. L. Oospora en tejido radical inoculado con
cepa 19. M-0. Raices de pimiento testigo sin inocular, mostrando tejido sano.

Este patdgeno generalmente se encuentra asociado a otras especies de Pythium (P. ultimum,
P. myriotylum), Phytophthora spp., Fusarium spp., Rhizoctonia spp., entre otros. En plantas
adultas, los sintomas pueden confundirse muchas veces con dafos causados por fertilizaciones
excesivas, alto porcentaje de sales solubles, estrés hidrico o térmico. Esto ocurre debido a que
los sintomas incluyen: reduccion del vigor y del crecimiento, clorosis (Roberts, 2003). En este

caso, P. aphanidermatum fue el Unico patdgeno aislado a partir de las raices de pimiento.

La relacién Pythium aphanidermatum-Capsicum annuum fue encontrada frecuentemente en
diferentes zonas de la provincia, lo que demuestra la importancia de P. aphanidermatum como

patégeno de pimiento en Corrientes.

En coincidencia con nuestros resultados, Palmucci et al. (2011) describe a P. aphanidermatum
como patégeno de pimiento en diferentes provincias de Argentina, destacandolo como uno de
las especies mas frecuentes en cultivos horticolas y ornamentales después de P. ultimum y P.

debaryanum.
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4.1.1.2 Cepa 20

Esta cepa fue obtenida a partir de plantines de berenjena cultivados en bandejas multiceldas
bajo invernadero en los que se presentod la sintomatologia tipica de damping-off. Esta relacion
patdgeno-hospedante fue citada por primera vez en Corrientes por Colombo, et al. en el afo

2005. Las caracteristicas morfoldgicas se presentan en la Tabla 3.

Las pruebas de patogenicidad y patogenicidad cruzada se practicaron en berenjena (Figura 4)
y tomate (Figura 5), respectivamente, reproduciendo la enfermedad. El agente causal pudo ser
reaislado satisfactoriamente en ambos casos, y sus caracteristicas se correspondieron con las

de la especie.

Figura 4. Prueba de patogenicidad del aislado 20 en plantas de berenjénal exhibiendo sintomas de
damping-off.
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Figura 5. Prueba de patogeniciad cruzada del aislado 20 en planta de tomate, exhibiendo sintomas de
damping-off (izquierda) y testigo sin inocular (derecha).

Drechsler (1926) menciona a P. aphanidermatum como agente causal de la podredumbre
algodonosa de frutos de berenjena, el cual producia la destruccion total de los frutos en tan
solo 78 horas, hecho que demuestra la agresividad de este patdgeno. En Corrientes, la relacién
P. aphanidermatum-Solanum melongena fue descripta en el afio 2005 por Colombo et al.,
produciendo podredumbre basal de plantas. Pythium aphanidermatum es capaz de infectar a
todas las especies de solanaceas cultivadas en la provincia de Corrientes, incluyendo ademas, a
otras especies de distintas familias botanicas, por lo que resulta de gran importancia su

correcta identificacidn para realizar un manejo adecuado y evitar reducciones en rendimiento.

4.1.1.3 Cepa 21

Fue aislada a partir de plantas de Lactuca sativa (lechuga) producidas en bandejas multicelda

con sintomas de damping-off (Tabla 1).

Este aislamiento presentd como estructuras sexuales oogonios de 19,55 um, anteridios de 10,8
X 9,2 um y oosporas de 16,77 um en promedio; y como estructuras asexuales, zoosporangios
filamentosos que alcanzaron tamarfios de 194 x 19,6 um (Tabla 3, Figura 6). El crecimiento en

placas fue rapido, 45 mm.dia™!, presentando micelio aéreo blanquecino, algodonoso.
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Figura 6. Estructuras sexuales y asexuales de Pythium aphanidermatum, aislado 21. A. QOospora
aplerdtica. B. Zoosporangio lobulado.

Se realizaron pruebas de patogenicidad en plantas de lechuga con 2 y 4 hojas desplegadas,

expresando sintomas a los 21 DDI. En ambos casos fue posible observar los sintomas tipicos de

damping-off (Figura 7).

A B
Figura 7. Prueba de patogenicidad del aislado 21. A. Planta de lechuga (4 hojas) inoculada con cepa 21

exhibiendo sintomas de daming-off. B. Planta de lechuga (2 hojas) inoculada con cepa 21 con sintomas
de damping-off.

Esta enfermedad puede ocurrir en etapa de semilla, pre y post emergencia. En post
emergencia, es posible observar una lesién decolorada, comprimiendo el tallo en su parte mas
cercana a la superficie del suelo. Esto sucede debido a que el patégeno solo puede destruir la
capa externa de células que rodea al tallo. Se produce necrosis de los apices radicales, pero las
posibilidades de sobrevivir aumentan a medida que la planta crece. En este caso, el resultado
es la falta de homogeneidad del cultivo, ya que las plantas afectadas disminuyen su

crecimiento (Matheron, 1997).

Ademads de las especies de Pythium que causan damping-off, existen otras asociadas al

marchitamiento, tizén de la hoja y podredumbre de la raiz de lechuga. En 1993, Pythium
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uncinulatum Van der Plaats-Niterink y Blok provocd podredumbre de la raiz en lechuga,
resultando en pérdidas estimadas del 20-30 % en California. Entre los sintomas se describen
amarillamiento de las hojas exteriores, coloracion amarillo oscuro a marrdn de la raiz principal,
necrosis de los apices de las raices. Entre las especies encontradas en las raices de lechuga se
citan a P. spinosum Sawada, P. aphanidermatum (Edson) Fitzp., P. megalacanthum de Bary,
entre otras (Davis y Davis, 1997). Ademas, este patdgeno ha sido encontrado provocando
podredumbre de raices en plantas de lechuga en sistemas hidropdnicos (Sutton et al., 2006),
hecho que demuestra la importancia de este patdgeno, ya que es capaz de provocar dafios en

diferentes sistemas de produccion.

4.1.1.4 Cepa 22

Esta cepa fue aislada a partir de plantas de Petroselinum crispum Mill. (perejil) cultivadas a

campo con sintomas de marchitez.

Este aislamiento presentd una velocidad de crecimiento de 45 mm.dia* en APG, cubriendo la
placa por completo a las 48 horas con un micelio denso, aéreo, de color blanquecino,
caracteristico de Pythium aphanidermatum. Los zoosporangios lobulados, oogonios, anteridios

y oosporas fueron los caracteristicos de esta especie en cuanto a tamafio y forma (Tabla 3).

Las pruebas de patogenicidad efectuadas en plantas de perejil dieron resultados positivos,

observandose estructuras tipicas de este oomycete en los tejidos infectados (Figura 8).

Figura 8. Corte de tejido radical de planta de perejil inoculada con aislado 22 con una gran cantidad de
estructuras de reproduccion de Pythium aphanidermatum (10x).
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Pythium aphanidermatum fue descripta por primera vez en este hospedante en Hawaii, por
Raabe et al. en 1981. Frezzi, en 1956, describié a Pythium irregulare, P. mastophorum vy P.
ultimum causando damping-off en Petroselinum crispum. A la fecha, no se encuentran

registros de este patégeno en perejil en Argentina.

4.1.1.5 Cepas 23, 27, 29

Estas cepas fueron aisladas a partir de plantas de tomate cultivadas en invernaculo (Tabla 1).
Las plantas presentaron un estrangulamiento en la zona del cuello, de color marrén oscuro y

marchitamiento.

El crecimiento en placa fue muy rapido para los tres aislamientos, resultando una velocidad
promedio de 45 mm.dia. Se observaron estructuras sexuales y asexuales caracteristicas de

esta especie (Tabla 3, Figura 9).

Las pruebas de patogenicidad fueron realizadas en plantas de tomate, reproduciendo los
sintomas a los 20 DDI (Figuras 9 y 10). En los tejidos infectados pudo observarse estructuras
tipicas de P. aphanidermatum, que coincidieron con las descriptas en la Tabla 3 para estos

aislamientos (Figuras 9y 11).

Figura 9. Caracteristicas morfoldgicas y prueba de patogenicidad de Pythium aphanidermatum, aislado
23. A. Colonia del aislado 23 en APG. B. Oog: oogonio, Ant: anteridio intercalar. C. Plantas de tomate
inoculadas con cepa 23 con sintomas de damping-off. D. Oosporas (Oosp) en tejido de tomate
inoculado.
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Figura 10. Prueba de patogenicidad del aislado 27 en plantas de tomate exhibiendo sintomas de
marchitamiento.

En 1945, Preston describié a Pythium aphanidermatum infectando a Solanum lycopersicum
(tomate) en Oklahoma, EEUU. Grijalba et al. en 2015 reportaron por primera vez a este
patdgeno causando podredumbre basal y muerte de plantas adultas de tomate en Argentina;
también resaltan que las condiciones ambientales (temperaturas muy altas) fueron clave para
la predisposicion de las plantas al ataque de este patdgeno. Este hecho se condice con las
condiciones ambientales en las cuales fueron obtenidos los aislados 23, 27 y 29, los cuales
aparecieron provocando muerte de plantines de tomate en época de trasplante (meses mas

calidos del afio).
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Como se menciond anteriormente, P. aphanidermatum es una especie cosmopolita, con una
amplia gama de hospedantes y una velocidad de crecimiento asombrosamente alta. Es capaz
de infectar tanto plantas jovenes como adultas y diferentes drganos, desde raices y tallos hasta
frutos en contacto con el suelo; ademas fue encontrada en diferentes sistemas de produccién
(a campo, en sustrato, en hidroponia), lo que demuestra la importancia de su correcta

identificacion y oportuno control.
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4.1.2 Aislamientos identificados como Pythium irregulare Buisman

Pythium irregulare Buisman (1927)

Sindnimos: P. equiseti Sadebeck (1874), Pythium irreqgulare var. irregulare Buisman (1927),
Pythium irregulare var. hawaiiense Sideris (1932), Pythium polymorphon Sideris (1932),
Pythium fabae G. Cheney (1932), Pythium kunmingense Yu (1973), Globisporangium irrequlare
(Buisman) Uzuhashi, Tojo y Kakish. (2010).

Esta especie fue descripta por Buisman en 1927, la cual fue aislada de raices necrosadas de
Cucumis sativus LINN., Lupinus sp., y Pisum sativum LINN. en Holanda (Van der Plaats Niterink,
1981). Frezzi en 1949, encontrd esta especie por primera vez en raices de Hordeum vulgare en
Argentina. Posteriormente, la identificd en 28 hospedantes, entre ellos se destacan: Arachis
hipogea LINN. (mani), Daucus carota LINN. (zanahoria), Eruca sativa (rdcula), Gypsophila sp.,
Lactuca sativa LINN. (lechuga), Solanum lycopersicum (tomate), Solanum melongena
(berenjena), Petroselinum crispum (perejil), Phaseolus vulgaris (poroto), Pisum sativum
(arveja), entre otras (Frezzi, 1956). Existen 238 combinaciones de Pythium irregulare-

hospedantes segln Farr y Rossman en Fungal Databases (2015).

Pythium irregulare se caracteriza por poseer esporangios esféricos o subesféricos, elipsoidales
o limoniformes con septos. Los oogonios pueden presentar algunas espinas (ornamentados) o
ser lisos, de 17 um en promedio (Robertson, 1980). Dicho autor no observd produccién de
zoosporas, a diferencia de Frezzi (1956), quien fue capaz de obtenerlas rapidamente, luego de
colocar zoosporangios de esta especie en agua. Van der Plaats-Niterink (1981) en su
Monografia del género Pythium, describe hinchamientos hifales para esta especie, los cuales
son denominados zoosporangios por otros autores como Frezzi (1956); Robertson (1980);
entre otros. Ho (2011) define a los zoosporangios como aquellas estructuras que son capaces
de producir zoosporas e hinchamientos hifales a aquellas que no lo hacen. En esta Tesis se
tomarad el criterio de Frezzi y Robertson, y se denominard a estas estructuras como

zoosporangios.

Los aislamientos 1, 11, 13, 14, 24 y 25 presentaron caracteristicas morfoldgicas tipicas de P.
irregulare (Tabla 3) y las secuencias de los loci cox2 e ITS de estos aislamientos presentaron un
porcentaje de identidad que varié entre 98 y 100 % con esta especie (Tabla 2). A continuacion,
se detallan las caracteristicas de cada uno de los aislamientos en relacion al hospedante del

cual fueron aislados.
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4.1.2.1 Cepas 1y 25

La cepa 1 fue aislada a partir de raices de Gerbera jamesonii (gerbera) en enero de 2011. La
cepa 25 también fue obtenida a partir de plantas de gerbera cultivadas en invernaculo en el
afio 2016. Los sintomas que presentd este hospedante fueron marchitamiento y pudricidn de
raices como se puede observar en la Figura 12. El crecimiento en placas fue rapido,
cubriéndolas al cabo de 4 dias. La colonia radiada estaba constituida por micelio blanco

algodonoso tupido aéreo, sobre todo en los margenes de la placa de Petri.
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Figura 12. Planta de gerbera con sintomas de marchitez causada por el aislamiento 25, identificado
como Pythium irregulare.

El aislado 1 en APG crecié a una velocidad promedio de 18 mm diarios, cubriendo la placa de
Petri en 5 dias (90 mm), en medio AV8 fue similar. El aislado 25 fue mas rdpido, alcanzando los

45 mm.dia™.

Se lograron observar zoosporangios esféricos de 17,5 um para la cepa 25 y de 14,7 um para la
cepa 1; y limoniformes intercalares, de 22,8 x 16,9 um y de 26,3 x 14,8 um en promedio
(aislado 25 y 1, respectivamente). Los oogonios poseian un tamaio de 15,5 um y 17,1 um en
promedio, cepa 1 y 25 respectivamente (Tabla 3). En algunos casos fue posible observar
espinas, mayormente 1, en la pared del oogonio (ornamentado). Fue posible encontrar
anteridios monoclinos persistentes, 1 o 2 por oogonio; la célula anteridial claviforme, oval-
alargada separada por un tabique (Figura 13). Al ser colocados en placas con agua libre
durante 24 horas, fue posible observar germinacién directa de los zoosporangios (como
conidios), los cuales fueron producidos en abundancia como fue descripto por Palmucci et al.

(2011), Diaz-Celaya et al. (2011) y Palmucci (2015).
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Se realizaron pruebas de patogenicidad en gerbera con resultados satisfactorios a los 14 dias
después de la inoculacion (DDI, Figura 14). La prueba de patogenicidad cruzada se practicé con
el aislado 25 en plantas de Eustoma sp. (lisianthus) mostrando sintomas también a los 14 DDI.

Se logro el reaislamiento del patégeno de ambos hospedantes.
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Figura 13. Caracteristicas morfoldgicas y patogenicidad del aislamiento 1, Pythium irregulare. A. Colonia
en medio APG. B-C. Oogonio (Oog) con anteridio monoclino clavado (Ant). D. Raices de gerbera
inoculadas con cepa 1. E. Micelio con estructuras de Pythium irregulare vistas en lupa en raices, luego de
3 dias de incubacion. F. Oogonio (Oog) con dos anteridios monoclinos clavados (Ant).

C

Figura 14. Pruebas de patogenicidad del aislamiento 25. A. Gerbera testigo e inoculada con la cepa 25. B.
Raices de gerbera testigo, sana. C. Raices de gerbera inoculada con la cepa 25.
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P. irregulare en gerbera fue descripta por Katawczik (2008) en Estados Unidos, pero aun no ha
sido descripta en Argentina para este hospedante. Algunos investigadores como Ferronato et
al. (2008) y Cundom (2013) han mencionado a Pythium sp. como patdgeno de gerbera sin
hacer alusién a la especie. En nuestro conocimiento, este es el primer registro de Pythium

irregulare en gerbera en Argentina.

4.1.2.2 Cepa 1l

Este aislamiento fue obtenido a partir de tejido radical de frutilla en julio de 2016 (Figura 15).

S

Figura 15. Planta de frutilla con sintoma de necrosis en raices causado por Pythium irregulare, cepa 11.

El crecimiento promedio en placa de Petri fue de 24 mm diarios, cubriéndola en 4 dias. El
crecimiento inicial fue mayor en AV8 (41 mm en 1 dia) que en APG (31 mm en 1 dia), pero al
cabo de 4 dias, el hongo cubrié las placas de Petri en ambos medios de cultivo por igual.
Presenté oogonio equinulado (ornamentado), con una espina, con anteridio monoclino
(formado a partir de la hifa del oogonio) y célula anteridial claviforme; zoosporangios

limoniformes intercalares de 13,7 um en promedio (Figura 16, Tabla 3).
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Figura 16. Estructuras sexuales y asexuales caracteristicas deI alslado 11. A Zoosporanglo intercalar. B-C.
Oogonio terminal (Oog) con anteridio monoclino (Ant).

La prueba de patogenicidad se realizd plantas de frutilla, con resultados satisfactorios a los 20

DDI.

Pythium irrequlare ha sido descripto como patdgeno de Fragaria x ananassa (frutilla) en 1970
por Nemec y Sanders en lllinois, EE.UU. Palmucci et al. (2011) en “Status of the Pythiaceae
(Straminipila) in Argentina. |. The Genus Pythium“, menciona al género Pythium como agente
causal de podredumbre de raiz en frutilla en Corrientes, Formosa y Santa Fe, pero no ha sido
descripta la especie involucrada. Segun esta revision Pythium irregulare no estd indicado como

patdgeno de frutilla en el pais.

4.1.2.3Cepas 13y 14

Estas cepas fueron encontradas causando damping-off en Citrullus lanatus (sandia)

proveniente de distintas localidades, en septiembre de 2016.

A los 3 dias de la siembra en APG y en CMA, el hongo colonizé completamente la placa de Petri
con un micelio blanco algodonoso, de crecimiento radiado, caracteristico de esta especie

(Figura 17). La velocidad promedio de crecimiento fue de 29 mm.dia™.
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Figura 17. Colonia de Pythium irregulare en medio CMA (3 dias de incubacion).

Los zoosporangios, oogonios, anteridios y oosporas de estas cepas coincidieron con las
caracteristicas descriptas por Frezzi, 1956; Van der Plaats-Niterink, 1981 para Pythium

irregulare en cuanto a tamano y forma (Tabla 3).

Las pruebas de patogenicidad fueron realizadas en plantas de sandia a los 20 dias después de
la siembra (DDS, Figura 18). La prueba de patogenicidad cruzada fue practicada en plantas de
meldn a los 20 DDS. En ambos hospedantes, los sintomas de damping-off se manifestaron a los
11 DDI, tanto para el aislamiento 13 (Figuras 18 y 19) como para el aislamiento 14 (Figuras 20y
21). En ambos casos, el patdgeno fue aislado y estudiado en sus caracteristicas coincidiendo
con las descriptas para P. irregulare (Figuras 19, 20 y 21). Los testigos de los dos hospedantes

permanecieron sanos.
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Figura 18. Prueba de patogenicidad del aislamiento 13 en plantas de sandia exhibiendo sintomas de
damping-off a los 11 DDI.

Figura 19. Patogenicidad cruzada del aislado 13 en plantas de meldn a los 11 DDI. A-B. Plantas de meldn
con sintomas de dampping-off. C. Raiz de melén sintomatica. D. Oosporas de Pythium irregulare en
corte de tejido radical.
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Figura 20 Prueba de patogemadad del aislado 14 en plantines de sandla a los 11 DDI. A-C. Plantas de
sandia con sintomas de damping-off. D. Oospora del aislado 14, Pythium irregulare, en tejido radical
inoculado. E. Oogonio terminal con dos anteridios monoclinos.
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Figura 21. Prueba de patogenicidad cruzada correspondlente al aislado 14 A. Plantas de meldn con
sintomas de damping-off. B. Estrangulamiento del cuello y pudriciéon de raices de meldn. C. Detalle de
Oogonio (Oog) y anteridio (Ant) monoclino, 100x. D. Oogonio terminal y anteridio monoclino, 40x. E.
QOospora en tejido radical de planta de melén inoculada.
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P. irregulare ha sido citada como patdgeno de sandia en EE.UU en 1938 (Middleton, 1943) y en
Papua Nueva Guinea en 1960 (Farr y Rossman, 2015). En Argentina se mencionan distintas
especies de Pythium como agentes causales de enfermedad en sandia, tales como: Pythium
debaryanum, P. ultimum, P. acanthicum, P. aphanidermatum, P. oligandrum y P. periplocum,
pero no se hace referencia a P. irregulare (Atlas Fitopatoldgico Argentino, 2019). Segun la
revision bibliografica realizada en esta Tesis de Maestria, este seria el primer reporte de P.

irregulare en sandia en Argentina.

4.1.2.4 Cepa 24

Este patégeno se aislé a partir de plantas de lisianthus (Eustoma sp.) cultivadas bajo

inverndculo con sintomas de podredumbre de raices causada por Pythium irregulare.

El oomycete crecidé rapidamente en placa, cubriéndola al cabo de 3 dias con micelio blanco
algodonoso, generando una colonia de forma radiada. Se observaron escasas estructuras de

reproduccion sexual y asexual caracteristicas de P. irregulare (Tabla 3, Figura 22).
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Figura 22. Estructuras sexuales y asexuales caracteristicas del aislado 24. A. Zoosporangio limoniforme
intercalar. B. Oogonio terminal con anteridio monoclino con célula anteridial claviforme.

Se realizaron pruebas de patogenicidad en plantines de lisianthus, los cuales mostraron

sintomas de marchitez a los 14 DDI (Figura 23). Al microscopio se observaron estructuras

correspondientes a Pythium irregulare, lo cual se corrobord con aislamientos en placas.
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Figura 23. Prueba de patogenicidad del aislado 24 en Eustoma sp. a los 14 DDI. A. Testigo. B. Inoculado

con cepa 24. C. Raices del testigo. D. Raices de la planta inoculada.

B C .
Figura 24. Patogenicidad cruzada del aislado 24 en plantas de gerbera a los 14 DDI. A. Plantas de

gerbera, testigo (izquierda) e inoculada (derecha). B. Raices de gerbera testigo. C. Raices de gerbera
inoculada.
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La prueba de patogenicidad cruzada se practicé en plantas de gerbera (Figura 24). A los 14 DDI
se observd la presencia de Pythium en raices, el cual fue aislado en placa, corroborando la

identidad del patégeno como P. irregulare.

La podredumbre de raices de lisianthus causada por Pythium spp. ha sido descripta en
diferentes paises, como EEUU, Espafia, Ecuador, entre otros. Ademas de P. irrequlare, también
se encuentran frecuentemente a P. myriotylum y P. spinosum como agentes causales de esta
enfermedad (McGovern, 2016). En Argentina, P. irregulare no ha sido descripta como

patdgena de este hospedante aun.
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4.1.3 Aislamientos identificados como Pythium myriotylum Drechsler

Pythium myriotylum Drechsler 1930

Fue descripto originalmente en Solanum lycopersicum (tomate) en Estados Unidos en 1930. Se
presenta en regiones cdlidas, pero también ha sido aislado en invernaculos de zonas

templadas (Van der Plaats-Niterink, 1981).

Segun la Farr y Rossman (2015), se lo puede encontrar en mas de 81 hospedantes en distintas
partes del mundo. Entre los hospedantes mas importantes se citan: Citrullus vulgaris, Solanum
melongena, Arachis hypogaea, Cucumis sativus, Secale cereale, Phaseolus vulgaris, Nicotiana
tabacum, Solanum tuberosum, Daucus carota, entre otros (Van der Plaats-Niterink, 1981; Farr
y Rossman, 2015). March et al. (2001) mencionan a P. myriotylum como uno de los agentes
causales de la podredumbre de la vaina de Arachis hypogaea (mani) en la provincia de

Cdérdoba, Argentina.

4.1.3.1 Cepa 15

Esta cepa fue aislada a partir de plantas de Petroselinum crispum (perejil) cultivadas a campo.

Las secuencias de los loci cox2 e ITS de este aislamiento presentaron un porcentaje de
identidad con la especie P. myriotylum de 99 y 100 % para cada locus, respectivamente (Tabla

2). A continuacion, se detallan las caracteristicas del aislamiento.

Entre sus estructuras, fue posible observar zoosporangios filamentosos lobulados, algunos
digitados (Figura 25). Se formaron abundantes apresorios en la base y tapa de las placas de
Petri (Figura 26), facilmente distinguibles por su forma filamentosa, inflada, presentandose
como racimos y con apices globosos, coincidiendo con lo descripto por Van der Plaats-Niterink
(1981). El micelio blanco, algodonoso, aéreo, desarrollé una colonia sin un patrén definido,

cuya velocidad de crecimiento fue de 48 mm.dia* (Tabla 3).
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en AV8. B. Colonia en APG. C. Apresorios (Ap) en tapa de placa de Petri. D-E. Zoosporangios (Zsp). F.
Detalle de zoosporangios (Zsp) y apresorios (Ap).

e 2

Figura 26. Detalle de apresorios formados en tapa de placa de Petri luego de 4 dias de incubacion.

Para comprobar la patogenicidad, se realizaron pruebas en plantas de perejil con herida en
cuello, que mostraron sintomas de clorosis en hojas, podredumbre de raices y necrosis en

corona, a los 30 DDI (Figura 27). Los testigos sin inocular permanecieron sanos.
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Figura 27. Prueba de patogenicidad en planta de perejil, inoculada con cepa 15, Pythium myriotylum, a
los 30 DDI.

Stirling et al. (2009) describen a P. myriotylum en Zingiber officinale (jengibre) como un
patdgeno muy agresivo, mostrando sintomas en rizomas a los 7 DDI, y cuya patogenicidad se
encuentra favorecida por altas temperaturas. Coincidentemente, la cepa de P. myriotylum
estudiada en esta Tesis de Maestria fue obtenida en diciembre, cuando las temperaturas de
suelo pueden superar los 30 °C. Gull et al. (2004) encontraron ademadas a esta especie en
sistemas de produccion hidropdnicos, y hacen referencia a la presencia de este patégeno en

agua de riego.

Las caracteristicas mencionadas indican que este patdgeno podria desarrollarse y dispersarse
facilmente en Corrientes. Sin embargo, se ha encontrado una sola cita de P. myriotylum en
Argentina, y hasta la fecha, segun la revisidn bibliografica realizada, a nivel mundial no ha sido

descripta aun en Petroselinum crispum.
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4.1.4 Aislamientos identificados como Pythium spinosum Sawada

Pythium spinosum Sawada 1926

Sindnimo: Globisporangium spinosum (Sawada) Uzuhashi, Tojo y Kakishima (2010).

Esta especie fue descripta por primera vez en 1926 por Sawada causando damping-off en
plantines de Anthirrinum majus (conejito) en Taiwan. Posteriormente, fue descripta Sawada y
Chen en hospedantes como: Allium fistulosum, Calendula officinalis, Chrysanthemum
coronarium, Coriandrum sativum, Cucumis sativus, Daucus carota, Lactuca sativa,
Lycopersicum esculentum, Solanum melongena, entre otros (Van der Plaats-Niterink, 1981). En
Argentina fue citada por primera vez en 1954 por Frezzi como causante de damping-off en
Gypsophila sp. y Solanum melongena. Segun Farr y Rossman (2015), existen 82 relaciones
Pythium spinosum-hospedantes citadas en el mundo, incluyendo a: Capsicum annuum,

Citrullus lanatus, Citrus spp., Cucurbita spp., Cucumis melo, entre otras.

4.1.4.1 Cepa 9

La cepa 9 es la Unica representante de esta especie dentro de la coleccién sobre la cual se
trabajoé en esta Tesis de Maestria. Fue obtenida a partir de plantas de frutilla cultivadas a

campo con sintomas de necrosis del tejido radical.

Las secuencias de los loci cox2 e ITS de este aislamiento presentaron un porcentaje de
identidad de 99 % con la especie mencionada (Tabla 2). A continuacidn, se detallan las

caracteristicas del aislamiento.

El crecimiento en placa de este aislamiento fue lento en un principio, pero al cabo de 72 horas
logré cubrir por completo la placa de Petri, con una velocidad promedio de 30 mm.dia™. La

colonia blanca algodonosa, aérea, crecié sin un patrén definido (Tabla 3).

Los oogonios esféricos, ornamentados fueron producidos en abundancia al cabo de 4 dias de
incubacién (Figura 28), presentando un anteridio por oogonio (Figura 29). Los zoosporangios
de forma esférica, subesférica y limoniformes fueron producidos cuantiosamente (Figura 30).

No se registré produccion de zoosporas, coincidentemente con Frezzi (1956), Robertson
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(1980), Van der Plaats-Niterink (1981) y Palmucci (2015); pero se observé germinacion directa

de los zoosporangios.

proyecciones digitadas (espinas) en la pared oogonial. B, D. Oogonio con proyecciones o espinas en la
pared.

10 pm
™ %3, AL ST e T

s - W * e,
Figura 29. Oogonio (Oog) y anteridio (Ant) de Pythium spinosum, correspondiente al aislado 9.
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10 um

rr\

Figura 30. Detalles de zoosporangios limoniformes delimitados por tabiques.

La prueba de patogenicidad fue realizada en plantas de frutilla, dando resultados positivos. Los

testigos sin inocular se mantuvieron sanos.

Esta misma especie fue descripta en Argentina por Meneguzzi et al. (2011), causando

podredumbre de raices de frutilla junto con P. ultimum Trow en la provincia de Tucuman. Por

otro lado, Gull et al. (2004) menciona a esta especie en sistemas de produccidn hidropdnicos,

provocando podredumbre de raices en pepino, lo que indica que se encuentra presente en

diferentes sistemas de produccion. A pesar de que a nivel mundial P. spinosum es una especie

frecuentemente encontrada provocando dafios en diversos cultivos bajo distintos sistemas de

produccién, en Argentina solo ha sido descripta en cinco cultivos (Gypsophila sp., Solanum

melongena, Arachis hypogaea, Hebe sp. y Fragaria x ananassa), y en esta Tesis de Maestria

solo se ha recuperado un ejemplar de la misma.
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4.1.5 Aislamientos identificados como Phytopythium helicoides Drechsler

Phytopythium helicoides Drechsler (1930)

Sindnimos: Phytopythium helicoides (Drechsler) Abad, de Cock, Bala, Robideau, Lodhi y
Lévesque (2014), Ovatisporangium helicoides (Drechsler) Uzuhashi, Tojo y Kakish. (2010),
Phytophthora fagopyri S. Takim. ex S. Ito y Tokun. (1935), Pythium helicoides Drechsler (1930).

Anteriormente, esta especie estaba clasificada dentro del género Pythium. Sin embargo,
debido a nuevos estudios morfoldgicoas, moleculares y filogenéticos, las especies de Pythium
pertenecientes al clado K pasaron a agruparse dentro del género Phytopythium (de Cock et al.,

2015).

Esta especie fue descripta por primera vez por Drechsler, afectando a Dahlia en 1930 en EEUU.
Posteriormente, se la encontrd en distintas partes del mundo infectando hospedantes de
importancia econémica como: Citrullus vulgaris, Pisum sativum, Spinacea oleracea, Glycine
max, Medicago sativa, Pinus elliotti, Gossypium sp.; y en algunas ornamentales como: Ilex sp.,
Azalea sp., Hibiscus sp., entre otras (Van der Plaats-Niterink, 1981). En Argentina, fue descripta

por Grijalba et al. en el 2014, causando podredumbre de raices en Glycine max (soja).

4.1.5.1 Cepa 16

Este aislado fue obtenido de plantas de Chrysanthemum sp. (crisantemo) cultivadas en suelo
en invernaculo. Se observé la sintomatologia tipica de damping-off en plantas jovenes de

almacigos (Figura 31).

Figura 31. Almacigo de crisantemo con porciones sin planas debido a la muerte causada por
Phytopythium helicoides, aislado 16.
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El crecimiento en medio AV8 y APG fue rdpido, 45 mm.dial, generando una colonia con
abundante micelio blanco, aéreo, con un leve patréon radiado (Tabla 3, Figura 32). En los
medios de cultivo empleados, no fue posible observar caracteres morfolégicos distintivos de la
especie, por lo cual su identificacién se realizé a partir de estudios moleculares. Las secuencias
de los loci cox2 e ITS de este aislamiento presentaron un porcentaje de identidad de 99y 78 %

para cada locus, respectivamente (Tabla 2).

Figura 32. Colonia de Phytopythium helicoides, en medio AVS.

La prueba de patogenicidad se practicé en plantas de crisantemo, las cuales exhibieron
sintomas de damping-off a los 25 DDI, como se muestra en la Figura 33. El patégeno fue
reaislado de las plantas enfermas, aunque nuevamente, no pudieron observarse estructuras

morfoldgicas distintivas de la especie.

Figura 33. Prueba de patogenicidad en Chrysanthemum sp. inoculado con cepa 16, exhibiendo sintomas
de damping-off, 25 DDI.
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Kageyama et al. (2002) describe a P. helicoides causando podredumbre de raices de Rosa
hybrida (rosa miniatura) durante los meses mas calidos del afio en Japdn. En 2014, Ishiguro et
al. menciona a Phytopythium helicoides como agente causal de la podredumbre de raiz y
corona de Fragaria x ananassa en Japon, cuya incidencia habia sido registrada también en
verano, durante la etapa de vivero. Ademas, hace referencia al incremento de la incidencia de
este patdgeno en las zonas mas cdlidas de Japon, ya que en los ultimos afios ha sido
encontrado en numerosos cultivos (i.e. begonia, rosa, kalanchoe, poinsetia, entre otras). Mas
recientemente, Choudhary et al. (2016) aislo a esta especie a partir de agua de tanques de
irrigacién de invernaderos en cuales se producen crisantemo y poinsetia en Pensilvania, EEUU,

pero no describe esta relacidon patégeno-hospedante.

Como fue previamente mencionado, esta especie ha sido citada en Argentina afectando soja,
pero no ha sido documentada infectando crisantemo. Segun la revision bibliografica realizada
en esta Tesis de Maestria, no existen registros de Phytopythium helicoides como patdgeno de

Chrisanthemum sp.

En base a lo expuesto anteriormente, P. helicoides es una especie que podria desarrollarse
facilmente en la provincia de Corrientes debido a las condiciones climaticas de la zona, por lo

que resulta de gran importancia su correcta identificacién y control.
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4.1.6 Aislamientos identificados como Phytopythium mercuriale (Belbahri, B. Paul y

Lefort) Abad, de Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque

Phytopythium mercuriale (Belbahri, B. Paul y Lefort) Abad, de Cock, Bala, Robideau,
Lodhiy Lévesque (2014)

Sindnimos: Pythium mercuriale Belbahri, B. Paul y Lefort 2008, Ovatisporangium mercuriale

(Belbahri, B. Paul y Lefort) Uzuhashi, Tojo y Kakish. 2010.

Fue descripta por primera vez en Sudafrica en la rizdsfera de Macadamia integrifolia (nuez de
macadamia). Posteriormente se la encontré en plantines de Glicine max (soja) (Farr y
Rossman, 2015). Recientemente se la encontré provocando gomosis en Citrus sp. en Tunez

(Benfradj et al., 2017).

4.1.6.1 Cepa 31

Este aislamiento fue obtenido a partir de plantas de frutilla cultivadas a campo, las cuales

presentaron podredumbre de corona (Figura 34).

- il e e il
Figura 34. Sintomatologia y colonia de Phytopythium mercuriale, cepa 31 en plantas de frutilla. A. Planta
de frutilla a campo con sintomas de marchitez causada por P. mercuriale. B. Podredumbre de corona de
frutilla vista en corte longitudinal. C. Colonia de Phytopythium mercuriale correspondiente a la cepa 31,
en APG, obtenida a partir de tejido necrosado de corona de frutilla.

56



Identificacién y Caracterizacion de Aislamientos de Pythium y Phytophthora de Cultivos Intensivos en la Provincia
de Corrientes

La secuencia de la region ITS del rDNA de este aislamiento presentd un porcentaje de

identidad de 91 % con Phytopythium mercuriale (Tabla 2).

Esta cepa desarrollé una colonia arrosetada (Figura 34) con escaso micelio aéreo, de color
blanco, cuya velocidad de crecimiento fue de 22,5 mm.dia®’ (Tabla 3). Se observaron
zoosporangios ovoides a globosos, papilados, los cuales fueron capaces de germinar como
conidios. Las estructuras de reproduccion sexual fueron escasamente producidas,
observandose oogonios esféricos de pared lisa, que se encontraban rodeados por anteridios

(Figura 35, Tabla 3), coincidentemente con la descripcion de Belbahri et al. (2008).

La prueba de patogenicidad se realizé en plantas de frutilla, las cuales mostraron sintomas de
podredumbre de corona a los 8 DDI. Los testigos, sin inocular permanecieron sanos. Es

importante destacar la velocidad con la que este patdgeno causé enfermedad en las plantas

inoculadas, lo que demuestra la agresividad del mismo.

B 107 4 DN : 5. ! ""i_ B i ; -~ FE ‘\i’.,:., W . 53 H 7 {1 S .
Figura 35. Caracteristicas morfoldgicas de Phytopythium mercuriale, cepa 31. A-B. Oogonio (Oog) y
anteridio (Ant). C-H. Zoosporangios ovoides. G. Zoosporangios globosos con detalle de papila (Pap).

Yang y Hong (2016) encontraron a esta especie en sedimentos de un reservorio de agua de uso
agricola en EE.UU, y en agua del mismo reservorio. La cita mas reciente refiere a gomosis en
Citrus sp. provocada por Phytopythium mercuriale junto con Phytopythium vexans y tres

especies de Pythium (Benfradj et al., 2017). Hasta la fecha Phytopythium mercuriale no ha sido
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descripta en Argentina, mas aun, no ha sido posible encontrar registros de esta especie
infectando a Fragaria x ananassa (frutilla) en el mundo, por lo que en nuestro conocimiento,

este seria el primer reporte de Phytopythium mercuriale como patégeno de frutilla.
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4.1.7 Aislamientos identificados como Phytopythium vexans (de Bary) Abad, de Cock,

Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque

Phytopythium vexans (de Bary) Abad, de Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque (2014)

Sindnimos: Pythium vexans de Bary 1876; Ovatisporangium vexans (de Bary) Uzuhashi, Tojo y
Kakish. 2010; Pythium allantocladon Sideris 1932; Pythium ascophallon Sideris 1932; Pythium
complectens H. Braun 1924; Pythium euthyphyphon Sideris 1932; Pythium piperinum Dastur
1935; Pythium polycladon Sideris 1932.

Esta especie fue descripta originalmente por De Bary en 1876 en tubérculos de Solanum
tuberosum (papa). Posteriormente, en 1932, fue descripta en Ananas sativus (anand) en
Hawaii, siendo reportada en mas de 40 hospedantes diferentes en Alemania, Francia, Estados
Unidos de América, Inglaterra, Holanda, Malasia, Uganda, entre otros. Segun Farr y Rossman
(2015), existen 119 combinaciones Pythium vexans-hospedante, muchas de ellas de gran
importancia econdmica, destacandose los siguientes: Citrus sinensis, Carica papaya, Cocos
nucifera, Malus domestica, Manihot esculenta, Musa sp., Pinus spp., Piper spp., Prunus persica,
Pyrus communis, Saccharum officinarum, Theobroma cacao, Triticum aestivum, Vitis vinifera,

Zea mays, entre otras.

En Argentina, Phytopythium vexans fue encontrada en: Begonia sp. (begonia), Begonia rex,
Celosia cristata (cresta de gallo), Celosia plumosa, Critrullus lanatus (sandia), Dianthus
chinensis (clavel chino), Eucaliptus teretiformis (eucalipto) en la provincia de Cdérdoba, vy

Piptademia rigida (anchico colorado) en la provincia de Misiones (Frezzi, 1956).
4.1.7.1 Cepa 30

Este aislamiento fue obtenido a partir de plantas de frutilla cultivadas a campo, las cuales

presentaron podredumbre de corona (Figura 36).
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Figura 36. Planta de frutilla exhibiendo bodredumbre de corona causada por Phytopythium vexans, cepa
30.

La secuencia de la region ITS del rDNA de este aislamiento presenté un porcentaje de

identidad de 96 % con Phytopythium vexans (Tabla 2).

Este aislamiento desarrollé una colonia con patrdn estrellado, escaso micelio aéreo, de color
castafio claro en el centro y blanquecino en sus margenes, cuya velocidad de crecimiento fue
de 22,5 mm.dia® (Tabla 3). Se observaron zoosporangios esféricos a ovoides, terminales e
intercalares los cuales fueron capaces de producir vesiculas y zoosporas (Tabla 3, Figuras 37 y

38). Este aislamiento no produjo estructuras de reproduccién sexual.
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Figura 37. Caracterlstlcas morfoldgicas de Phytopyth/um vexans, cepa 30. A. Colonia estrellada de P.
vexans en APG. B-C. Zoosporangios papilados germinando. D. Zoosporangio intercalar. E-F. Detalles de
zoosporangios (Zoosp) emitiendo tubo de descarga (Td) y vesicula (V) formados después de 20 dias de
incubacidn en agua destilada, correspondientes a la cepa 30.

20 pm
—

Figura 38. Detalle de liberacién de zoosporas de Phytopythium vexans, cepa 30. Zoosporangio (Zoosp)
con tubo de descarga (Td) y vesicula (V) liberando zoosporas al medio.

La prueba de patogenicidad se realizé en plantas de frutilla, las cuales mostraron sintomas de
podredumbre de corona a los 6 DDI. Los testigos, sin inocular permanecieron sanos. La
velocidad con la que este patégeno causé enfermedad en las plantas inoculadas, demuestra la

agresividad del mismo.

Phytopythium vexans es una especie ampliamente distribuida a nivel mundial, afectando a mas
de 119 hospedantes de multiples familias botdnicas, causando una gran variedad de sintomas:
podredumbre de raices y corona, damping-off, cancros en tallo, marchitamiento, entre otros

(Farr y Rossman, 2015). Frezzi (1956) describid a esta especie provocando enfermedad tanto
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en plantas jovenes como adultas, con una gran agresividad, produciendo la muerte de las
mismas, al igual que la cepa 30, la cual provocé la muerte de plantas adultas de frutilla en tan
solo 6 dias. Zeng et al. (2005) describié ademads a Phytopythium vexans en arboles de Hevea
brasiliensis (caucho), causando cancros en el fuste y Rodriguez-Padrén et al. (2018) encontrd
esta especie provocando dafios en raices y tallos de Persea americana (palto). Es importante
mencionar este tipo de dafnos, debido a que resalta la capacidad infectiva y destructiva que
posee P. vexans, siendo capaz de provocar dafios tanto en plantas herbaceas como lefiosas, al
igual que la cepa 30, la cual produjo podredumbre de corona de plantas de frutilla adultas. Sin
una correcta identificacidn, las pérdidas producidas por este tipo de patdgenos serian

considerables.

Hasta la fecha, no se ha reportado a este patdégeno como agente causal de podredumbre de

corona de frutilla en Argentina.
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4.1.8 Aislamientos identificados como Phytophthora cactorum (Lebert y Cohn)

Schroeter

Phytophthora cactorum (Lebert and Cohn) Schroeter (1886)

Sindnimos: Peronospora cactorum Leb. y Cohn (1870), Peronospora sempervivi Schenk (1875),
Phytophthora fagi (Hartig) Hartig (1876, 1880), Phytophthora omnivora de Bary (1881),
Phloeophthora cactorum (Leb. y Cohn) G. W. Wilson (1907), Nozemia cactorum (Leb. y Cohn)
Pethybridge (1913), Phytophthora pini Leonian (1925), Phytophthora paeoniae Cooper y Porter
(1928).

El primer reporte de esta especie fue en cactaceas, Cereus giganteus Engelm y Melocactus
nigrotomentosus, en Checoslovakia, por Lebert y Cohn en 1870, quienes la llamaron
Peronospora cactorum (Erwin y Ribeiro, 1996). Posteriormente, en 1886, Schroeter la incluyd
en el género Phytophthora (Blackwell, 1943). En Argentina fue mencionada por primera vez en
Malus pumila (manzano) por Lindquist en 1936. Un afio mds tarde, Fawcett y Bitancourt
describen a Phytophthora cactorum en frutos de Citrus limon (limdn), provocando

podredumbre morena (Frezzi, 1950).

La podredumbre de corona (o colapso vascular) de la frutilla ha provocado grandes pérdidas
econdmicas en paises europeos desde 1960. Predomina en zonas de clima templado, pero
también ha sido reportada en paises de clima subtropical. Esta enfermedad, inicialmente
produce un marchitamiento repentino de hojas jovenes, seguido por un colapso de la planta

entera (Seemiiller, 1984).

Es patdgena de mas de 150 géneros y 60 familias botdnicas. Los aislamientos de Phytophthora
cactorum no suelen ser especificos de un hospedante, lo que implica que un mismo
aislamiento puede infectar diferentes especies de plantas (Erwin y Riberiro, 1996). De hecho,
Farr y Rossman (2015) nombran 523 relaciones Phytophthora cactorum-hospedante en la base

de datos Fungal database.

4.1.8.1 Cepas 12, 18y 28

Estas cepas, identificadas como Phytophthora cactorum, fueron aisladas a partir de plantas de

frutilla cultivadas a campo, las cuales exhibian lesiones en la corona (Figura 39).
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Figura 39. Detalle de corona de frutilla con lesiones causadas por Phytophthora cactorum (cepa 12).

Las secuencias de los loci cox2 e ITS de la cepa 12 presentaron un porcentaje de identidad con
la especie P. cactorum de 99 y 100 % respectivamente (Tabla 2). Las secuencias de la regidn ITS
del rDNA de las cepas 18 y 28 arrojaron un porcentaje de identidad de 100 % con P. cactorum.

A continuacidn, se detallan las caracteristicas morfoldgicas de los aislamientos.

El crecimiento en placa de esta especie fue lento, de tan solo 9 mm.dia™. En APG desarrolld
una colonia blanca, compacta, algo radiada, sin bordes definidos, con micelio nudoso (Tabla 3,
Figura 40). Crecio escasamente a 30 °C + 2 °C, por lo que se la incubd a temperatura ambiente
(24 °C £ 2 °C). Esto sucedié debido a que la temperatura maxima de crecimiento de esta

especie es de 30 °C, y la 6ptima de 25 °C (Waterhouse, 1963).

Figura 40. Colonia de Phytophthora cactorum (cepa 12) en APG.
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De acuerdo a la morfologia, la especie P. cactorum corresponde al grupo | (Waterhouse, 1963).
Se observaron zoosporangios papilados, ovoides, caducos con pedicelo corto (Tabla 3, Figura
41). Esta especie es homotalica, por lo que fue posible encontrar estructuras sexuales en los
medios de cultivo utilizados. Se observé gran cantidad de oogonios con anteridios paraginos y
oosporas (Tabla 3, Figura 42). Estas ultimas son capaces de sobrevivir en el suelo, soportando
bajas temperaturas (hasta -10 °C por algunas horas). Posteriormente germinan dando lugar a
zoosporangios, quienes a su vez, pueden volver a germinar, para infectar asi a un nuevo
hospedante, o bien producir zoosporas e infectar tejido vegetal (Fernandez Valiela, 1978). Las
estructuras de los aislamientos caracterizados se encuentran dentro del rango determinado

por Frezzi (1950) y Waterhouse (1963) para la especie P. cactorum.
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VFigura 41. Zoosporangios de Phytophthora cactorum, cepa 12 (Bar = 10 um).

Figura 42. Izquierda: Oogonio (Oog) y anteridio paragino (Anf) de Phytophthora cactorum, cepa 12.
Derecha: Oospora dentro de oogonio (Bar = 10 um).

Para comprobar la patogenicidad de los tres aislamientos, se inocularon plantas de frutilla,
obteniendo sintomas similares a los observados durante la recoleccién de las plantas enfermas
por estas cepas. En la Figura 43 se muestran los sintomas producidos por el aislado 12. Cabe

destacar que las plantas testigo sin inocular permanecieron sanas.
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Figura 43. Prueba de patogenicidad en planta de frutilla inoculada con P. cactorum, cepa 12. lzquierda:
Detalle de hojas basales necréticas. Derecha: podredumbre de corona, vista en corte longitudinal.

Este patogeno posee un amplio rango de hospedantes, siendo capaz de provocar enfermedad
tanto en plantas herbaceas como en lefiosas. Colombo et al. (2011) describié a P. cactorum
como agente causal de la muerte de plantas de Eucalyptus grandis de un afio y medio de edad,
las cuales presentaban muerte descendente de ramas, raices de aspecto corchoso vy
desprendimiento de corteza exterior. Por otro lado, Hantula et al. (2000), menciond que
existen diferencias genotipicas entre cepas de P. cactorum provenientes de diferentes
hospedantes, y, ademas, algunas cepas provocan sintomas mas severos en sus hospedantes
originales que en otros. En esta Tesis de Maestria se corrobora este hecho, ya que segun los
analisis moleculares realizados, las cepas de P. cactorum aisladas a partir de plantas de frutilla

son morfoldgica y genotipicamente iguales (Figura 63).

Iribarren et al. (2012) menciond la presencia y la capacidad de supervivencia de P. cactorum en
suelo, a profundidades de hasta 30 cm, y explica la inefectividad de la solarizaciéon para
erradicar esta especie, debido a que las temperaturas alcanzadas a esa profundidad no son
suficientes para eliminar las oosporas, menos aun con la labranza del suelo, practica que
traslada estas estructuras hacia el interior del perfil. En la investigacidn realizada por Juarez-
Palacios et al. (1991) las oosporas de P. cactorum no sobrevivieron cuando fueron expuestas a
temperaturas de 45 °C durante 30 minutos, pero si lo hicieron cuando la duracién de ese

tratamiento fue de solo 20 minutos. Este resultado explica la persistencia de inéculo en suelo,
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dado que durante el proceso de solarizacion muchas veces, las temperaturas alcanzadas son
menores a 45 °C o si alcanzan esos valores, no los mantienen por mas de 20 minutos. Por esta
razon es sustancial acompafiar a estas practicas de desinfeccidon de suelos con una correcta
aplicacion de fungicidas y manejo del riego para evitar la diseminacién y supervivencia de este

patdgeno.

Phytophthora cactorum es frecuentemente encontrada en Corrientes en los meses de otofio-
invierno, durante la implantacion del cultivo de frutilla, ya que se presentan las condiciones
predisponentes para la infeccién. Es un momento en el cual las plantas sufren estrés debido al
trasplante, por lo que se encuentran mds susceptibles, las temperaturas son dptimas para el
desarrollo del patégeno, por lo que existen altas probabilidades de desarrollo de la
enfermedad. Ademas, posee un amplio rango de temperatura (desde 2 °C hasta 30 °C) en el
cual puede desarrollarse (Waterhouse, 1963), por lo que también es posible encontrarla
provocando dafos en distintas épocas del afio. Aqui radica la importancia de esta especie en el

cultivo y en la provincia.
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4.1.9 Aislamientos identificados como Phytophthora capsici Leonian

Phytophthora capsici Leonian (1922)

Sindnimos: Phytophthora hydrophila Curzi (1927), Phytophthora parasitica var capsici
(Leonian) Sarejanni (1936), Phytophthora palmivora MF4 Griffin (1977).

Leonian describié por primera vez a esta especie como patdgena de Capsicum anuum
(pimiento) proveniente de Nuevo México, Estados Unidos en el afio 1922. Posteriormente,
Kreutzer, en 1940 la encontré en Solanum lycopersicum (tomate), Solanum melongena
(berenjena), Cucumis melo (meldn) y Citrullus vulgaris (sandia) (Tompkins y Tucker, 1941).
Durante ese afio, Godoy cita a P. capsici en pimiento en Argentina; apareciendo luego,
causando damping-off en tomate en 1948 (Frezzi, 1950). Farr y Rossman (2015) nombran en
Fungal Databases, 94 relaciones Phytophthora capsici-hospedante, entre ellos se destacan los
hospedantes: Citrullus spp., Citrus spp., Cucumis spp., Cucurbita spp., Daucus carota, Fragaria x

ananassa, Malus pumila, Solanum melongena, Theobroma cacao.

Segln Erwin y Ribeiro (1996), esta especie produce zoosporangios de gran tamafio (35-138 um
x 20-81 um; largo x ancho), de forma subesférica, ovoide, elipsoide, irregular o piriformes,
papilados, caducos, con pedicelo largo. Las clamidosporas poseen un didmetro de 29 um en
promedio, y generalmente no son producidas en aislamientos provenientes de Capsicum
annuum. Phytophthora capsici es una especie heterotalica, por lo que no es posible observar
estructuras sexuales. Segun las caracteristicas morfoldgicas, P. capsici pertenece al grupo Il al

igual que P. nicotianae (Waterhouse, 1963).

A continuacion se describen los aislamientos que fueron identificados como P. capsici segun el

hospedante del que fueron aisladas.

4.1.9.1 Cepas4y10

Estos aislados fueron obtenidos a partir de plantas de tomate cultivadas bajo invernaculo, las
cuales presentaban manchas pardas en tallo, peciolo y raquis de las hojas como se puede

observar en la Figura 44.
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| Ao
Figura 44. Detalle de tallo y hojas de planta de tomate con estrangulamiento y necrosis. Zoosporangios
papilados observados en corte de ese tejido infectado, causado por Phytophthora capsici, aislado 4.

Las secuencias de los loci cox2 e ITS de estos aislamientos presentaron un porcentaje de
identidad entre 75 y 99% con P. capsici (Tabla 2). A continuacion, se detallan las caracteristicas

morfoldgicas de los aislamientos.

Ambos aislados fueron cultivados en APG y AV8. La cepa 4 no mostrd diferencias en velocidad
de crecimiento para ninguno de los medios utilizados, siendo ésta de 16 mm.dia™. Por el
contrario, la cepa 10 crecié a un ritmo de 12 mm.dia en APG (Tabla 3). En medio AVS, las
colonias fueron similares, de color blanquecino, con escaso micelio aéreo, pero la cepa 10
exhibidé una colonia un tanto mas compacta y con bordes mas definidos que la cepa 4 (Figura
45). En APG, el micelio se desarrollé mas bien dentro del medio de cultivo que por encima del

mismo.
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Figura 45. Colonias de P. capsici en medio AV8. A. Cepa 4. B. Cepa 10.

Los zoosporangios ovoides, papilados, caducos presentaron un tamafio promedio de 67,8 x

45,2 um (Tabla 3). Se observaron zoosporangios irregulares en cultivos viejos, como se detalla

en la Figura 46.

20 pm

Figura 46. Caracteristicas morfoldgicas de Phytophthora capsici, aislado 4. A. Detalle de micelio. B-C.
Zoosporangio liberando zoosporas (Zp). D-E. Zoosporangios irregulares papilados.

Ambas cepas fueron inoculadas en plantas de tomate para comprobar su patogenicidad,
dando resultados positivos a los 15 DDI (Figuras 47 y 48).
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Fiura 47. Prueba de patogenicidad de Phytophthora capsici, éislado 4. Izquierda: Plantas de tomate
inoculadas con cepa 4 mostrando sintomas de marchitez a los 15 DDI. Derecha: Zoosporangios (Zsp)
ovoide papilados (Pa) obtenidos en el reaislamiento.

c

Figura 48. Prueba de patogenicidad de Phytophthora capsici, aislado 10. A. Planta de tomate muerta por
P. capsici, aislado 10 a los 15 DDI. B. Detalle de tejido de planta inoculada con cepa 10, con gran
cantidad de zoosporangios, visto en lupa. C-D. Zoosporangios elipsoides papilados, caducos, con detalle
de pedicelo (Pd), encontrados en tejido de planta de tomate inoculada con cepa 10.

Se realizaron pruebas de patogenicidad cruzada con el aislado 10 en plantas de pimiento y
berenjena. Al cabo de 15 DDI, los diferentes hospedantes exhibieron sintomas de marchitez

(Figura 49). Se realizaron los aislamientos correspondientes, encontrando a Phytophthora

capsici nuevamente como agente causal. Los testigos resultaron sanos.

71



Identificacién y Caracterizacion de Aislamientos de Pythium y Phytophthora de Cultivos Intensivos en la Provincia
de Corrientes

Cepa 10
15 DDI

Cepa 10
15 DDI

Figura 49. De izquierda a derecha, planta de pimiento y berenjena muertas a los 15 DDI por
Phytophthora capsici, cepa 10.

P. capsici es un patégeno capaz de producir epidemias severas cuando las condiciones le son
favorables. La habilidad de las oosporas para sobrevivir en suelo por largos periodos de tiempo
y en fuentes de agua para riego son factores que incrementan las posibilidades de generacién

de epifitias por parte de este patdgeno (Hausbeck y Lamour, 2004; Ristaino, 1991).

Hartman et al. (1991) menciond por primera vez a P. capsici provocando dafios en follaje de
tomate e indicd que ciertas cepas que afectaban esos 6rganos, no eran capaces de producir
podredumbre de cuello en plantas de tomate. Sin embargo, en las pruebas de patogenicidad
realizadas en esta Tesis, ambas cepas (4 y 10) provocaron la muerte de las plantas de tomate,
pimiento y berenjena al ser inoculadas en el cuello. Al respecto, Hausbeck y Lamour (2004)
afirman que raices de plantas de tomate infectadas con P. capsici pueden ser relativamente
asintomaticas o presentar solo la detencién del crecimiento de las plantas, pero bajo
condiciones de precipitaciones intensas, este patégeno puede matar plantas adultas de

tomate.

De Cara et al. (2009) no encontré evidencias de que exista especificidad patégeno-hospedante
cuando se trata de P. capsici, a diferencia de lo que ocurre en la interaccidn especifica de P.
nicotianae en tomate; al igual que Boix Ruiz et al. (2017) quien estudié 81 aislados de P.
nicotianae, y llegé a la conclusion de que esa especie es hospedante especifica. En base a las
pruebas de patogenicidad realizadas en esta Tesis, P. capsici aislada de plantas de tomate, no
mostré especificidad con su hospedante de origen, ya que las inoculaciones en pimiento y

berenjena dieron resultados positivos, confirmando los resultados de De Cara et al. (2009).
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En base a los analisis moleculares realizados, las cepas provenientes de ambos hospedantes
(tomate y pimiento) poseen secuencias similares, y a pesar de haber sido encontrados
causando sintomas en diferentes drganos, todas fueron capaces de provocar muerte de

plantas al ser inoculadas en cuello.

El desafio que los investigadores enfrentan es encontrar alternativas de manejo sustentables
para el control de esta enfermedad. Quesada-Ocampo et al. (2016) evalud la resistencia a P.
capsici de plantas de tomate obtenidas por retrocruza de Solanum lycopersicum con Solanum
habrochaites, siendo esta Ultima especie resistente a diferentes aislamientos de ese patdgeno.
Satisfactoriamente, su investigacién concluyé con el hallazgo de lineas resistentes a P. capsici
con escasa transferencia de genes (introgresién) no deseables de la especie silvestre de

tomate.

4.1.9.2 Cepa 8

Este aislamiento fue obtenido a partir de una planta de pimiento cultivada bajo invernaculo
que presentaba sintomas de marchitez, lesiones pardas en tallo y manchas en hojas como

puede observarse en la Figura 50.

Figura 50. Plantas de Capsicum annuum (pimiento) infectadas con Phytophthora capsici, cepa 8. Detalle
de sintomas en hojas y tallo.
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Las secuencias de los loci cox2 e ITS de este aislamiento presentaron un porcentaje de
identidad entre 99 y 79 % respectivamente con P. capsici (Tabla 2). A continuacién, se detallan

las caracteristicas morfoldgicas del aislamiento.

El crecimiento en placa fue de 12 mm.dia}, generando una colonia compacta de color blanco,
con mayor cantidad de micelio aéreo en AV8 que en APG, teniendo en este ultimo mayor

crecimiento dentro del medio de cultivo (Tabla 3, Figura 51).

Se observo una gran cantidad de zoosporangios al cabo de 3 dias de incubacién en AA, los

cuales presentaron en promedio 49,8 x 28,0 um (Tabla 3, Figura 52).

Figura 52. Zoosporangios ovoides - obpiriformes papilados de Phytophthora capsici, aislado 8.

Se realizaron pruebas de patogenicidad en plantas de pimiento y berenjena, mostrando

sintomas a los 15 DDI. El patégeno reaislado de estas plantas fue identificado como
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Phytophthora capsici, encontrandose estructuras tipicas de la especie en el tejido infectado
(Figura 53). Los testigos sin inocular no mostraron sintomas. Erwin y Ribeiro (1996) indican que
la muerte de plantines provocada por este patégeno puede ser mucho mas rapida y darse en

tan solo 5 dias.

inoculadas con cepa 8, con sintomas de marchitez, a los 15 DDI. C. Detalle, en lupa, de micelio y
zoosporangios en tejido infectado con la cepa 8. D-E. Zoosporangios elipsoide (D), ovoide (E) papilados,
en tejido.

Tompkins y Tucker (1941) describieron la podredumbre de raices de pimiento y calabaza
causada por P. capsici; inocularon esos aislamientos en tomate, berenjena y zapallo, llegando
a la conclusién de que no existe especificidad en la relacién P. capsici-hospedante. Este hecho
coincide con los resultados obtenidos en la prueba de patogenicidad cruzada realizada en
plantas de berenjena con la cepa 8, al igual que los presentados previamente para los

aislamientos 4 y 10.

Han ocurrido epidemias severas de este patégeno en cultivos de pimiento a campo en distintas
regiones de EEUU, donde las pérdidas fueron practicamente totales (Black, 2003). Las
precipitaciones y excesivos riegos son un factor clave en la dispersiéon y desarrollo de
epidemias de este patégeno (Ristaino, 1991). En Corrientes, la produccién de pimiento se
realiza bajo cobertura plastica y con sistema de riego por goteo, por lo que este tipo de
epidemias no ocurren; sin embargo es frecuente encontrar hileras enteras de plantas de

pimiento muertas por Phytophthora capsici, donde los plasticos se han roto.
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Numerosas investigaciones han sido llevadas a cabo para manejar esta enfermedad a través de
cultivares resistentes (Oelke et al., 2003; Foster y Hausbeck, 2010; Castro Rocha et al., 2012;
Babadoost et al., 2015; Dunn y Smart, 2015; Gomez-Rodriguez et al., 2017). Esta tarea se
dificulta debido a que, segun Oelke et al. (2003) existen razas fisioldgicas de P. capsici. En su
labor, aislé a este patdgeno a partir de diferentes 6rganos de plantas de pimiento y al ser
inoculadas en una serie de cultivares de ese mismo hospedante, observé virulencia diferencial.
Ademads, Foster y Hausbeck (2010) determinaron que los frutos de pimiento son mas

susceptibles al ataque de P. capsici que las raices, hojas o tallos.

La tendencia actual en el manejo de enfermedades reside en la disminucién de la frecuencia
de uso de agroquimicos, es por esto que a lo largo de los afos se han realizado diferentes
investigaciones en control biolégico de P. capsici en pimiento. Ezziyyani et al. (2004), Bautista-
Calles et al. (2014), entre otros han encontrado que es posible disminuir en cierta medida la
incidencia de ese patégeno mediante la aplicacién de microorganismos benéficos, pero deben

ser parte de un plan de manejo integrado para evitar pérdidas econémicas.
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4.1.10 Aislamientos identificados como Phytophthora nicotianae Breda de Hann

Phytophthora nicotianae Breda de Haan (1893)

Sindnimos: Phytophthora melongenae Sawada (1915), Phytophthora allii Swada (1915),
Phytophthora terrestris Sherbakoff (1917), Blepharospora terrestris Sherbakoff Peyronel
(1920), Phytophthora parasitica var. rhei Godfrey (1923), Phytophthora jatrophae lensen
(1923), Phytophthora tabaci Sawada (1927), Phytophthora parasitica var. piperina Dastur
(1913), Phytophthora formosana Sawada (1942), Phytophthora lycopersici Sawada (1942),
Phytophthora ricini Sawada (1942), Phytophthora parasitica var sesami Kale and Prasad (1957),
Phytophthora nicotianae var. nicotianae Waterhouse y Waterston (1964), Phytophthora

nicotianae var. parasitica (Dastur) G.M. Waterhouse (1963).

Esta especie fue descripta por primera vez en 1893 por Breda de Haan como patégeno de
tabaco, pero aparentemente su cultivo se encontraba contaminado con una especie de
Pythium, por lo que Ashby (1928) reemplazd el nombre Phytophthora nicotianae por
Phytophthora parasitica Datsur (1913). En 1963, Waterhouse lo denomina nuevamente P.
nicotianae, dando prioridad a la descripcién de Breda de Haan. Esta nomenclatura no estd
mundialmente aceptada aun, por lo que es posible encontrar publicaciones en Estados Unidos

con el nombre de P. parasitica (Erwin y Ribeiro, 1996).

Segun Farr y Rossman (2015), Phytophthora nicotianae se encuentra citada como patdgena de
255 géneros de 90 familias de especies botdnicas en todo el mundo. En Argentina fue descripta
por primera vez en pie de naranjo en 1916 por Fawcett (Erwin y Ribeiro, 1996). Estudios
posteriores revelaron la presencia de este patdégeno en Argentina causando: Gomosis,
podredumbre de pie y podredumbre morena de frutos en Citrus spp. y damping-off en
Cucumis melo, Fragaria sp., Solanum lycopersicum, Solanum melongena, Impatiens balsamina,

Pinus halepensis, entre otras (Frezzi, 1950).

Segun las caracteristicas morfoldgicas, P. nicotianae pertenece al grupo Il, el cual se caracteriza
por poseer anteridio anfigeno, zoosporangios papilados, ausencia de oosporas en cultivos

puros (una sola cepa), entre otras caracteristicas (Waterhouse, 1963).

En esta Tesis de Maestria dos aislamientos fueron identificados como Phytophthora

nicotianae.
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4.1.10.1 Cepa 3

Este aislado fue obtenido en julio de 2014, a partir de frutos de tomate cultivados bajo
invernaculo, los cuales exhibian lesiones pardas con anillos concéntricos, que abarcaban gran
parte de los frutos (Figura 54), tal como lo describe Blancard (2012), sintoma tipico de esta

especie de Phytophthora en tomate.

Figura 54. Fruto de tomate inmaduro con mancha parda con anillos concéntricos causada por
Phytophthora nicotianae, aislado 3.

Las secuencias de los loci cox2 e ITS de este aislamiento presentaron un porcentaje de
identidad de 99 y 75 %, respectivamente con la especie P. nicotianae (Tabla 2). A continuacion,

se detallan las caracteristicas morfoldgicas del aislamiento.

El crecimiento en placa de este aislamiento fue muy lento, 8 mm.dia?, desarrollando una

colonia blanquecina, chata, con escaso micelio aéreo (Tabla 3, Figura 55).

Figura 55. Colonia de Phytbphthora niéotianae, cr-respondiente a la cepa 3, en medio APG en placa de
Petri de 90 mm.
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Con microscopio éptico, se observaron zoosporangios papilados, ovoides de 32,8 x 24,1 um en
promedio, persistentes, continuando adheridos al esporangiéforo (Tabla 3, Figura 56). Este
aislamiento presentd clamidosporas de 27,5 um de didmetro en promedio (Tabla 3). P.
nicotianae es mayormente heterotdlica, sin embargo, ciertos aislamientos producen oogonios
y oosporas cuando el indculo es repicado de cultivos viejos (Tsao et al., 1980; Brasier, 1992;
Erwin y Ribeiro, 1996). Curiosamente, la cepa 3 produjo oogonios de 21,2 um con anteridios en

posiciéon anfigena de 10,3 um como se observa en la Figura 57.
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Figura 56. Zoosporangio ovoide papilado (Zsp) con presencia de hinchamiento hifal intercalar (Hf) en el
esporangiéforo (100x), visualizado en el aislamiento 3, Phytophthora nicotianae.

Figura 57. Caracteristicas morfoldgicas de Phytophthora nicotianae, correspondiente al aislado 3. A.
Zoosporangio papilado ovoide. B. Clamidospora terminal. C-D. Oogonios (Oog) con anteridios (Ant) en
posicidn anfigena (Bar = 10 um).
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Las pruebas de patogenicidad fueron realizadas en plantas de tomate, las cuales exhibieron
sintomas de marchitez al cabo de 15 DDI (Figura 58). Se observaron secciones de tejido radical
y del cuello de las plantas en microscopio 6ptico, logrando apreciar gran cantidad de
zoosporangios tipicos de esta especie. Los reaislamientos fueron positivos, comprobando la
patogenicidad de esta cepa. Cabe aclarar que por cuestiones practicas, las pruebas de
patogenicidad se realizaron en plantas, no en frutos, ya que esta especie también es capaz de

infectar a plantines en almacigos, base de tallos y raices de plantas adultas (Blancard, 2012).

Figura 58. Prueba de patogenicidad en plantas de tomate inoculadas con P. nicotianae, cepa 3,
mostrando sintomas de marchitez a los 15 DDI.

4.1.10.2 Cepa 26

Esta cepa fue obtenida a partir de plantas de tomate cultivadas bajo invernaculo, cuyas hojas
mostraban estrangulamientos y necrosis en la zona del peciolo y raquis; frutos con manchas

marrones, en algunos abarcando casi la totalidad del mismo (Figuras 59-60).
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Figura 59. Frutos de tomate con manchas pardas amplias, con anillos concéntricos, causadas por
Phytophthora nicotianae, aislado 26.

Figura 60. Hoja de tomate con lesidn parda y foliolos marchitos, causada por Phytophthora nicotianae,
aislado 26.

La secuencia del locus cox2 de este aislamiento presentd un porcentaje de identidad del 98 %
con P. nicotianae (Tabla 2). A continuacién, se detallan las caracteristicas morfoldgicas de esta

cepa.

El crecimiento en placa fue lento, al igual que la cepa 3, resultando en 9 mm.dia, formando
una colonia blanca en APG, con escaso micelio aéreo tipo aracnoide (Tabla 3, Figura 61).
Produjo zoosporangios papilados de 29,8 x 21,5 um en promedio, y clamidosporas de 18,5 um

(Tabla 3).
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Figura 61. Colonia de Phytophthora nicotianae, cepa 26 en APG vista desde arriba (izquierda); vista
desde su base, donde se visualizan los margenes con crecimiento aracnoide (derecha).

Se inocularon plantas de tomate en la zona del cuello para comprobar su patogenicidad,

obteniendo sintomas a los 15 DDI (Figura 62). Los testigos sin inocular permanecieron sanos.

'f e = A
te 1 DDI. Derecha: Plantas

Figura 62. Prueba de patogenicidad del aislado 26. Izquierda:'PIélhtas de toma
de tomate a los 15 DDI con sintomas de marchitez.

A

Este patdgeno es capaz de afectar a un amplio rango de especies botdnicas, de hecho es una
de las especies de Phytophthora que presenta el mayor numero de hospedantes,
encontrandose mas de 900 relaciones P. nicotianae-hospedante (Farr y Rossman, 2015), a

pesar de la especificidad que presenta este patdgeno con ciertas especies de plantas (De Cara
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et al., 2009; Boix Ruiz et al., 2017). Diversos investigadores (De Cara et al., 2009; Chowdappa et
al., 2016; Boix Ruiz et al., 2017) han comprobado la especificidad de P. nicotianae con tomate,
inoculando a estas y a plantas de pimiento con diferentes aislados de P. nicotianae, resultando
menos patogénica en el segundo hospedante, por lo que concluyeron que ese patégeno posee
especificidad con tomate. Cabe resaltar que Chowdappa et al. (2016) también encontrd
especificidad de este patdgeno en plantas de berenjena (Solanum melongena) y esponja
vegetal (Luffa acutangula), siendo esta Ultima una cucurbiticea, a diferencia del resto de los

hospedantes mencionados los cuales pertenecen a la familia de las solanaceas.

Vaillant Flores y Gomez lzaquirre (2009) en su evaluacién de incidencia y distribucién
geografica de P. infestans y P. nicotianae en Cuba, encontraron que el nimero de hospedantes
de la segunda especie habia aumentado en los Ultimos afios, afectando en mayor medida a
cultivos de gran interés econdmico como la papa, tomate, tabaco, anand y ornamentales. Este
hecho probablemente esté relacionado con la habilidad de P. nicotianae para hibridarse con
otras especies como P. cactorum (Man In’t Veld et al., 1998) o P. capsici (Ersek y Schoelz,
1995), lo que posibilitaria ampliar su rango de hospedantes (Ersek y Schoelz, 1995; Panabiéres

et al., 2016).

Entre los sintomas que provoca se destacan la podredumbre de corona y de raices, pero
también puede infectar hojas, frutos y producir damping-off (Blancard, 2012; Farr y Rossman,
2015). Posee ademas una asombrosa capacidad para subsistir en suelo, tejido vegetal y cursos
de agua, hecho que se debe a la gran produccién de oosporas y clamidosporas, las cuales son
estructuras de resistencia que constituyen la fuente de indculo para futuras infecciones

(Panabiéres et al., 2016).

En base a las caracteristicas anteriormente explicadas, este patégeno es uno de los que mayor
impacto productivo podria tener dentro de las especies identificadas en esta Tesis, aunque no
haya sido el mds frecuente, posee un potencial increible para provocar dafios importantes

cuando las condiciones ambientales le son favorables.
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4.2 Influencia de las condiciones climaticas presentes en la provincia de Corrientes

sobre la prevalencia de las distintas especies de Pythiaceas identificadas

Las fechas de trasplante de los principales cultivos (tomate, pimiento) se extienden desde los
primeros dias de enero hasta los primeros de abril, exponiendo a los plantines a humedad y
temperaturas elevadas, causandoles estrés. Esta situacion genera un aumento de la

susceptibilidad de las plantas al ataque de patogenos.

Al analizar las fechas de recoleccién de muestras, Pythium fue aislado en los meses mas
calidos, mientras que algunas especies de Phytophthora en los mas frescos. Esto es totalmente
predecible, ya que las especies de Pythium encontradas en esta zona poseen requerimientos
de temperaturas de 25-35 °C, expresando su mayor actividad y agresividad en verano. La
prevalencia de Pythium aphanidermatum en los hospedantes estudiados se explica debido a
que es un patdgeno de zonas calidas cuya temperatura éptima de crecimiento se encuentra
entre 35 °C y 40 °C (Van der Plaats-Niterink, 1981; Schroeder et al., 2013). Por otro lado,
Pythium irregulare posee una temperatura éptima de crecimiento de 30 °C, por lo que no fue
frecuente su aparicién dentro de invernaculos (donde las temperaturas muchas veces superan
los 30 °C), sino mas bien en hospedantes cultivados a campo o en meses mds frescos, dentro

de invernaderos.

En el caso de Phytophthora cactorum, los meses de otofio-invierno les son mas favorables, ya
gue su temperatura éptima de crecimiento es de 25 °C, por lo que esta especie fue recolectada
en esa época. Phytophthora capsici crece vigorosamente a 28 °C, soportando temperaturas de
hasta mas de 35 °C (Stamps, 1984). Por ultimo, Phytophthora nicotianae al igual que P. capsici,
soportan temperaturas mas elevadas que P. cactorum, siendo la éptima de 25°Ca30°Cy la
minima de 11 °C (Waterhouse, 1963), esto podria explicar que fueron encontradas dentro de

inverndaculos en abril y agosto.
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4.3 Relaciones filogenéticas entre los aislamientos de Phytophthora y Pythium spp.

A fin de analizar las relaciones filogenéticas existentes entre las especies identificadas en
cultivos intensivos de la provincia de Corrientes, se construyeron arboles filogenéticos con las
secuencias de los loci ITS rDNA y cox2 de algunos de los aislamientos en estudio y con
secuencias de referencia obtenidas en GenBank, utilizando el método de Maxima verosimilitud

con un bootstrap de 1000 (Figuras 63 y 64).

Los arboles filogenéticos resultantes corroboran y refuerzan la identificacién de las especies en
estudio en esta Tesis de Maestria, agrupandolas ademads, segun los clados a los cuales
pertenece cada especie. Los diferentes clados, de acuerdo a la clasificacién propuesta por
Lévesque y de Cock (2004) y Blair et al. (2008), estdn representados por los recuadros
coloreados (Figuras 63 y 64). Estos autores establecieron 10 clados filogenéticos de
Phytophthora, nominados del 1 al 10; y 9 clados de Pythium, nominados desde la A alal. Entre
las especies identificadas en cultivos intensivos de la provincia de Corrientes estdn

representados 2 clados de Phytophthora (1y 2) y 3 de Pythium (A, By F).

Coincidentemente con de Cock et al. (2015), las cepas identificadas como Pythium
aphanidermatum se encuentran agrupadas dentro del clado A, y poseen un porcentaje de
similitud del 100 % con la especie correspondiente al acceso KU.211462.1, la cual corresponde
a una cepa obtenida de soja en EEUU. Aquellos aislamientos identificados como Pythium
myriotylum se encuentran incluidos en el clado B, junto con P. torulosum y P. catenulatum; vy el

clado F se encuentra conformado por P. spinosumy P. irregulare.

Las especies del género Phytopythium también se encuentra conformando un grupo,
distinguiéndose de los demds géneros. La especie P. mercuriale es mas cercana a P. helicoides

que a P. vexans.

Las secuencias correspondientes a Phytophthora cactorum, son idénticas y poseen un
porcentaje de similitud del 100 % con el acceso GU.111587.1, perteneciendo al clado 1. Las
secuencias de las cepas 8, 10 (identificadas como P. capsici), 3 y 26 (identificadas como P.
nicotianae) obtenidas a través de la amplificacion de la region ITS del rDNA no fueron
agregadas al analisis filogenético debido a la calidad de las mismas, como se explicé en el
apartado 4.1. Estas dos especies se encuentran agrupadas dentro del clado 2 y 1,

respectivamente (Figura 64).
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Figura 63. Analisis Molecular filogenético por el método de Maxima Verosimilitud basado en secuencias
de la region ITS del rDNA de las especies de Pythium, Phytophthora y Phytopythium con especies de
referencia obtenidas del GenBank. Se muestra el arbol con la probabilidad de registro mas alta (-
1617.91). El porcentaje de drboles en los que se agrupan los taxones asociados se muestra junto a las
ramas. Los arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron aplicando el método de Neighbor-
Joining a una matriz de distancias en pares estimadas utilizando el enfoque de Mdaxima Probabilidad
Compuesta (MCL). El arbol se dibuja a escala, con longitudes de rama medidas en el nimero de
sustituciones por sitio. El andlisis involucré 32 secuencias de nucledtidos. Se eliminaron todas las
posiciones que contienen huecos y datos faltantes. Hubo un total de 309 posiciones en el conjunto de
datos final.
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Figure 64. Andlisis molecular filogenético por Mdxima Verosimilitud basado en secuencias del gen cox2
de las especies de Pythium, Phytophthora y Phytopythium con especies de referencia obtenidas del
GenBank. Se muestra el arbol con la probabilidad de registro mas alta (-1922.38). El porcentaje de
arboles en los que se agrupan los taxones asociados se muestra junto a las ramas. Los drboles iniciales
para la budsqueda heuristica se obtuvieron aplicando el método de Neighbor-Joining a la matriz de
distancias en pares estimadas utilizando el enfoque de Maxima Probabilidad Compuesta (MCL). El arbol
se dibuja a escala, con longitudes de rama medidas en el nimero de sustituciones por sitio. El analisis
involucrd 25 secuencias de nucledtidos. Las posiciones de cododn incluidas fueron 1ra + 2da + 3ra + No-
codificante. Se eliminaron todas las posiciones que contienen huecos y datos faltantes. Hubo un total de
500 posiciones en el conjunto de datos final.
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5. Conclusiones

e Se actualizd el conocimiento de las especies de Pythium y Phytophthora patégenas de
cultivos intensivos en la provincia de Corrientes.

e Fueron caracterizados 31 aislamientos, los cuales correspondieron a 4 especies de
Pythium: P. aphanidermatum, P. myriotylum, P. irregulare y P. spinosum; 3 especies de
Phytophthora: P. capsici, P. nicotianae y P. cactorum; 3 especies de Phytopythium: P.
helicoides, P. vexans y P. mercuriale.

e Se identificaron 18 relaciones patdgeno-hospedante diferentes, de las cuales 8 no
habian sido citadas en el pais hasta la fecha (P. irregulare-Gerbera; P. irregulare-
Citrullus; P. irrgulare-Fragaria x ananassa; P. irregulare-Eustoma; P. myriotylum-
Petroselinum crispum; Phytopythium helicoides-Chrysanthemum; Phytopythium
vexans-Fragaria x ananassa y Phytopythium mercuriale-Fragaria x ananassa).

e Es el primer registro de Phytopythium mercuriale en el pais y en frutilla.
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