Caracterizacion de especies fitopatdogenas de Pythium vy
Phytophthora (Peronosporomycetes) en cultivos
ornamentales del Cinturénverdede LaPlata-Buenos Aires
y otras areas y cultivos de interés

Palmucci, Hemilse Elena

Doctor en Ciencias Naturales

Direccion: Wolcan, Silvia

Co-direccion: Steciow, Modnica

Facultad de Ciencias Naturales y Museo

2015

Acceso en:
http://naturalis.fcnym.unlp.edu.ar/id/20171205001560

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons
Atribucion-NoComercial-Compartirigual 4.0 Internacional

oo...‘.._ I..--..-...- =N

i Naturalis sz


http://naturalis.fcnym.unlp.edu.ar
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/legalcode.es
http://naturalis.fcnym.unlp.edu.ar
http://www.tcpdf.org

CARACTERIZACION DE ESPECIES FITOPATOGENAS DE
PYTHIUM Y PHYTOPHTHORA (PERONOSPOROMYCETEYS)
EN CULTIVOS ORNAMENTALES DEL CINTURON
VERDE LA PLATA-BUENOS AIRES Y OTRAS AREAS Y
CULTIVOS DE INTERES

TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE DOCTOR EN CIENCIAS
NATURALES FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

HEMILSE ELENA PALMUCCI

DIRECTOR: ING. AGR. SILVIA WOLCAN

CODIRECTOR: DRA MONICA STECIOW

ANO 2015



AGRADECIMIENTOS

A la Facultad de Ciencias Naturales y Museo (FCNY M) por brindarme la posibilidad de
realizar este trabajo

A la Ing Agr Silvia Wolcan y a la Dra Monica Steciow por sus sugerencias Yy
comentarios en la ejecucién y escritura de esta tesis.

A la Dra Gloria Abad, investigadora lider en Oomycetes en el “USDA- Molecular
Diagnostic Laboratory (MDL)”, por su invalorable y generosa colaboracion en mi
formacién a través de sus conocimientos, por brindarme la posibilidad de llevar a cabo
los trabajos moleculares en el MDL-Maryland-USA y apoyar mi participacion en
workshops internacionales y reuniones de la especialidad.

A la Ing Wolcan por aportar su valiosa coleccion para realizar parte de las tareas de
identificacion y por los significativos aportes realizados desde su experiencia.

A la Dra Gloria Abad, a la Ing. Agr. Silvia Wolcan, al Dr R. Dehley y al Ing. Agr.
Carlos Carloni por la provision de valiosas referencias bibliogréaficas.

Al Ing Agr M Sc Pablo Grijalba por acompariarme en la ardua tarea de introducirnos al
mundo de los Oomycetes a través de nuestras tesis doctorales y los proyectos de
investigacion que compartimos, y por sus consejos Yy colaboracion en aspectos
biomoleculares.

A mis comparferos del Proyecto Ubacyt, Lic. Elisa Fantino, Cecilia Herrera y
estudiantes tesistas quienes colaboraron en el mantenimiento de la coleccion, la
ejecucion de algunas pruebas de patogenicidad y apoyo técnico en tareas de laboratorio.

A los productores que facilitaron mi ingreso a sus establecimientos 0 me enviaron
muestras enfermas, a los Ings Agrs Daniel Morisigue y Oscar Herrera, a los viveros
“Plugsystem” y “La Facultad”, por facilitarme plantas para la realizacion de las pruebas
de patogenicidad.

A la Dra Mary Palm, Directora del que fuera el “USDA- MDL-Maryland-USA”, por
facilitar mi estadia de entrenamiento.

Al Dr Seoghan Kant de la “Penn State University” por los insumos donados para parte
de los estudios moleculares y al Dr Balci de la “University of Maryland” por facilitar
instrumental dptico para toma de fotografias microscépicas en 2012.

Muy especialmente a mi esposo y mi hija que me acompafiaron estos afios con su amor
y paciencia.



INDICE GENERAL

AGRADECIMIENTOS

RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCION

Evolucion del conocimiento de los géneros Pythium y Phytophthora

en Argentina

S.
6.
7.

1. Habito nutricional y sintomatologia.

2. Ubicacion taxonomica.

3.

4. Supervivencia y dispersion del in6culo. Relacion con el manejo de la

Caracterizacién morfologica.

enfermedad

Criterios de clasificacion: morfoldgico, molecular, filogenético.
Antecedentes sobre trabajos de relevamiento.

Estudios efectuados en Argentina

HIPOTESIS
OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

CARACTERIZACION DEL SECTOR FLORICOLA Y DE LA REGION EN
ESTUDIO.

1.
2.

Caracterizacién general

Condiciones ambientales: clima y suelo

MATERIALES Y METODOS

1.

2.

3.

4.

Antecedentes sobre especies fitopatdgenas de los géneros Pythium
y Phytophthora en Argentina.
Prospeccion de enfermedades en el Cinturdn verde La Plata-
Buenos Aires y otras areas de interés.
Técnicas de aislamiento, purificacion y mantenimiento de la coleccion
3.1 Aislamientos a partir de material sintomatico.
3.2. Aislamiento desde agua de riego.
3.3. Medios de cultivo.
3.4. Purificacion de los aislamientos.
3.5. Mantenimiento de la coleccion.
3.6. Deposito de los aislamientos en Colecciones micoldgicas
y de secuencias en Bancos Genéticos

Identificacion y descripcion de los aislamientos por métodos
micoldgicos clésicos.

12

17

17
20
24
27
31
36
37

40
40

43
46

49

50

53

53
54
55
55
56
56

57



4.1. Caracterizacion de la colonia
4.2. Caracterizacion morfologica

4.2.1. Pythium spp.
4.2.2. Phytophthora spp.

4.2.3. Estimulacion de estructuras reproductivas
4.2.4. Observacion de estructuras con microscopio optico

4.3. Determinacion de temperaturas de crecimiento

4.4. Identificacion taxonémica

5. Pruebas de patogenicidad
5.1. Depodsito de bloques de agar con inoculo en heridas

5.2. Colocacion de agar con indculo en contacto con las raices

5.3. Aporte de indculo utilizando un soporte organico
5,4. Inoculacién con agua de riego

5.5. Inoculaciones en otros hospedantes

6. Identificacion y caracterizacion de los aislamientos por métodos
moleculares
6.1. Extraccion del ADN

6.2. Amplificacion del rADN

6.3. Purificacién y secuenciacién del rADN
6.4. Construccion de arboles filogenéticos

7. Aspectos referidos a la bibliografia utilizada en el presente estudio

RESULTADOS

PARTE |I. ANTECEDENTES SOBRE ESPECIES FITOPATOGENAS DE
OOMYCETES: STATUS DE LOS GENEROS PYTHIUM Y PHYTOPHTHORA
EN ARGENTINA

1. Introduccién

2. El género Pythium en Argentina

3. El género Phytophthora en Argentina

PARTE Il. CARACTERIZACION DE ESPECIES FITOPATOGENAS DE
PYTHIUM Y PHYTOPHTHORA

INTRODUCCION

GENERO PYTHIUM

57
57
57

58
59

60
61

61

62
62

63

64
65

65

65

65
65

66
67

67

72
94

119

122



ESPECIES CON ESPORANGIOS LOBULADOS O FILAMENTOSOS

P. aphanidermatum

P. dissotocum

P. graminicola

ESPECIES CON ESPORANGIOS ESFERICOS, SUBESFERICOS

O ELIPSOIDALES
A. OOGONIOS LISOS

P. cylindrosporum

. sylvaticum

. ultimum var. ultimum

. ultimum var. sporangiiferum

. OOGONIOS ORNAMENTADOS

. irregulare
. Spinosum

T W U T T

C .ORGANOS SEXUALES AUSENTES
P. intermedium
P. splendens

NUEVAS ESPECIES DE PYTHIUM
Pythium sp. nov. 1
Pythium sp. nov. 2

GENERO PHYTOPYTHIUM
Phytopythium chamaehyphon

ESPECIES DE PHYTOPHTHORA IDENTIFICADAS

ESPECIES HETEROTALICAS ESPORANGIOS PAPILADOS

Ph. capsici

Ph. nicotianae= parasitica

ESPECIES HETEROTALICAS ESPORANGIOS NO PAPILADOS
Ph. cinnamomi

Ph. cryptogea

Ph. taxon kelmania

FILOGENIA DE ESPECIES DE PHYTOPHTHORA PRESENTES
EN ARGENTINA

TABLAS RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS
DISCUSION GENERAL

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA CITADA
ANEXO I (Antecedentes de Pythium spp. en Argentina)
ANEXO Il (Antecedentes de Phytophthora spp. en Argentina)

123

123
140
150

160
169

179
187

192
201

208
217

224
233

242

253
267

293
310
322
329

333
344
371

378
424
431



INDICE DE TABLAS

1: Especies patdgenas de Pythium citadas en Argentina. relacion hospedante-
patogeno, sintomas y localidades donde fueron halladas

2: Distribucion de Pythium spp. en regiones geograficas de Argentina en los
afos 2009 y 2014

3: NUmero de hospedantes afectados por especies de Pythium dentro
de cada tipo de cultivo en los recuentos de 2009 y de 2014

4: Especies de Pythium citadas para el Cinturon verde La Plata-Buenos Aires
hasta el afio 20009.

5: Especies de Pythium identificadas durante el presente estudio (2009-2014).

6: Especies patdgenas de Phytophthora citadas en Argentina: relacion
hospedante-patdgeno, sintomas y localizacion geografica

7: Especies de Phytophthora aisladas de suelo o agua

8: Especies de Phytophthora citadas para el Cinturdn verde La Plata-Buenos
Aires hasta el afio 2009.

9: Especies de Phytophthora identificadas durante el presente estudio (2009-
2013).

10: Numero de hospedantes afectados por especies de Phytophthora dentro de
cada tipo de cultivo en los recuentos de 2009 y de 2014.

11: Distribucion de Phytophthora spp. en regiones geograficas de Argentina
(afio 2014).
12: Crecimiento promedio de los aislamientos de Ph. nicotianae a 20 y 28 °C.

13: Caracteristicas culturales, morfolégicas y biométricas de los aislamientos
de Ph. nicotianae.

87

89

95

108
108

109

111

113

282
282



INDICE DE FIGURAS

Fig. 1: Cinturdn verde La Plata-Buenos Aires
Fig. 2: Numero de especies de Pythium/ provincia en los afios 2009-2014.

Fig. 3: Numero total de hospedantes/tipo de cultivo afectados por especies
de Pythium (evaluaciones en 2009 y en 2014).
Fig. 4: Frecuencia relativa de especies de Pythium (2014).

Fig. 5: Frecuencia relativa de Pythium spp. que afectan cultivos ornamentales
(2014).

Fig.6: Numero de especies de Phytophthora/tipo de cultivo (afio 2014).

Fig. 7: Numero de de especies de Phytophthora/provincia (2014).

Fig. 8: Frecuencia relativa de especies de Phytophthora (2014)

Fig. 9: Frecuencia relativa de Phytophthora spp. que afectan cultivos
ornamentales (2014)

Figs. 10-17: Pythium aphanidermatum

Figs.18-21: P. dissotocum

Figs. 22-26: P. graminicola

Figs. 27- 31: P. cylindrosporum

Figs. 32-36: P. sylvaticum

Figs. 37-39: P. ultimum var. ultimum

Fig. 40-41: P. ultimum var. sporangiiferum

Figs. 42-44: P. irregulare

Figs. 45-47: P. spinosum

Figs. 48- 51: P. intermedium

Figs. 52-53: P. splendens

Figs. 54-59: Pythium sp. nov.1

Figs. 60-65: Pythium sp. nov.2

Figs. 66-70: Phytopythium chamaehyphon

Figs. 71-76: Ph. capsici

Figs. 77-89 : Ph. nicotianae= parasitica

Figs. 90-95: Ph. cinnamomi

Figs. 96-98: Ph. cryptogea

Figs. 99- Ph. taxon kelmania

47
88
90

91
92

112
115

116
117

126
141
151
164
173
183

190
198

202
213
222
226
235
244
261
269
304
313
326



CARACTERIZACION DE ESPECIES FITOPATOGENAS DE PYTHIUM Y
PHYTOPHTHORA (PERONOSPOROMYCETES) EN CULTIVOS ORNAMENTALES
DEL CINTURON VERDE LA PLATA-BUENOS AIRES Y OTRAS AREAS Y
CULTIVOS DE INTERES

RESUMEN

La diversidad de especies de Pythium y de Phytophthora conocidas en el mundo
y los escasos estudios referidos a éstas, efectuados en la regién del Cinturdn verde La
Plata-Buenos Aires, permiten inferir la existencia de enfermedades de las plantas adn
no diagnosticadas y la presencia de una mayor diversidad de patdogenos no citados en
el pais, que estarian afectando los cultivos de esa region. Frente a este planteo se
propuso el presente estudio con los objetivos de actualizar el estado del conocimiento
sobre estos géneros y realizar una prospeccién de las enfermedades presentes en la
regién, identificando las nuevas patologias y relaciones hospedante-patogeno, y

confirmando la presencia de las previamente citadas.

A efectos de recopilar, organizar y actualizar la informacion referida a especies
fitopatdgenas de estos géneros en la Argentina, se efectué una exhaustiva revision de
antecedentes desde finales del siglo X1X hasta el afio 2014. En el periodo 2009-2012 se
llevo a cabo una prospeccion de las enfermedades ocasionadas por Pythium y por
Phytophthora en cultivos intensivos ornamentales en algunas localidades del Cinturdn
verde bonaerense. Ademas, con la finalidad de identificar la mayor cantidad de especies
que permitiera una caracterizacion mas completa de la regién, se incluyeron
aislamientos de Pythium sin identificacion especifica y de especies de Phytophthora
identificadas s6lo por sus caracteristicas morfobiométricas y culturales, coleccionadas
en el CIDEFI-UNLP (Ing. Wolcan), obtenidas en cultivos de La Plata y alrededores,
entre los afios 2000-2008. Se ampli6 el presente estudio identificando y caracterizando
aislamientos provenientes de otras &reas y cultivos de interés econdmico,
correspondientes a muestras recibidas en los Servicios de Diagnostico del CIDEFI-
UNLP (Ing. Wolcan) y el LASAVE-FAUBA (Ing. Palmucci).



Las especies de Pythium y de Phytophthora fueron descriptas y caracterizadas
mediante el estudio de sus caracteres culturales, morfolégicos y biométricos
(estructuras vegetativas y estructuras reproductivas sexuales y asexuales), las
temperaturas cardinales y el crecimiento medio. Las identificaciones se
complementaron con estudios moleculares y de secuenciacion y en algunos casos se
obtuvo su ubicacion filogenética. Los estudios moleculares se efectuaron en el
Molecular Diagnostics Laboratory-USDA, Belstville, USA, bajo la supervisién de la
Dra Gloria Abad. EI ADN de las muestras fue extraido de cultivos puros desarrollados
en APG, utilizando un kit comercial. La region ITS del rADN nuclear se amplificd
usando los primers ITS4 e ITS5, se secuencié (Mc Lab, San Francisco, USA) y
comparé con el banco de genes del servidor BLAST-NCBI y del Phytophthora
Database. Todas las comparaciones en el GenBank-Blast y la construccion de arboles
filogenéticos, se efectuaron considerandose las secuencias de las especies tipo, holotipo
0 extipo. Para comprobar la patogenicidad se inocularon plantas de la misma especie a

temperatura y humedad controladas.

La informacion obtenida en la revision de antecedentes fue categorizada y
presentada en Tablas y Figuras. Este ordenamiento permitié actualizar el status o
inventario de las especies de Pythium y de Phytophthora presentes en el pais,
considerando los cambios en su sistematica que se produjeron en los ultimos afos, y
acceder en forma rapida y comparada a la informacion referida a diferentes aspectos de
estos patogenos (rango de hospedantes, primera cita en el pais, sintomas, localizacion
geogréfica, especies por region, por tipo de cultivo y por provincia, estudios

moleculares realizados en el pais).

Como resultado de la prospeccion efectuada se hallaron nuevas enfermedades
afectando cultivos de produccion intensiva en el area de estudio, ocasionando damping
off, podredumbre de raices, podredumbre basal, podredumbre de la corona,
podredumbre de frutos y de cladodios.

Se identificaron 10 especies de Pythium (P. aphanidermatum, P. cylindrosporum,
P. dissotocum, P. graminicola, P. intermedium, P. irregulare, P. spinosum, P.
splendens, P. sylvaticum, P. ultimum var. ultimum, P. ultimum var. sporangiiferum y 2
Pythium sp. nov.), y 5 especies de Phytophthora (Ph. capsici, Ph. cinnamomi, Ph.

cryptogea, Ph. nicotianae, Ph. taxon kelmania), 1 Ph. aff. cryptogea.



Las especies de Pythium provenientes de la prospeccion, de otras areas de interés
y de las colecciones, se hallaron asociadas a los siguientes hospedantes: P.
aphanidermatum-Euphorbia pulcherrima, Nicotiana tabacum y Spinacea oleracea; P.
cylindrosporum-Eustoma  grandiflorum; P. dissotocum-Nicotiana tabacum; P.
graminicola-Pennisetum clandestinum; P. intermedium-Impatiens X hawkerii y
Spathiphillum wallisii; Pythium irregulare-Primula obconica, Impatiens walleriana y
Scindapsus aureus; P. spinosum-Hebe sp.; P. splendens-Rhododendon indicum; P.
sylvaticum-Cyclamen persicum y Lavandula angustifolia; P. ultimum var. ultimum-
Actinidia deliciosa, Dianthus caryophillus, Gazania repens, Euphorbia pulcherima y
Ocimum basilicum y P. ultimum var. sporangiiferum-Polygala myrtifolia. Dos nuevas
especies de Pythium, con las que se comenzaron los estudios para llegar a su
descripcion, fueron halladas afectando Capsicum annuum y Schlumbergera truncata.

Se registraron por primera vez en el pais a P. cylindrosporum, P. sylvaticum y P.
splendens. Es la primera cita en el mundo de P. cylindrosporum afectando C. persicum
y de P. sylvaticum a Eustoma grandiflorum. Para el género Pythium se aplico por

primera vez el uso del analisis de secuencias (BLAST y Filogenia).

Para Phytophthora las asociaciones halladas fueron: Ph. capsici-Capsicum
annuum, Cucurbita moschata; Ph. cinnamomi-Actinidia deliciosa, Casuarina
cunninghamiana, Vaccinium corymbosum, y Rhododendrom indicum; Ph. cryptogea-
Gerbera jamesonii; P. taxon kelmania-Gerbera jamesonii, Gypsophila paniculata y
Actinidia deliciosa; y Ph. nicotianae-Dieffenbachia picta, Catharanthus roseus,
Primula obconica, Chamelaucium uncinatum, Gypsophila paniculata, Schlumbergera
truncata y Hebe speciosa.

Si bien algunas de estas relaciones huésped-patdgeno ya eran conocidas en el pais
se aplicaron por primera vez las técnicas moleculares y de secuenciacion para confirmar
la identidad especifica de Ph. nicotianae como agente causal de Podredumbre basal de
Chamelaucium uncinatum, Gypsophilla paniculata y de Catharanthus roseus.

Este es el primer registro de Ph. nicotianae como causante de Podredumbre de
tallo y raices de Dieffenbachia picta en Argentina y en América del Sur y de
Podredumbre basal en Primula obconica, Hebe speciosa y Schlumbergera truncata. Se
cita por primera vez en la region en estudio a Ph. cinnamomi afectando kiwi y azalea, y
a casuarina en Concordia (Entre Rios). La caracterizacion morfoldgica de los

aislamientos, unida a los resultados de las técnicas moleculares, permitieron diferenciar
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entre Ph. cryptogea y Ph. taxon kelmania e incluir a esta ultima especie como patdgeno
de Gerbera jamensonii, Gypshophilla paniculata y Actinidia deliciosa. Ph. taxon
kelmania ZG Abad & Abad JA, es una nueva especie, citada por primera vez en
Argentina y en el mundo sobre G. paniculata y A. deliciosa.

De raices de Rhododendron indicum se aislo a Phytopythium chamaehyphon. Es

el primer reporte en el pais, del género Phytopythium y de la mencionada especie.

Se confirm6 la patogenicidad de todos los aislamientos, cumpliéndose los
Postulados de Koch. Se estudiaron 41 relaciones hospedante-patdgeno, en 29
hospedantes diferentes, de las cuales 30 fueron citadas por primera vez en el pais,
correspondiendo 32 a nuevas enfermedades citadas en el Cinturon verde La Plata-
Buenos Aires (22 de Pythium, 9 de Phytophthora y 1 de Phytopythium). Se debera
continuar el estudio de las dos especies nuevas de Pythium, ampliando su
caracterizacion morfoldgica y de rango de hospedantes y efectuando estudios

moleculares y de secuenciacion del rADN, utilizando otros marcadores.

Los resultados del presente relevamiento en la region, las identificaciones
realizadas sobre los aislamientos asociados a las patologias halladas en otros sitios de
interés, y la identificacion especifica de las cepas de coleccion, han significado un
aporte al conocimiento de la biodiversidad de la region del Cinturén verde La Plata-
Buenos Aires, de las especies presentes en el pais y de los sintomas de las
enfermedades causadas por especies de Pythium y de Phytophthora en cultivos

ornamentales y otros.
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CHARACTERIZATION OF PHYTOPATHOGENIC PYTHIUM AND
PHYTOPHTHORA SPECIES (PERONOSPOROMYCETES) AFFECTING
ORNAMENTAL CROPS IN LA PLATA-BUENOS AIRES GREEN BELT AND OTHER
AREAS AND CROP OF INTEREST

ABSTRACT

A large and diverse number of Pythium and Phytophthora species are known in
the world; however, only a few studies concerning these were carried out in La Plata-
Buenos Aires Green Belt and in the country, which allows the presumption of the
existence of undiagnosed plant diseases and the presence of a greater diversity of
unreported pathogens, affecting crops in the region. For this reason, a study was
proposed to update the state of knowledge of these species and a survey of diseases,
identifying new pathologies and host-pathogen relationships caused by species of

Pythium and Phytophthora, and to confirm the presence of diseases previously reported

caused by these pathogens.

In order to collect, organize, and update the information on plant pathogenic
species of these genera in Argentina, a revision was made of the findings registered
since the late nineteenth century to mid-2014. Between 2009 and 2012 a survey was
carried out of diseases caused by Pythium and Phytophthora in ornamental intensive
crops in some areas of La Plata-Buenos Aires Green Belt. Furthermore, in order to
identify as many species as possible that would allow a more complete characterization
of the region, some isolates were included belonging to the collection of Pythium
without specific identification, and Phytophthora species identified only by their
morphological, biometrical and cultural characteristics, collected in CIDEFI-UNLP
(Ing. Wolcan). These isolates were obtained from crops grown in La Plata and its
surrounding areas, between the years 2000-2008. This study was extended to other
collectible isolates from diseases caused by Pythiaceas received at the Plant Pathology
Diagnostic_Service at CIDEFI-UNLP-CIC (Ing. Wolcan) and LASAVE-FAUBA (Ing.
Palmucci). These plants belonged to intensive or extensive crops of economic interest

from other producing regions.
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The isolated species were identified and characterized by their cultural,
morphological and biometric characters (vegetative structures and sexual and asexual
reproductive structures), cardinal temperature and growth rate. The identifications were
complemented with molecular and sequencing studies and in some cases their
phylogenetic trees were obtained. Molecular studies were performed at the Molecular
Diagnostics Laboratory-USDA, Belstville, USA under Dr Gloria Abad’s supervision.
The DNA of the samples was extracted from pure cultures developing in APG, using a
commercial kit. The ITS region of nuclear rDNA was amplified using primers ITS4 and
ITS5. For each isolate the rDNA sequences obtained (Mc Lab, San Francisco, USA)
were compared with sequences deposited at the GenBank using the Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) program, in order to verify the percentage of
homology with sequences of species already identified. All comparisons in the
GenBank-Blast and construction of phylogenetic trees were made considering the
sequences of the type species or holotype or extype. Their pathogenicity was

corroborated on plants of the same species at controlled temperature and humidity.

As a result of the revision all information obtained was categorized and presented
in Tables and Figures. This allowed the update of status or inventory of each species of
Pythium or Phytophtora present in the country, considering the changes that occurred in
recent years, and a quick and comparative access to information on different aspects
related to these pathologies (host range, first record in the country, symptoms,
geographic location, species by region, by type of crop, by province and molecular

studies in the country).

After the completed survey new diseases were found affecting intensive
production crops in the study area, causing damping off, root rot, collar rot, crown rot,
rotting fruits and cladodes.

Ten species of Pythium (P. aphanidermatum, P. cylindrosporum, P. dissotocum,
P. graminicola, P. intermedium, P. irregulare, P. spinosum, P. splendens, P.
sylvaticum, P. ultimum var ultimum, P. ultimum var. sporangiiferum) five species of
Phytophthora (Ph. capsici, Ph. cinnamomi, Ph. cryptogea, Ph. nicotianae, Ph. taxon
kelmania) and 1 Ph. aff. cryptogea were identified.

Pythium species from prospecting, other areas of interest and collections were

found associated to the following hosts: P. aphanidermatum-Euphorbia pulcherrima,
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Nicotiana tabacum and Spinacea oleracea; P. cylindrosporum-Eustoma grandiflorum;
P. dissotocum-Nicotiana tabacum; P. graminicola-Pennisetum clandestinum; P.
intermedium-Impatiens x hawkerii and Spathiphillum wallisii; Pythium irregulare-
Primula obconica, Impatiens walleriana and Scindapsus aureus; P. spinosum-Hebe sp.;
P. splendens-Rhododendon indicum; P. sylvaticum-Cyclamen persicum and Lavandula
angustifolia; P. ultimum var. ultimum-Actinidia deliciosa, Dianthus caryophillus,
Gazania repens, Euphorbia pulcherima and Ocimum basilicum and P. ultimum var.
sporangiiferum-Polygala myrtifolia. Two new species of Pythium were found to affect
Capsicum annum and Schlumbergera truncata.

P. cylindrosporum, P. sylvaticum and P. splendens were recorded for the first
time in Argentina. It is the first cite in the world of P. cylindrosporum on C. persicum
and P. sylvaticum on Eustoma grandiflorum. The use of the sequence analysis was

applied for the first time for the identification of Pythium species in Argentina

For Phytophthora the relationships were: Ph. capsici- Capsicum annuum; Ph.
cinnamomi- Actinidia deliciosa, Casuarina cunninghamiana, Vaccinium corymbosum,
and Rhododendrom indicum; Ph. cryptogea-Gerbera jamesonii; Ph. taxon kelmania-
Gerbera jamesonii, Gypsophila paniculata and Actinidia deliciosa; and Ph. nicotianae-
Dieffenbachia picta, Catharanthus roseus, Primula obconica, Chamelaucium
uncinatum, Gypsophila paniculata, Schlumbergera truncata and Hebe speciosa.

Although some of the host-pathogen relationships were already known in the
country, for Phytophthora spp. molecular methodology and sequencing was first
applied to confirm the identity of pathogens Ph. nicotianae as causal agent of Basal rot
of Chamelaucium uncinatum, Gypsophilla paniculata and Catharanthus roseus.

Stem and root rot of Dieffenbachia picta caused by Ph. nicotianae were reported
for the first time in Argentina and South América and Basal rot in Primula obconica in
Argentina. Ph. cinnamomi is cited for the first time affecting kiwi and azalea in the
region under study, and casuarina in Concordia (Entre Rios).The morphological
characterization of the isolates and the results of molecular techniques made it possible
to differentiate between Ph. cryptogea and Ph. taxon kelmania and include Ph. taxon
kelmania as a pathogen of Gerbera jamensonii, Gypshophilla paniculata and Actinidia
deliciosa. Ph. taxon kelmania ZG Abad Abad & JA, is a new species, cited for the first

time in Argentina and the world ever on gypsophila and kiwi.
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Phytopythium chamaehyphon was isolated from Rhododendron indicum roots. It
is the first report in the country of the genus and the species Phytopythium

chamaehyphon.

Pathogenicity of all isolates was confirmed, fulfilling Koch’s postulates. (Forty
one) 41 host-pathogen relationships in 29 different hosts were studied, 30 of which
were new diseases mentioned in the country and 32 in the region (22 Pythium, 9
Phytophthora and 1 Phytopythium). The study of new species must continue, enlarging
their morphological and host range characterization; and further molecular and rDNA

sequencing studies must be carried out, using other markers.

This survey, the identifications made on the pathologies found in other sites of
interest, and the specific identification of the collection strains have meant a
contribution to the knowledge of the biodiversity of the region's Green belt La Plata-
Buenos Aires, the species present in the country and symptoms of diseases caused by

Pythium spp. and Phytophthora in ornamental species and others.
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EVOLUCION DEL CONOCIMIENTO DE LOS GENEROS
PYTHIUM Y PHYTOPHTHORA

1. HABITO NUTRICIONAL Y SINTOMATOLOGIA

Los géneros Phytophthora y Pythium (Peronosporomycetes “ex Oomycetes”)
comprenden numerosas especies, las cuales en su mayoria se distribuyen en todo el
mundo, a veces restringidas a determinados hébitats como suelo, agua, plantas, hombre,
peces, entre otros. Son capaces de producir enfermedades destructivas de cultivos
comercialmente importantes (van der Plaats-Niterink, 1981; Erwin & Ribeiro, 1996). El
ambiente terrestre es el mas comdn, afectando ecosistemas agricolas y naturales

(praderas o bosques) (van der Plaats-Niterink, 1981; Schroeder et al., 2013).

El género Pythium incluye especies ubicuas que ocupan variados nichos
ecologicos. La mayoria de éstas se comportan como saprotrofas en varios tipos de
suelos (Martin & Loper, 1999) y en ambientes acuaticos como lagos y canales (Lodhi,
2007), o sistemas de irrigacion (Hong & Moorman, 2005); otras son importantes
patdgenos de plantas: altamente patdgenos o de mediana patogenicidad (van der Plaats-
Niterink, 1981; Erwin & Ribeiro, 1981), causando enfermedades, reduciendo los
rendimientos y su calidad. Infectan principalmente almécigos de diferentes cultivos
provocando muerte de semillas y plantulas en pre y post emergencia (damping off) por
afectar al embrion, hipocétile y radicula. En plantas herbaceas y adultas causan menor
crecimiento, sintomas de deficiencia de nutrientes y reduccion del rendimiento, por
disminuir la biomasa radicular debido a la destruccion de raices de absorcion y pelos
radicales (Schroeder et al., 2013). Preferentemente son atacados los tejidos jovenes, con
humedad, 6rganos suculentos de vegetales en contacto con el suelo, como frutos de
zapallo, pepino (Cucurbitaceae), chaucha, poroto (Leguminosae) y tubérculos como la
papa (Solanaceae) (Frezzi, 1956; van der Plaats-Niterink, 1981). Hay especies polifagas
como P. ultimum Trow o P. irregulare Buisman que afectan a distintos cultivos y otras
como P. graminicola Subramaniam y P. arrhenomanes Drechsler que estan restringidas
a algunas especies de la familia Poaceae (= Gramineae) (Frezzi, 1956, 1977; van der
Plaats-Niterink, 1981; Abad et al., 1994).
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Unas pocas especies han sido reportadas como micoparasitas (van der Plaats-
Nikerink, 1981; Lifshitz et al., 1984), de las cuales algunas se comercializan como
biocontroladores de patdgenos de plantas. Entre ellas P. oligandrum Drechsler (Jones &
Deacon, 1995; Martin & Loper, 1999; Benhamou et al., 1999; Picard et al., 2000),
habitante comdn en muchos suelos, es una de las especies mas investigadas (Ali, 1985;
Ribeiro & Butler, 1992). El antagonismo ejercido por P. oligandrum contra especies de
Pythium patdgenas representa uno de los pocos ejemplos en que el agente de biocontrol
es del mismo género que el patdgeno que esta controlando (Lévesque, 2011). Actla
como antagonista de Ascomycetes (Benhamou & Chet, 1997; Bradshaw-Smith et al.,
1991), Basidiomycetes (lkeda et al., 2012) y Oomycetes patdgenos (Benhamou et al.,
1999) y de la bacteria Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., en Solanum
lycopersicum (tomate) (Takenaka et al., 2008). La accion biocontroladora de P.
oligandrum implica mecanismos de competencia por espacio y nutrientes, parasitismo,
antibiosis, promocién del crecimiento de las plantas a través de la produccion de
precursores de auxina (Triptamina TNH2) y activacion del sistema inmune del
hospedante (Benhamou et al., 1997; Le Floch et al., 2009; Takenaka & Tamagake,
2009). Otras especies destacadas por su actividad como micoparasitos son: P. nunn
Lifshitz, Stanghellini & Baker, que se comporta como antagonista de P. ultimum
(Lifshitz et al., 1984), P. periplocum Drechsler y P. acanthicum Drechsler (Elad et al.,
1985; Laing & Deacon, 1991; Riberio & Butler, 1995). En ensayos in vitro de cultivos
duales de P. periplocum y Botrytis cinerea Pers. ex Fr., se observé el agresivo
comportamiento de este antagonista (Paul, 1999). Ademas se ha reportado la actividad
de P. carolinianum Mattheus como biocontrolador de mosquitos (Su et al., 2001; Liu et
al., 2001).

Por otra parte P. acanthicun se utiliza para producir, mediante fermentacion
solida, &cidos poliinsaturados Omega 3, los cuales forman parte de formulaciones de
suplementos dietarios para consumo humano (Gandhi & Weete, 1991; Hinzpeter et al.,
2006).

Otras especies son patdgenas de mamiferos (incluido el hombre). Entre éstas
Pythium insidiosum De Cock, Mendoza, Padhye, Ajello & Kaufman, causa “Pitiosis™,
enfermedad que afecta al ganado y ocasionalmente al hombre (de Cock et al., 1987,
Mendoza et al., 1996). Existen especies acuaticas como P. porphyrae Takahashi et

Sasaki, parasita de algas (Kawamura & Yokoo, 2005) o de peces (Johnson et al., 2002).
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Nuevas especies de Pythium son reportadas continuamente (Allain-Boulé et al.,
2004; de Cock & Lévesque, 2004; Brasier et al., 2005; Dick et al., 2006; Paul et al.,
2006; Blair et al., 2008, Abad et al., 2008; de Cock et al., 2010; Nelson & Abad, 2010;
Ginetti et al., 2013; Abad et al., 2014). Lévesque & de Cock (2004) incluyeron en sus
estudios filogenéticos 106 especies de Pythium y en un reciente trabajo Schroeder et al.

(2013) informaron que segun MycoBank (http://www.mycobank.org), cerca de 300

especies han sido propuestas en la literatura, aunque muchas de ellas no son validas o su
identidad es dudosa. Actualmente se estiman en 160, las especies de identidad

confirmada (Abad GZ, com. pers.).

Las especies del género Phytophthora pueden provocar diversos sintomas como
tizones, cancros, podredumbres de raices, tallos y frutos en cientos de especies de
plantas (Erwin & Ribeiro, 1996). Por su alta virulencia y la capacidad de propagarse
rapidamente constituye uno de los mas importantes grupos de fitopatdgenos en todo el
mundo. Comprende un amplio rango de hospedantes que incluyen plantas ornamentales
(Werres et al., 2001; de Cock & Lévesque, 2004), forestales (Brasier et al., 1993; Jung
et al., 1999; Knight, 2002; Rizzo et al., 2002; Brasier et al., 2004a, b), cultivos
oleaginosos, horticolas y frutales (Erwin & Ribeiro, 1996). Algunas de sus especies
afectan a un amplio rango de hospedantes (Ph. nicotianae Breda de Haan y Ph.
cinnamomi R.D. Rands) mientras otras son especificas: Ph. capsici Leonian, Ph. sojae
Kaufm. & Gerd. (Erwin & Ribeiro, 1996; Agrios, 2005).

Entre las enfermedades que histéricamente han ocasionado severos dafios en la
produccion se destaca el Tizon tardio de la papa, causado por Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary responsable de la hambruna del afio 1840 en Irlanda, que produjo la
muerte de méas de un millén de personas (Erwin & Ribeiro, 1996; Fry & Goodwin,
1997; Agrios, 2005). Desde entonces mucho se ha avanzado en el diagnostico y control
de las enfermedades. Sin embargo aun hoy continlGan apareciendo epidemias
devastadoras. Debido a la gran diversidad e introduccion de nuevas razas resistentes a
los fungicidas, Ph. sojae, agente causal de la Podredumbre de raices y tizon del tallo en
soja, constituye una problematica a nivel mundial y ha provocado pérdidas anuales de
billones de dolares en cultivos de Estados Unidos y Canada (Schmitthenner, 1985; van
West et al., 2003; Tyler, 2007). En los cultivos intensivos, Ph. capsici ha destruido

plantaciones de pimiento en distintas partes del mundo (Mchau & Coffey, 1995).
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Ademas hay otras especies polifagas como Ph. nicotianae (=Ph. parasitica) que causa
severos problemas principalmente en tomate, tabaco, citricos y ornamentales. Mientras
Ph. cryptogea Pethybr. & Laff, Ph. cinnamomi, Ph. cactorum (Lebert & Cohn) J.
Schroét., Ph. citricola Sawada y Ph. citrophthora (R.E. Sm. & E.H. Sm.) Leonian,
provocan grandes pérdidas en diversos cultivos horticolas, ornamentales, frutales y
forestales (Erwin & Ribeiro, 1996).

Entre las ultimas epifitias registradas podemos mencionar la ocasionada por Ph.
ramorum Werres, De Cock & Manin't Veld, que desde su aparicion en 1995 (Rizzo et
al., 2002) provoco la muerte repentina de miles de robles (Quercus spp.) en Estados
Unidos y de azaleas (Rhododendron spp.) y viburnos (Viburnum spp.) en los Estados
Unidos y en Europa (Werres, et al., 2001; Brassier et al., 2004a; Rizzo et al., 2005,
Werres & Kaminski, 2005; Reinherd, 2006; Fichtner et al., 2007; Schwingle et al.,
2007; Tooley & Kyde, 2007). Con mas de 70 géneros afectados naturalmente en 33
familias botanicas y numerosos hospedantes comprobados como susceptibles en
inoculaciones artificiales, Ph. ramorum constituye actualmente la mayor amenaza para
los ecosistemas forestales naturales y las plantas ornamentales de vivero desde las
cuales puede ser dispersada a otras areas (Department for Environment, Food and Rural

Assays, (DEFRA), Gov. UK. En: https://www.gov.uk/pests-and-diseases-in-fruit-and-

vegetables, consultado marzo 2014). En Chile fueron devastadas 60.000 ha cultivadas
con Pinus radiata, identificAndose como su agente causal a la nueva especie Ph.
pinifolia Alv. Duran, Gryzenh. & M.J. Wingf. (Durén et al., 2008). En Argentina se
describié a Ph. austrocedrae Gresl. & E.M. Hansen, otra nueva especie, provocando
lesiones necroticas en tallos y raices, asociada al Mal del ciprés de la cordillera
(Austrocedrus chilensis (D.Don) Pic. Sermolli & Bizzarri) en la region Patagénica
(Greslebin et al., 2007).

2. UBICACION TAXONOMICA

Las clasificaciones de los seres vivos en Reinos y dentro de éstos en sus diferentes
categorias taxondmicas, han sufrido sucesivas modificaciones a lo largo del tiempo.
Inicialmente se basaron en caracteristicas morfoldgicas, nutricionales y ecoldgicas en
comdan, clasificandose en cuatro Reinos: Protista, Monera, Animal y Vegetal. Wittaker

(1969), propone el Reino Fungi, quedando los organismos agrupados de acuerdo a sus
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relaciones evolutivas, segun el esquema tradicional de 5 Reinos de Wittaker
(Alexopoulus et al., 1996). Posteriormente los agrupamientos filogenéticos han
determinado la reubicacion taxonémica de muchas especies.

Los ex-integrantes del Reino Fungi, llamados cominmente “mohos acuéticos”
(Clase Oomycetes), fueron sometidos a sucesivos cambios en su ubicacidn taxonémica.
Debido a la existencia de numerosas diferencias morfoldgicas y fisiologicas entre los
hongos verdaderos y los Oomycetes, fueron reubicados en el Reino Protoctista
(Margulis & Schwartz, 1988; Margulis et al., 1989) y en el Reino Chromista, junto a las
algas con clorofila a y ¢ (Chrysophyta y Phaephyta) (Cavalier-Smith, 1986). En este
contexto fueron denominados “pseudohongos” al ser considerados dentro de la
Subdivision Pseudofungi, Phylum Heterokonta del Reino Chromista (Kirk et al., 2001).

Dick (2001) los ubicé en el Reino Straminipila.

El Reino Straminipila incluye organismos de caracteristicas morfoldgicas
diversas, que comparten un rasgo ancestral comun, sus zoosporas biflageladas, con dos
flagelos distintos (heterokontas), o que han derivado de otros organismos que
presentaron esa caracteristica. Estos flagelos presentan proyecciones pilosas, también
Illamadas mastigonemas. EIl término Straminipiles (straminopile), fue el nombre
coloquial planteado por Patterson (1989), para un organismo que lleva pelos tubulares
tripartitos. Stramen significa flagelo en latin, y pilos, pelo, de alli su denominacion
como “stramenopilans” (Wainwright et al., 1993; Sogin & Silberman, 1998). El flagelo
anterior es de tipo pincel y presenta dos hileras de mastigonemas tubulares y tripartitos,
y el posterior es de tipo latigo, sin mastigonemas (Dick, 2001).

Dick (2001), propone el Reino Straminipila con la finalidad de reacomodar a los
miembros del Reino Chromista caracterizados por la presencia de estos mastigonemas
sobre los flagelos barbulados. Estd integrado por los Phylum Oomycota,
Hyphochytridiomycota y Labyrinthulomycota, algunos grupos de algas cromofitas
(Bacillarophyceae, Chrysophyceae, Fucophyceae y Tribophyceae) y organismos

"protistas” fotosintéticos y saprétrofos.

Entre las principales caracteristicas que diferencian a los Oomycetes de los
organismos integrantes del reino Fungi (hongos verdaderos) hallamos: a) presencia de
pared celular compuesta por celulosa y beta glucanos en lugar de quitina fangica
(Bartnicki-Garcia, 1969; Bartnicki-Garcia & Wang, 1983), b) esporas biflageladas
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(zoosporas) (Desjardins et al., 1969; Hemmes, 1983), c) no sintetizan esterol (Barr,
1983; Bartnicki-Garcia, 1987; Erwin & Ribeiro 1996), d) la presencia de tabiques en las
hifas es rara (micelio cenocitico) pero se forman normalmente para delimitar estructuras
reproductivas 0 en micelios viejos; los ndcleos estan dispersos en el citoplasma;
difiriendo de la mayoria de los hongos que tienen micelio tabicado (a excepcion de los
Zygomycetes, también cenociticos), e) presentan crestas mitocondriales tubulares, f)
acumulan reservas como beta 1-3 glucanos (micolaminarinas), g) a diferencia de los
hongos verdaderos, que son haploides en la etapa de alimentacion y la mayor parte de su
ciclo de vida, las hifas de Oomycetes se componen de células diploides, produciéndose
la meiosis en el interior de los gametangios (Sansome 1961, 1965; Dick, 2001), h)
tienen diferente sensibilidad hacia los fungicidas convencionales (Latijnhouwers et al.,
2003), i) poseen diferente composicion de aldioles y polioles (alcoholes con dos 0 mas
hidroxilos), j) presentan diferente via de sintesis de la lisina y del triptofano por accién
de la triptofano sintetasa.

Estudios genéticos y bioquimicos han corroborado estas diferencias entre
Oomycetes y “hongos verdaderos” (Wang & Bartnicki-Garcia, 1980; Barr, 1992;
Brasier, 1992; Baldauf et. al., 2000; Latijnhouwers et al., 2003).

El Phylum Oomycota incluye especies unicelulares, holocérpicas y eucarpicas que
presentan mayormente formas filamentosas de tipo cenocitico. Estas Ultimas se habrian
diferenciado de su linaje ancestral, antes de que los cloroplastos se asociaran al mismo,
ubicandose este proceso en el Periodo tardio de la Era Proterozoica. Los integrantes de
este Phylum son mayormente especies acuaticas o de ambientes himedos (Alexopoulus,
1996; Dick, 2001). Presenta una sola Clase: Peronosporomycetes (ex Oomycetes)
integrada, en base a las caracteristicas de las zoosporas y oosporas, por dos linajes
basicos de organismos con talo micelial: Subclases Saprolegniomycetidae vy
Peronosporomycetidae (Dick et al., 1984). La primera Subclase comprende organismos
de habitos acuaticos y se caracteriza por presentar el clivaje del citoplasma de los
zoosporangios de tipo centrifugo y ser polioospdricos con el oosplasto granular y fluido
(Dick, 2001). La Subclase Peronosporomycetidae, organismos mas evolucionados,
tienen habitos terrestres, comportdndose la mayoria como parasitos de vegetales
(Alexopoulus, 1996). Presentan clivaje de tipo diverso; en el oogonio la odsfera se
diferencia por agregacion centripeta, a partir del periplasma periférico y son

mayoritariamente monosporicos, con el oosplasto traslicido (Dick, 2001).
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Actualmente, coexisten las dos clasificaciones que ubican a los Oomycetes en los
Reinos Chromista y Straminipila, aunque la tendencia es considerarlos como
pertenecientes al Reino Straminipila. Ambos términos, Oomycetes (Winter, 1880) y
Peronosporomycetes (Dick, 2001) son considerados como sinénimos (Kirk et al., 2008),
sin embargo, la mayoria de los investigadores prefieren continuar utilizando el término

Oomycetes para referirse a este grupo (Kirk et al., 2008; Lévesque, 2011).

De acuerdo a Alexopoulus (1996) la mayoria de los autores, basados en
caracteristicas morfoldgicas, reconocen 5 drdenes dentro del Phylum Oomycota:
Saproleginales, Rhipidiales, Leptomitales, Salilagenidiales y Peronosporales. En el
orden Peronosporales se incluye a las familias Albuginaceae (esporangioforos cortos,
produce zoosporangios en cadena), Peronosporaceae (zoosporangiéforos de crecimiento
determinado y ramificados, produciendo zoosporangios en todas sus ramas al mismo
tiempo) y Pythiaceae (zoosporangios formados en general a partir de una hifa somatica,
zoosporangioforos de crecimiento indeterminado, produccién de zoosporangios de
diferente edad) (Agrios, 1996; Erwin & Ribeiro, 1996, Dick 2001).

Considerando a Dick (2001), dentro de la Subclase Peronosporomycetidae hay
dos 6rdenes: Peronosporales que incluye parasitos obligados de vegetales y Pythiales,
que incluye tanto parasitos como sapréfitos. Ambos Ordenes se diferencian
principalmente por sus zoosporangioforos, los cuales estan bien diferenciados en
Peronosporales, mientras que en Pythiales raramente lo estan.

En el orden Peronosporales hallamos dos familias Peronosporaceae Yy
Albuginaceae. La primera, causante de los mildius que afectan el follaje y los frutos de
numerosos hospedantes, incluye los géneros Plasmopara J. Schrét (P. viticola, Mildiu
de la vid); Peronospora Corda (P. sparsa, Mildiu del rosal; P. destructor, Mildiu de la
cebolla); Bremia Regel (B. lactucae, Mildiu de la lechuga) entre otros y la segunda a las
“falsas royas™ con el género Albugo (Pers.) Rousell (A. candida agente causal de la
Roya blanca de las cruciferas y A. tragopogonis que ocasiona la Roya blanca del
girasol).

En el orden Pythiales, se hallan la familia Pythiaceae, donde se encuentran los
géneros Pythium Pringsh y Phytophthora de Bary y la familia Pythiogetonaceae, con el
género Pythiogeton (Dick, 2001; Huang et al., 2013).
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Pythium en general se comporta como saprofito en suelo o0 agua y como parasito
de mono y dicotileddneas, mientras que Phytophthora es un parasito mas agresivo que
afecta principalmente a dicotiledéneas y es un pobre competidor en el suelo
(Alexopoulus, 1996).

Otros ordenes importantes del Phylum Oomycota son los Sclerosporales y
Saprolegniales. En Sclerosporales se destacan como fitopatdgenos los géneros
Sclerospora J. Schrét (S. sorghi, Mildiu del sorgo; S. graminicola, Mildiu del maiz,
sorgo y numerosas gramineas; S. macrospora causante del Mildiu del mijo y otras
gramineas) y Verrucalvus P. Wong y M. W. Dick (V. flavofaciens que ocasiona el
Amarillamiento del kikuyo- Pennisetum clandestinum). En el orden Saprolegniales, se
encuentran el género fitopatdgeno Aphanomyces Hoéhnk (A. euteiches causa la
Pudricion de raices en arvejas) (Dick, 2001; Agrios, 2005) y los géneros Saprolegnia
Nees (parasito de peces como salmones y truchas, anfibios y crustaceos) y Achlya Nees

(parasito de peces y mosquitos).

Por otra parte, aunque histéricamente y considerando sus caracteristicas
morfoldgicas y nutricionales, el género Phytophthora ha sido ubicado taxonémicamente
en el orden Pythiales junto con Pythium y géneros afines, algunos estudios filogenéticos
mas recientes proponen una afiliaciéon cercana con los mildius en el orden
Peronosporales (Beakes & Sekimoto, 2009; Thines et al., 2009; Hulvey et al., 2010;
Runge et al., 2011, Lamour, 2013). Serd necesario el analisis de multiples genes
adicionales con un mayor numero de especies de mildius para una mejor caracterizacion
de esta relacion (Martin et al., 2012). Por ello, es probable que en los proximos afios, se
realice un nuevo reordenamiento de los géneros de los Ordenes Peronosporales y
Pythiales.

3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Los talos de los géneros Pythium y Phytophthora estdn formados por hifas
cenociticas, de crecimiento apical. Se reproducen a través de mecanismos de tipo
asexual y sexual. Los diferentes tipos de estructuras vegetativas y reproductivas
permiten la identificacion de las especies. El lugar de formacidn de estas zoosporas y su
modo de liberacion son las principales carateristicas diferenciales entre los géneros
Pythium y Phytophthora (Frezzi, 1950, 1956; Erwin & Ribeiro, 1996).
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Las especies de Pythium se caracterizan por un rapido crecimiento del micelio.
Entre las principales estructuras que forman se encuentran (van der Plaats-Niterink,
1981), Vegetativas: a) Apresorio: célula terminal o intercalar que sirve para la fijacion
a la pared del hospedante; b) Clamidospora: se forma a partir de la célula de una hifa o
de una espora asexual, en posicion terminal o intercalar. Presenta una doble pared. Se
comporta como estructura de resistencia, pudiendo sobrevivir por largos periodos.

Reproductivas asexuales: a) Esporangio: estructura con contenido citoplasmatico que

al madurar forma un tubo de pasaje a traves del cual se vacia en una vesicula, dentro de
la cual da lugar a la formacion de las esporas asexuales (zoosporas). Puede ser a)
globoso, limoniforme, subesférico o b) filamentoso a veces lobulado o toruloso. De
posicion terminal o intercalar; b) Esporangiéforo: parte de la hifa que da origen al
esporangio; ¢) Vesicula: proyeccién del contenido del esporangio, esférica o subesférica
rodeada por una tenue membrana, continuacién de la membrana interna del
zoosporangio. En su interior se produce el clivaje del citoplasma formandose las
zoosporas que a su madurez son liberadas por la ruptura de la membrana. Reproductivas
sexuales: a) Oogonio: gametangio femenino que contiene la odsfera, la cual es
fertilizada por la célula anteridial, dando lugar a la formacion de la oospora, terminal o
intercalar. La pared puede ser ornamentada o lisa. b) Anteridio: gametangio masculino
de menor tamafio que el oogonio. En las distintas especies se diferencian en el nimero,
forma y lugar de insercion (hifas del mismo talo o no, de la misma hifa o no); c)
Oospora: estructura de resistencia (0 de reposo) a condiciones adversas del medio que
puede permanecer dentro del tejido muerto del hospedante infectado o en el suelo y que

usualmente germina produciendo un esporangio.

En las especies de Phytophthora el micelio crece mas lentamente y es mas
ramificado, en algunos casos de tipo coraloide, toruloso, con protuberancias que
permiten distinguirlo de otras especies. Esto puede variar considerablemente en los
diferentes medios de cultivo y a veces en un mismo cultivo (Frezzi, 1977). Entre las
principales estructuras que forma hallamos (Erwin & Ribeiro, 1996): Vegetativas: a)
Hinchamientos hifales (“swellings”): engrosamiento del didmetro de una hifa que
puede ser descripto como globular, esférico, cilindrico, tubular, coraloide o irregular. Se
forman en los puntos de ramificacion y no estan separadas del micelio cenocitico por un
tabique. b) Clamidosporas: estructuras de resistencia 0 reposo. Reproductivas

asexuales: a) Esporangio: generalmente esférico, globoso, limoniforme, obturbinado;
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con presencia 0 no de papila. Al madurar el contenido citoplasmatico se “divide” y
forma las zoosporas cuya liberacion se produce por ruptura de la membrana en la regién
papilar. b) Esporangi6foro: parte de la hifa que da origen al esporangio. Su longitud,
presencia o no, y tipo de ramificacion, caducidad y tipo de proliferacion, tienen valor

taxondmico. Reproductivas sexuales: se consideran las mismas estructuras enunciadas

anteriormente para Pythium.

En ambos géneros las esporas asexuales son zoosporas secundarias
monomorficas, reniformes, con flagelos morfol6gicamente diferentes (heterokontas) de
largo variable, dirigidos en sentidos opuestos, insertos en un surco lateral profundo
(Alexopoulus, 1996). El flagelo anterior es barbulado o pleuronemaético, con
mastigonemas (finas fibrillas de 0,5-2 um) y el posterior es liso de tipo latigo, con
movimiento retractil (“whiplash”). La presencia de flagelos permite que la zoospora
nade en las peliculas de agua sobre las hojas, en el agua del suelo, en medios
hidropdnicos o reservorios naturales de agua y se oriente hacia el hospedante por
quimiotaxismo. Por eso, se los conoce genéricamente como “water molds” o mohos
acuaticos (Fry & Griinwald, 2010).

En algunas especies, la capacidad de producir zoosporas se ha perdido y se supone
que los esporangios han evolucionado hasta convertirse en estructuras que germinan
directamente para producir tubos germinativos. En este caso, los esporangios se
denominan algunas veces "conidios". En otras especies, los esporangios pueden
germinar directamente o “indirectamente” para formar zoosporas, produciéndose esto a
temperaturas mas frias (Fry & Griinwald, 2010).

Como se enunci6é anteriormente, la reproduccion sexual se caracteriza por la
produccion de oosporas. Estas contienen los nlcleos 2n como resultado de la unién
entre los nucleos de dos gametangios: el oogonio y el anteridio. Mediante el mecanismo
de contacto gametangial, un nucleo anteridial se transfiere al oogonio a través de un
tubo de fertilizacién y se fusiona con un ndcleo oogonial u o6sfera. La meiosis ocurre
en el gametangio antes de la fertilizacién (Alexopoulos et al., 1996; Erwin & Ribeiro,
1996). Las oosporas, que poseen paredes gruesas, son estructuras de resistencia a las
condiciones adversas del ambiente (temperatura-humedad-agroquimicos) que sirven
para la supervivencia y como estado de reposo de la especie (Shokes & McCarter, 1979;
Pickett-Popoff & Panter, 1994; Martin & Loper, 1999; Sutton et al., 2006). En unas

pocas especies, como por ejemplo P. tracheiphillum Matta y P. dimorphum Hendrix et
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Campbell, las clamidosporas de paredes gruesas, pueden también tener la misma
funcién (Schroeder et al., 2013).

Los Oomycetes presentan especies homotalicas (desarrollan anteridios y oogonios
en el mismo cuerpo vegetativo o colonia), o heterotalicas (requieren la participacion de
una colonia compatible para reproducirse sexualmente (Campbell & Hendrix, 1967;
Papa et al., 1967; Dick, 1990; van der Plaats-Niterink, 1981; Martin, 1995). Van der
Plaats-Niterink  (1981) y Martin (1995) sefialan la presencia ocasional del

comportamiento homotalico en especies heterotalicas.

4. SUPERVIVENCIA Y DISPERSION DEL INOCULO. RELACION CON EL
MANEJO DE LA ENFERMEDAD

Los hongos verdaderos y los Oomycetes presentan similitudes morfolégicas,
fisiologicas y nutricionales, las cuales se traducen en el modo de colonizacion de los
tejidos del hospedante, que obedeceria a estrategias similares. Investigaciones sobre las
proteinas codificadas por el genoma de Ph. infestans, Ph. ramorum y Ph. sojae,
revelaron la transferencia horizontal de 34 genes desde el Reino Fungi a los Oomycetes,
que estarian relacionados con caracteristicas tales como la habilidad de romper la pared
celular, extraer azUcares, nitrogeno y fosfatos, infectar a las células del hospedante e

iniciar los mecanismos de defensa de la planta (Richards et al., 2011 a, b).

La introduccion del inéculo, tanto de Pythium como de Phytophthora, en una
planta sana, puede deberse a la presencia de suelos o sustratos contaminados, al agua de
riego como vehiculo de las zoosporas o a la utilizacion de semillas u o6rganos de
propagacion vegetativa infectados (Agrios, 2005). Al descomponerse los tejidos
vegetales colonizados por el patégeno, las oosporas se liberan en el suelo, donde pueden
sobrevivir durante muchos afios. Cuando el suelo se satura con agua, las oosporas
pueden germinar formando zoosporangios, los cuales liberan zoosporas como en el caso
de Phytophthora, o producen una vesicula con zoosporas como en Pythium,
dependiendo de las condiciones ambientales de humedad y temperatura. En el caso de
las especies patdgenas, cuando una planta hospedante susceptible se halla en las
cercanias, las zoosporas se mueven hacia las puntas de las raices, mediante el impulso

de los flagelos, en respuesta a estimulos quimicos ocasionados por los exudados
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radiculares (quimiotaxismo) (Bais et al., 2006; Fry & Griinwald, 2010). La electrotaxis
(atraccién a campos eléctricos) también ha sido reportada (Hardham 1992; Martin &
Loper, 1999; van West et al., 2002). Luego de un periodo de movilidad, las zoosporas al
tomar contacto con la superficie de una planta susceptible, pierden su flagelo, se
enquistan y se adhieren mediante la secrecion de una sustancia mucilaginosa (Fry &
Grinwald, 2010). Un quiste es una estructura latente de corta duracion y se considera
que corresponde a un periodo de revitalizacion de las esporas. Distintas sefiales
exogenas influyen en el cambio de la direccion o la velocidad de natacion, o
desencadenan el enquistamiento de las zoosporas o la germinacion del quiste. En
condiciones de laboratorio, las zoosporas pueden ser inducidas a enquistarse por agentes
artificiales tales como altas concentraciones de productos quimicos (Donaldson &
Deacon, 1993a, b; von Broembsen & Deacon, 1997), o agitacion mecéanica. En la
naturaleza probablemente responden al reconocimiento de un componente de la
superficie donde se adhieren. Por ejemplo, las zoosporas de muchas especies de
Pythium y Phytophthora son inducidas a enquistarse por accion de la pectina de la
planta (Deacon, 2014). Los quistes pueden presentar ornamentos en su superficie, tales
como pelos cortos (Ph. cryptogea) o largos y esparcidos (P. monospermum). A veces
una secuencia de dos 0 mas fases zoosporicas pueden intercalarse con fases enquistadas.
Este fendmeno se conoce como Di o poliplanetismo (por ejemplo en los Ordenes
Saprolegniomycetidae y Peronosporomycetidae) (Dick, 2001). Los quistes germinan
formando hifas, las cuales penetran el tejido del hospedante. Los sitios preferidos de
adhesion son la zona de elongacion, justo por detras de la cubierta de la raiz, sitios de
emergencia de los pelos radiculares y células epidérmicas heridas (Hardham, 1992;
Deacon & Donaldson, 1993; Johnstone, 2001). Las zoosporas pueden infectar las raices
jévenes en las plantas de cualquier etapa de crecimiento en el que las células son
indiferenciadas y carecen de capas de lignina y suberina (Martin & Loper, 1999; Agrios,
2005).

El desarrollo de Pythium y Phytophthora, tanto en suelos como en sustratos, es
favorecido por largos periodos himedos ocasionados por condiciones ambientales como
la falta de luz, la escasa ventilacidn, el riego excesivo o0 una inadecuada condicion del
suelo o el sustrato (deficiente drenaje, mezclas arcillosas, con baja aireacion), las cuales
predisponen la diseminacion e infeccion de estos patdgenos, ya que posibilitan su

desplazamiento a través de las laminas de agua (Erwin & Ribeiro, 1996). Esta ventaja
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adaptativa permite que en los cultivos plantados en sustratos y mas aun en sistemas
recirculantes o hidroponicos, Pythium y Phytophthora ocasionen los principales
problemas fitosanitarios (Shokes & McCarter, 1979; George & Biernbaum, 1990; Mac
Donald, 1994; Stanghellini & Rasmussen, 1994; Ferguson & Jeffers, 1999; Schnitzler,
2004; Hong & Moorman, 2005). Por lo tanto se debe tener en cuenta que los sustratos,
sistemas recirculantes, cultivos hidropdnicos y medios de enraizado siempre humedos,
sumado a la falta de micoorganismos supresores en la zona de la raiz, son ambientes
ideales para el desarrollo de los Oomycetes (Sutton et al., 2006). Ademas, en los
cultivos bajo cobertura, la propagacion de enfermedades es favorecida por condiciones
mas propicias al desarrollo de los patogenos, tales como la elevada humedad ambiente,
el sistema de riego, la mayor densidad de plantacion, comunes en este tipo de

produccion.

Con la finalidad de reducir las pérdidas en los cultivos afectados por los
Oomycetes se aplican medidas de control especificas para estas patologias. EI manejo
integrado de las enfermedades debera priorizar la prevencion bajo criterios econémicos
y de sustentabilidad de los recursos. Desde un criterio epidemioldgico se deberan
aplicar estrategias que contemplen la disminucion del inéculo inicial y la reduccién de
la tasa epidémica (Fry, 1982; Bergamin Filho & Amorim, 1996; Agrios, 2005). Entre
las medidas a tomar se debera: eliminar el inéculo y las fuentes de indculo como los
suelos o sustratos contaminados, las semillas u 6rganos de propagacion vegetativa
infectados, el agua de riego como vehiculo de zoosporas y desinfectar los materiales
previamente usados dentro del invernadero como bandejas y macetas, o en cultivos bajo
sistema hidropdnico los materiales usados como soporte (lana-roca/losas de fibra de
coco u otros). A tal fin se podran implementar diferentes tacticas: culturales
(eliminacion de restos de cultivos anteriores, rotacion con cultivos no susceptibles,
cultivo en camellones, riego por goteo, riego por pulsos), fisico-bioldgicas
(solarizacion), bioldgicas (uso de antagonistas, adicion de compost), plantacion de
cultivares resistentes o tolerantes, uso de plantas madre sanas. Se debera priorizar el
cuidado en el manejo del agua: tipo de riego utilizado (por surco, goteo, inundacion,
aspersion), caudal y frecuencia del agua aportada, por su incidencia directa en la
dispersion del inéculo y por lo tanto, en la aparicion e intensidad de las infecciones. En
cultivos hidroponicos o por fertirrigacion se podra proceder al manejo de la solucién

nutritiva (ozonizacion, radiacion ultravioleta, cloracidn, filtrado). En este Gltimo caso,
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se deberd considerar que los sistemas de desinfeccion de lixiviados utilizados
correctamente, son eficaces para su recirculacion, pero que algunos requieren el ajuste
de propiedades de la solucién nutritiva (pH, conductividad) y de la nutricion mineral
(Fry, 1982; Stanghellini et al., 1984; Hoitink et al., 1991; Jarvis, 1992; Runia, 1995;
Wohanka, 1995; Bergamin Filho & Amorim, 1996; Erwin & Ribeiro, 1996; Menzies &
Belanger, 1996; Van Os et al.,, 1999; Van Os et al., 2001; Garibaldi et al., 2004;
Harman et al., 2004; Hong et al., 2004; Agrios, 2005; Hong & Moorman; 2005; Sutton
et al., 2006; Stewart-Wade, 2011).

El uso de productos quimicos especificos para el control de enfermedades
ocasionadas por Pythium y Phytophthora, continta siendo una tactica muy utilizada. Se
pueden realizar aplicaciones de productos con accidn especifica sobre Oomycetes, tales
como metalaxil, furalaxil, propamocarb, etridiazol, fosetil-aluminio. Ademas se
comercializa el mefenoxan, isdmero del metalaxil. Al establecer un plan de aplicaciones
es necesario considerar la alternancia de productos con diferente modo de accién. El
metalaxil (metil N-(metoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-DL-alaninato), formulado solo o en
combinacién con otros principios activos, es el producto mas ampliamente utilizado en
todo el mundo por su eficacia en el control de diferentes especies de Pythium y
Phytophthora. Puede incorporarse al suelo, a la semilla o por aplicacion foliar (Erwin &
Ribeiro, 1996; Agrios, 2005). La sucesiva aplicacion de fungicidas en el tiempo produce
una disminucion en la sensibilidad de los patdgenos hacia los principios activos del
producto y conduce a la busqueda de una mayor eficacia de control, al aumento de las
dosis de aplicacién y del namero de aplicaciones, o a la mezcla de diferentes principios
activos. Esto ocasiona el aumento de resistencia de las poblaciones de microorganismos
y el incremento de los costos de produccion, remarcando la importancia de disponer de
una correcta identificacion de las especies patogenas, dado que algunos aislamientos
han demostrado resistencia al metalaxil (Davidse et al., 1981; Choi et al., 1992; Deahl
et al., 1993; Sujkowski et al., 1995; Erwin & Ribeiro, 1996) y al mefenoxam (R)-2-
[(2,6-dimetilfenil)-metoxiacetilamino] (Taylor et al., 2002; Moorman & Kim, 2004,
Hwang & Benson, 2005; Hu et al., 2008).

En los Ultimos afios se esta investigando la incorporacion de activadores de
resistencia, entre ellos los fosfitos. Si bien estos estudios deberdn continuarse, han

demostrado ser efectivos para mitigar algunas enfermedades. Los fosfitos son la forma
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anionica del acido fosférico (H3PO3), una forma analoga o reducida de fosfato (King et
al., 2010). Su uso para el control de Ph. cinnamomi se ha extendido en Australia, USA 'y
Europa. Pueden aplicarse por inyeccion al tronco o por pulverizacién foliar (Barrett et
al., 2004; Gentile et al., 2009; King et al., 2010; Anderson et al., 2012). Se han
observado algunos efectos adversos; al ser aplicados, algunas plantas manifestaron
sintomas de fitotoxicidad (necrosis foliar, defoliacion, clorosis, anormalidades en la
reproduccion, reduccion del crecimiento radicular e incluso la muerte del vegetal
(Barrett et al., 2004).

5. CRITERIOS DE CLASIFICACION: MORFOLOGICO, MOLECULAR, Y
FILOGENETICO

La identificacion de los Oomycetes a nivel de especie es fundamental, debido a su
importancia como patdgenos capaces de producir severas pérdidas en los cultivos y en
ecosistemas naturales, y a su amplia distribucién y variedad de roles ecoldgicos.
Ademas de posibilitar la seleccion de medidas de control apropiadas, debido a la
adquisicion de la resistencia a fungicidas observada en algunas especies, permite la
implementacion de medidas regulatorias que impidan la dispersion de los patégenos

entre paises.

Las primeras obras referidas al género Pythium fueron publicadas por Matthews
(1931) y Sideris (1931, 1932). Los estudios de Matthews comprenden una completa
monografia, una clave taxondmica y la descripcion de 42 especies (Matthews, 1931).
Middleton (1943) describe 66 especies haciendo mencion de su rango de hospedantes y
distribucion geogréafica. Publicaciones posteriores corresponden a Waterhouse (1968) y
a van der Plaats-Niterink, (1981), Stamps et al., (1990) y Dick (1990, 2001).
Waterhouse (1968) agrup6 a las especies de Pythium en 6 grupos (I al VII) que
diferencio por las caracteristicas de esporangios, oosporas y anteridios. Para Argentina,
Frezzi (1956) describi6 exhaustivamente las especies de Pythium fitopatdgenas
encontradas en el pais, sus hospedantes y localizacion geografica, ampliando

posteriormente esta informacion (Frezzi, 1977).
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Una de las tltimas modificaciones taxonémicas ha sido propuesta por Uzuhashi et
al. (2010) donde en su clasificacion restringe el género Pythium a aquellas especies con
esporangios filamentosos, dilatados o no dilatados, creando cuatro nuevos géneros para
dar cabida a las especies con esporangios no filamentosos: a) Ovatisporangium
Uzuhashi, Tojo y Kakish que incluye especies con esporangio ovoide a piriforme, a
veces de forma irregular; b) Elongiosporangium Uzushashi, Tojo y Kakish especies con
esporangios con forma de clava o alargados; c) Globisporangium Uzushashi, Tojo &
Kakish con esporangios globosos, a veces con proliferacion y d) Pilasporangium

Uzushashi, Tojo & Kakish con esporangios globosos sin proliferacion.

En el género Phytophthora las primeras identificaciones de especies en base a las
caracteristicas morfoldgicas fueron realizadas por Rosenbaun (1917); Tucker (1931) y
Leonian (1925, 1934). Posteriormente otras obras fueron publicadas por Waterhouse
(1963, 1970) y Newhook et al. (1978). La clave sistemética de Waterhouse (1963) fue
modificada por Stamps et al. (1990). Erwin & Ribeiro (1996) publican el libro
Phytophthora Diseases Worldwide que presenta la descripcion y antecedentes de 64
especies. Esta obra y la de Waterhouse (1963), son las mas utilizadas para la

identificacion de las especies por sus caracteristicas morfologicas.

En Argentina, Frezzi (1950) publicé las descripciones e ilustraciones de las
especies fitopatdgenas de Phytophthora presentes en el pais, su rango de hospedantes y
las localidades donde se hallaron, actualizando en una publicacidn posterior, el listado
de especies y enfermedades (Frezzi, 1977). Las obras de este autor sobre las especies de
Phytophthora (1950, 1977) y sobre las de Pythium (Frezzi, 1956) son mundialmente

reconocidas.

Los criterios de identificacion se basan en las caracteristicas morfoldgicas de las
estructuras asexuales y sexuales (tipo de ramas anteridiales, tipo de oosporas,
ornamentacion de la pared del oogonio, etc), caracteristicas culturales y rango de
hospedantes. Se consideran el tipo de micelio, habito de crecimiento; tipo, forma y
tamafio de los esporangios, su forma, produccién o no de zoosporas; presencia y forma
de los hinchamientos hifales o clamidosporas; tipo, forma y tamafio de oogonios,
anteridios y oosporas; numero de anteridios y lugar de insercion, dimensiones de las
estructuras, entre otras (Frezzi, 1950, 1956 y 1977; Waterhouse, 1963, 1970; van der
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Plaats-Niterink, 1981; Stamps et al, 1990; Erwin & Ribeiro, 1996; Dick, 2001). Para
diferenciar a las especies también se han utilizado caracteristicas fisiologicas como
temperaturas Gptimas de crecimiento (Stamps et al., 1990; Frezzi, 1950, 1957; Erwin &
Ribeiro, 1996), desarrollo en medio de cultivo adicionado con verde de malaquita
(Frezzi, 1950, 1957); estudios de isoenzimas (Oudemans & Coffey, 1991).

En la decada de los 80’s, Karl Mullis descubre la técnica conocida como reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), la cual permite amplificar una regiéon de rADN en
cantidad suficiente para su anélisis (Mullis et al., 1986). Basadas en esta metodologia se

han utilizado diversas técnicas que han contribuido a la identificacion de las especies.

El elevado y creciente nimero de especies de Pythium y de Phytophthora, la
variabilidad en los caracteres morfoldgicos, el escaso desarrollo de estructuras en
algunas especies, la existencia de especies atipicas, las dificultades en la esporulacion e
insuficientes conocimientos para la identificacion, confirman que en ciertos casos es
necesaria la aplicacion de estudios moleculares. Surge asi una nueva perspectiva de
trabajo, donde los estudios morfoldgicos se complementan con los moleculares y los
estudios filogenéticos brindan un mayor conocimiento de las especies y sus relaciones
naturales (Lévesque et al., 1998; Munford et. al., 2006).

La secuenciacién del ADN y los bancos de secuencias genéticas como el
GenBank-NCBI (National Center for Biotechnology Information) y el Phytophthora
Database, entre otros) permitieron identificar especies por similitud al comparar
secuencias propias. Si la secuencia de un gen particular o regién del ADN, es similar o
altamente similar a otra secuencia de confiable identificacion (Tipo, Holotipo), de un
banco genético, esto permite establecer que el aislamiento es de la misma especie. Uno
de los primeros genes en usarse fue el 5.8S rADN entre los espacios ITS1 e ITS2. Esta
region en Oomycetes es facil de amplificar para secuenciar el ADN en la mayoria de las
especies con iniciadores o “primers” universales (White et al., 1990). Posteriormente
comenzaron a utilizarse otros genes o regiones. Para Pythium el gen codificante de la
subunidad B de la tubulina y los genes codificantes de la citocromo ¢ oxidasa isoforma 1
e isoforma 2, respectivamente. Para Phytophthora: el gen codificante de la subunidad
de la tubulina, el gen codificante de la subunidad alfa del factor de elongacién de la
traduccion 1(eEFla), y los genes mitocondriales, coxl y cox 2 (Martin & Tooley,
2003).
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Al presente se hallan secuenciados los genomas de Ph. infestans (240mb), siendo
éste el mas grande y completo genoma secuenciado para Oomycetes, (Brian et al.,
2009), Ph. sojae (95mb), Ph. ramorum (65mb) (Tyler et al., 2006), P. ultimum
(42,8mb) (Lévesque et al., 2010) y Ph. capsici (45mbp) (Lamour et al., 2012). Otros
estan siendo secuenciados como Ph. nicotianae (syn. Ph. parasitica) INRA-310 (V2)
(Broad Institute, 2010. Phytophthora parasitica. En:

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/Phytophthora_parasitica/MultiHome.

html), y Saprolegnia parasitica (Broad Institute. 2010. Saprolegnia parasitica. En:

http://www.broadinstirute.org/annotation/ genome/Saprolegnia_parasitica/ Multi

home.html).

Los analisis filogenéticos basados en secuencias de ADN, permiten la agrupacion
de las especies y la asignacion de individuos desconocidos a una especie conocida.
Varios autores (Guindon & Gascuel, 2003; Lévesque & de Cock, 2004; Paul et al.,
2008) han introducido modificaciones agrupando a las especies, y definiendo diferentes
agrupamientos (=clados="clusters”). Algunos de los estudios realizados se han
destacado, sirviendo de bases para la identificacion de las especies y su ubicacion
taxondmica. Los primeros trabajos fueron efectuados por Matsumoto et al., (1999),
quienes basados en el analisis de secuencia de ITS del rADN comprobaron la relacion
filogenética de 30 especies de Pythium (ITS), en tanto que Cooke et al. (2000), hicieron
lo mismo con 50 especies de Phytophthora y propusieron 8 agrupamientos.
Posteriormente Martin & Tooley (2003) estudiaron la filogenia de 27 especies de
Phytophthora y de 24 especies de Pythium en base a la citocromo oxidasa mitocondrial
(cox 1'y cox Il) y a dos genes, y Lévesque & de Cock (2004), realizaron el estudio
filogenético de 116 especies de Pythium agrupandolas en 11 clados (A-K). En estos
altimos afios se han destacado los trabajos de Gallegly & Hong (2008), quienes
relacionaron caracteres morfologicos con estudios moleculares (rADN Fingerprint
Analisys) y el estudio realizado por Blair et al. (2008), el cual constituye un
significativo avance sobre estudios previos, ya que presenta una robusta construccién
filogenética de 82 especies de Phytophthora y 2 de Pythium para interpretar la historia
evolutiva del género, apoyada en la utilizacién de 7 genes nucleares (28S rADN, 60S
rADN L10, beta tubulina, factor de traduccion y elongation 1 alpha, enolasa) y 2

ribosomales (cox1, cox2), obteniendo 10 agrupamientos o “clusters”. Recientemente,
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Kroon et al. (2012) ampliaron los estudios de Cooke et al. (2000) usando genes
nucleares y mitocondriales. Actualmente el proyecto “Barcode of life “desarrolla un
sistema de identificacion basado en el ADN que puede catalogar a todas las especies

(http://www.barcodeoflife.org/content/partners). Los codigos de barras de ADN utilizan

un pequefio fragmento de ADN de un organismo (una porciéon de un solo gen-para

identificar la especie a la que pertenece el organismo).

Con la finalidad de complementar la informacién aportada por técnicas
morfoldgicas y moleculares para Phytophthora se han propuesto y comenzado a
desarrollar claves que relacionan caracteres morfologicos y moleculares (“lucid key”)
(Abad & Coffey, 2008; Ristaino et al., 2008; Ristaino & Hu 2009; Ristaino, 2012; Abad
et al., 2012). Abad (2010) propone que estas claves para Oomycetes se basen en los
tipos primarios, es decir las descripciones y trabajos filogenéticos realizados en base a
los cultivos utilizados por el investigador para describir una nueva especie (Tipo,
Holotipo) y sefiala ante la falta de éstos, el uso de los Extipo. Esta recomendacion
también debe tomarse en cuenta al comparar secuencias en bancos genéticos y construir
arboles filogenéticos otorgando mayor confiabilidad al resultado obtenido. Se destacan
los minuciosos trabajos de Abad et al. (2012) y de Abad (2014), que incluyen la
informacion morfoldgica y molecular de las 142 especies conocidas hasta el momento,
descripciones, claves, imagenes, diagramas y secuencias basadas en las identificaciones
de la plataforma Phytophthora Database (En: http://www.phytophthoradb.org/).

Actualmente hay una corriente de taxdbnomos que esté reposicionando las especies
en géneros que ya han sido descritos o en nuevos géneros. El género Phytopythium
Abad, de Cock, Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque (Bala et al., 2010;
MycoBank.http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Table=Mycobank&Rec=4703
60&Fields=All), posicionado entre Pythium y Phytophthora en el Orden

Peronosporales, familia Pythiaceae (de Cock et al., 2015), incluye especies de Pythium

anteriormente ubicadas en el clado K (Lévesque & de Cock, 2004).

Los estudios moleculares si bien constituyen una herramienta rapida y eficaz no
deben ser considerados como una metodologia de reemplazo de la identificacion sobre
la base de estudios morfoldgicos, biométricos y culturales. Estas metodologias deben

considerarse complementarias para la identificacion taxondémica de Oomycetes (Paulitz
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et al., 2003; Allain -Boulé et al., 2004; de Cock & Lévesque, 2004; Belbahri et al.,
2006).

6. ANTECEDENTES SOBRE TRABAJOS DE RELEVAMIENTO DE PYTHIUM
Y PHYTOPHTHORA

A lo largo del tiempo los investigadores han tratado de estimar el nimero total de
especies fangicas, arribando a diferentes resultados. Blackwell (2011) y O"Brien (2005),
sefialaron valores que oscilan entre los 3,5 -5,1 millones de especies de hongos, en tanto
que Hammond (1995) y Hawksworth (1991, 2001) concluyeron que existirian 1,5
millones. Otros céalculos oscilan entre 1 millon (Rossman, 1994) a 9,9 millones
(Cannon, 1997). Quince et al., (2009) consideraron que los valores del ndmero total de
especies flngicas estarian sobreestimados y propusieron un algoritmo para su
correccion. Las predicciones de Hawskword (1991, 2001), de 1,5 millones, son las mas
aceptadas por los mico6logos. Hawksworth (2004) estimé que las descripciones de
microorganismos fungicos alcanzarian a menos del 10% de las cifras estimadas y segin
Crous & Groenewald (2005) al 7%. Segun Rossman (1994), el nimero de Oomycetes
constituye una minima proporcion del namero total de hongos, estimando que serian

unos 20.000 Oomycetes/1,5 millones hongos.

Estudios especificamente referidos al relevamiento de los géneros Pythium y
Phytophthora han sido llevados a cabo en diferentes paises, incluyendo especies
parasitas y/o saprofitas, significando un aporte al conocimiento de la biodiversidad de
una region. Para especies de Pythium, entre otros, hallamos: Argentina (Frezzi, 1956);
Australia (Vaartaja & Bumbieris, 1964; Pratt & Heather, 1973); Brasil (Carvalho, 1965;
Baptista, 2004); Canada (Booth & Barret, 1971, 1976); China (Yu & Ma, 1989; Ho et
al., 2012); Estados Unidos (Campbell & Hendrix, 1967; Hendrix & Campbell, 1970);
Filipinas (Quimio & Abilay, 1977); India (Rao, 1963); Iran (Mostowfizadeh-
Ghalamfarsa & Banihashemi, 2005); Japon (Takahashi, 1973); Netherlands (Holanda)
(van der Plaats-Niterink, 1975); Nueva Zelanda (Robertson, 1980); Pakistan (Lodhi,
2007). Para Phytophthora: Argentina (Frezzi, 1950, 1977); China (Ho, 1996); Estados
Unidos (Campbell & Hendrix, 1967; Hendrix & Campbell, 1970; Erwin & Ribeiro,
1996); Taiwan (Ho et al., 1995).
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Entre los relevamientos efectuados en cultivos ornamentales caben destacar los de
Robertson (1980) en Nueva Zelanda; Ann (1992) en cultivos de Araceas en Taiwan, y
los de Abad et al. (1994) en céspedes y Moorman et al. (2002) en cultivos florales, en
los Estados Unidos. Otros trabajos fueron publicados por Hong & Morman (2005),
mediante técnicas de cebado identificaron especies de Pythium y Phytophthora
presentes en agua de riego de cultivos ornamentales. En los ultimos afios se han
efectuado relevamientos en Espafia (Moralejo et al., 2009; Perez Sierra et al., 2012) y
en México donde Diaz Celaya et al. (2011) identificaron especies de Pythium en

muestras de tejido enfermo y en la rizosfera del suelo de plantas de vivero.

7. ESTUDIOS EFECTUADOS EN ARGENTINA

Las investigaciones mas destacadas sobre Pythium y Phytophthora fueron
realizadas por Frezzi, quien entre los afios 1937-1970 profundizé el estudio de varias
especies que se conocen actualmente en el pais. En sus obras, Frezzi (1950, 1956,
1977) realiz6 y compendi6 una completa caracterizacion morfoldgica de las especies,
con detallados dibujos que han sido tomados como referencia en obras extranjeras.

Para Pythium, estos estudios no fueron continuados hasta la identificacion de P.
tracheiphillum afectando Lactuca sativa (lechuga) (Kiehr et al., 2000). En gran parte
de las citas de este género se hace mencidn a nuevas relaciones hospedante-Pythium
sp., sin llegar a la identificacion de la especie.

En el caso de Phytophthora, otros autores estudiaron diferentes patosistemas,
con la finalidad de identificar y controlar nuevas patologias, o profundizar el estudio
de aquéllas que ocasionaban pérdidas econdmicas significativas, como las relaciones
entre Ph. infestans-Solanum tuberosum L., Ph sojae-Glicine max (L.) Merr. y Ph.
capsici- Capsicum annuum L. Se destacan los estudios realizados por Barreto y
colaboradores  sobre la determinacion de razas de Ph. sojae, los cuales han
significado una importante contribucion al estudio de este patdégeno en el pais
(Barreto et al., 1991; 1995, 1998 a, b; Barreto & Vallone, 1997), siendo continuados
por otros investigadores (Ploper et al., 1998, 1999; Gally et al., 2007; Grijalba et al,
2011, 2014). Otros patosistemas ampliamente estudiados han sido Ph. infestans-
Solanum tuberosum (Calderoni, 1978; Mantecén 1987, 1989, 2009; Mantecén &
Escande 1984, 1985 a, b; Van Damme & Ridao, 1994; Van Damme et al., 1997;
Kessel et al., 2010; Lucca & Huarte, 2012, entre muchos) y Ph capsici-Capsicum
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annuun (Galmarini et al., 1991, 1995, 1997; Galmarini & Ldpez Frasca, 1998; Roig
et al., 2009; Gobena et al., 2012, entre muchos). Actualmente se llevan a cabo
relevamientos en la region noreste de la provincia de Buenos Aires, para detectar la
presencia de Phytophthora capsici en cultivos horticolas (Irribarren et al., 2012 a, b;
2013).

Las Unicas investigaciones efectuadas en ecosistemas naturales corresponden a
los realizadas por Greslebin et al. (2005, 2007, 2010), Vélez et al. (2012, 2013) y La
Manna et al. (2013) en el patosistema Phytophthora austrocedae-Austrocedrus chilensis
en los bosques patagonicos y de otras especies de Phytophthora del bosque nativo y
comprenden la biologia del patdgeno, los mecanismos de patogenicidad, la resistencia

del arbol hospedante y el control de la enfermedad.

Entre 2006 y 2011 se han efectuado relevamientos en arboles frutales de Prunus
avium (cerezo) y Olea europea (olivo) cultivados en la Provincia de Mendoza (Lucero
et al, 2006, 2007, 2011; Vettraino et al., 2009). Actualmente la Dra Lucero, el Dr
Pizzuolo y colaboradores investigan las especies de Phytophthora involucradas en la
muerte de estos frutales, su patogenicidad, la susceptibilidad varietal en olivos y
portainjertos de cerezo y el control biolégico de Ph. nicotianae, Ph. citrophthora, Ph.
palmivora, Ph. cryptogea y Ph. capsici, con aislamientos autdctonos de Trichoderma,

con fostitos y con extractos vegetales (Lucero, com. pers.).

En el Alto Valle del Rio Negro y Neuqueén, las Ings. Agrs. Mirta Rossini, Alicia
Dobra y colaboradores, realizan continuos relevamientos de enfermedades en perales y
manzanos. Han trabajado particularmente en las pudriciones radiculares y del cuello de
frutales de pepita, ocasionadas por Ph. cactorum, estudiando su patogenicidad, la
eficacia de diferentes formulaciones especificas para Oomycetes, (Rossini & Di Miasi,
1996, 1997; Rossini, 1999) y la variacién en los indices de cosecha, entre otros (Rivero
et al., 2009). Mas recientemente han caracterizado a la nueva especie Ph. taxon
Salixsoil (denominada posteriormente Ph. lacustris), ocasionando pudricion firme en
poscosecha de peras en las provincias de Rio Negro y Neuquén (Dobra et al., 2011). El
patosistema Ph. cactorum también ha sido investigado en el Noreste de la provincia de
Buenos Aires, dénde se han efectuado relevamientos en cultivos de frutilla para estudiar

las etapas de supervivencia e infeccion (Gonzalez et al., 2003 a, b).
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En el Cinturdn verde que rodea a las ciudades de La Plata y Buenos Aires, las
patologias identificadas son escasas. En los estudios mas cercanos sobre Pythium, en su
mayoria no fue completada su identificacion especifica (Palmucci & Grijalba 2003;
Palmucci et al., 2006; Wolcan & Grego, 2004, 2007). Pythium aphanidermatum fue
identificado afectando Amaranthus plumosus (Noelting & Sandoval, 2007) y Euphorbia
pulcherrima en camas de enraizamiento bajo riego por goteo (Palmucci & Grijalba,
2007). Con respecto a Phytophthora, en cultivos de La Plata se han identificado: a Ph.
nicotianae afectando Chamelauciun uncinatum Schauer (flor de cera) (Wolcan et al.,
2005); Ph. cryptogea sobre Gerbera jamesonii Bolus (gerbera), Actinidia deliciosa
(Chev.) Liang y Ferg (kiwi), Ocimum basilicum L. (albahaca), Callistephus chinenis
(aster de la China) y Salvia officinalis (salvia) (Wolcan & Ronco, 2006); Ph. nicotianae
en Gypsophila paniculata L. (gipsofila) (Wolcan et al., 2007); Phytophthora sp. en
Primula obconica Hance (primula) creciendo en maceta y en Capsicum annuum L.

(pimiento) creciendo en perlita (Palmucci et al., 2006).

De todo lo expuesto se observa que: de acuerdo con la bibliografia internacional,
hasta el presente se han descrito 142 especies de Phytophthora y 160 especies de
Pythium (Abad et al., 2012, Abad, 2014). En Argentina se encuentran citadas 18
especies de Pythium (Frezzi, 1956) y 18 especies de Phytophthora, (Frezzi, 1950, 1957)
aisladas de plantas enfermas. Dieciseis especies de Pythium fueron aisladas en la
provincia de Cérdoba y 4 en la Provincia de Buenos Aires (Frezzi, 1956), y 12 y 13
especies de Phytophthora fueron aisladas de esas provincias respectivamente (Frezzi,
1950). Es asi que, frente a la diversidad de especies conocidas en el mundo y a la falta
de relevamientos realizados en los dltimos afios en el pais es esperable que existan
enfermedades de las plantas ocasionadas por Pythium spp. y Phytophthora spp. ain no
diagnosticadas en los cultivos el Cinturon verde La Plata-Buenos Aires y que una mayor

diversidad de patogenos no citados aun en el pais estarian afectando estos cultivos.

A tal efecto se propone el presente estudio de tipo descriptivo con el objetivo de
actualizar el status o inventario de estos géneros en el pais, realizar una prospeccion de
enfermedades presentes en la Region, identificar nuevas patologias y relaciones
hospedante-patdgeno, y confirmar la presencia de las ya citadas. El conocimiento de
estos organismos y su distribucidn serd importante para otros estudios (epidemioldgicos,

comportamiento de variedades, estrategias de manejo), por lo tanto la informacién
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lograda sera de relevancia no solo en el &mbito nacional y regional, sino ademas un
aporte al conocimiento global sobre estos organismos de gran importancia

fitopatoldgica.

Se plantean las siguientes hipétesis y objetivos:

8. HIPOTESIS

e Existen enfermedades aun no diagnosticadas en los cultivos de la region en

estudio ocasionadas por especies de Pythium y de Phytophthora.

e Una mayor diversidad de patégenos, dentro de este grupo taxonémico (Pythiales),
estarian afectando cultivos ornamentales del Cinturén verde La Plata-Buenos

Aires y areas de interés.

e Nuevas relaciones hospedante-patdgeno ampliarian el rango de enfermedades

presentes.

9. OBJETIVOS

9.1. OBJETIVO GENERAL
e Conocer la diversidad de especies fitopatdgenas de Pythium y Phytophthora
(Peronosporomycetes) presentes en Argentina, con énfasis en aquéllas que afectan

cultivos ornamentales en el Cinturdén verde La Plata-Buenos Aires.

9.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Recopilar y organizar la informacion publicada en Argentina en relacion con la
presencia y distribucion de Pythium spp. y Phytophthora spp. (rango de
hospedantes, primera cita en el pais, sintomas, localizacion geografica, especies
por regidn, especies por tipo de cultivo, especies por provincia, estudios

moleculares realizados en el pais).
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Efectuar una prospeccion de las enfermedades ocasionadas por Pythium y por
Phytophthora en cultivos intensivos ornamentales en algunas localidades del

Cinturon verde La Plata-Buenos Aires.

Describir y caracterizar a las especies aisladas mediante el estudio de sus
caracteres culturales, morfolégicos y biométricos (estructuras vegetativas y

estructuras reproductivas sexuales y asexuales).

Comprobar la patogenicidad de los microorganismos aislados en plantas de la

misma especie a temperatura y humedad controladas.
Utilizar informacion complementaria de secuencias de rADN cuando sea

necesario definir identificaciones de las especies complejas o0 nuevas y construir

arboles filogenéticos.
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CARACTERIZACION DEL
SECTOR FLORICOLAY LA
REGION EN ESTUDIO
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1. CARACTERIZACION GENERAL

En la Argentina la floricultura es una actividad originada en las primeras décadas
del siglo pasado que se desarrolla en gran parte de su extenso territorio, caracterizado
por una amplia diversidad de climas. No existen datos actualizados para poder calcular
los valores de esta produccion, pero segun los integrantes del sector,” el valor bruto de
la produccion a nivel nacional alcanzaria los U$S 200 millones/afio, valor que se
cuadruplica al considerar otros actores del area” (INTA informa, 2011). En la década
pasada el sector floricola ocupaba a 22.000 trabajadores directa e indirectamente,
distribuidos en su mayoria en el Gran Buenos Aires, Salta, Jujuy, Tucuman seguido por
Mendoza, Rosario y Cdrdoba. Los productores y trabajadores rurales han sido en su
mayoria inmigrantes portugueses e italianos, mas tarde japoneses y en periodos mas
recientes de origen boliviano, estos Gltimos mas dedicados a la horticultura (Barbetti &
Russo Guarnera, 2005). La Argentina presenta un gran potencial para el desarrollo de la
floricultura debido a su situacion geografica, la diversidad y la tecnologia disponible.
Nuevas regiones del pais se han incorporado con la posibilidad de producir flores de
corte y plantas ornamentales en contra-estacion respecto de los paises importadores
(INTA informa, 2011).

La Provincia de Buenos Aires agrupa algo mas del 50% de los emprendimientos
productivos del pais. Segun el Censo Horti-floricola 2005 (CHFBA, 2005) se registran
1453 ha dedicadas al cultivo de flores y plantas ornamentales con 922 unidades de
produccion. De ellas, el 85% se concentra en el Area Metropolitana de Buenos Aires
(AMBA), que es el territorio mas poblado y de mayor heterogeneidad social del pais,
donde se concentra el principal polo industrial, financiero y comercial (Fernandez,
inédito). En los alrededores de los centros urbanos del AMBA, se desarrollan
actividades periurbanas entre las cuales se destacan las agricolas de tipo intensivo, que
en su conjunto conforman es el llamado Cinturén verde La Plata-Buenos Aires. En esta
zona predomina la produccién de especies ornamentales y horticolas y una menor
superficie se destina a especies frutales, aromaticas y forestales. Es de destacar que
Buenos Aires es uno de los conglomerados urbanos con mayor tradicién y posibilidades
en la adquisicion de productos florales a nivel Latinoamericano, por lo que este
posicionamiento regional, la convierte en el centro hegemdnico a nivel productivo y

comercial del sector, y en referente obligado en el &mbito nacional. EI AMBA presenta
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un radio de 50 Km, comprende 30 municipios y se divide en tres zonas, Norte, Oeste y

Sur, que rodean a la Capital Federal.

Segun datos del Censo Horti-floricola 2005 (CHFBA, 2005) el partido de La
Plata, con poco mas de 309 explotaciones y 270 hectareas cubiertas de invernaderos
dedicados a la floricultura, se constituye en el principal municipio productor floricola de
la provincia y del pais. Estas explotaciones, que comparten el espacio de la citada area
con la horticultura, se reparten en tres sistemas de produccién: flores y follajes de corte,
plantas en macetas, y arboles-arbustos ornamentales, sumado a algunas explotaciones
que combinan alguno de estos subsistemas. Entre 2010 y 2011, segin estimaciones a
partir de datos obtenidos mediante una encuesta realizada en el partido de La Plata
(Direccién Provincial de estadistica (DPE)-INTA, 2012),”” la superficie cultivada con
flores de corte se incrementd el 21 % con respecto a 2005. La produccion de flores
platense tiene como principal destino el consumo interno: el 62% de la produccién va al
AMBA,; el 16% al resto de la provincia de Buenos Aires, y el 21% a otras provincias.
Sin embargo, segun informantes de los mercados concentradores de flores, los envios de
produccion al interior del pais poseen una participacion de mas del 50% de la

produccion” (Villanova, 2013).

La produccién nacional sigue la misma tendencia, el 99% de las flores se consume
en el mercado interno, el mayor de Sudameérica junto con el brasilefio. Desde la década
del 70 sélo ha habido exportaciones puntuales de rosa (Rosa sp), clavel (Dianthus
caryophillus L.), lisiantus (Eustoma grandiflorum [Raf.] Shinn), gipsofila (Gypsophilla
paniculata L.), fresia (Freesia x hybrida), aster o reina Margarita (Callistephus
chinensis (L.) Nees), bulbos de tulipan (Tulipa sp.) y, recientemente, peonia (Paeonia
officinalis L.). Las flores mas demandadas tanto en el pais como en el exterior son los
crisantemos, claveles y rosas. En maceta, la mayor produccion la lideran aquéllas para
jardin y las de interior, seguidas por las florales y los arbustos. Segun los especialistas,
el incremento en la demanda de flores de corte y plantas ornamentales esta relacionado

con el crecimiento econdmico y el bienestar nacional (INTA informa, 2011).

En relacién a las practicas agricolas, segin informacién aportada por un
relevamiento efectuado en 2012 por el Gobierno de la Provincia de Buenos Aires y el

INTA, el 87% de los productores manifestd no desinfectar el suelo y un 82 % no
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realizar andlisis de agua ni suelo. Se observo que en cuanto al asesoramiento en el uso
de plaguicidas, el mismo es realizado principalmente por los proveedores de insumos
(47%), las cooperativas (33%) y otro productor (20%); solo el 6% de los
emprendimientos productivos accede a un técnico. Considerando el capital fijo —
maquinarias y equipos— se registrd una falta de renovacion del mismo, y la mayoria
cuenta con una antigiiedad de mas de diez afios (Villanova, 2013). En cuanto al tipo de
tecnologia utilizada por los pequefios productores floricolas, existe un predominio del
uso de la pulverizadora y fertilizadora manual. El tipo de calefaccion que predomina es
en base a carbon, lefia o kerosene, luego otros usan gasoil 0 kerosene y unos pocos gas
natural. El riego en los inverndculos en general es manual con manguera y en un
minimo porcentaje por goteo o aspersién (Morisigue et al, 2002; Agencia de
Cooperacion Internacional del Japon-JICA-INTA, 2003).

La produccién de flores para corte estd concentrada en la zona Sur (La Plata),
donde localidades mas representativas son: Colonia Urquiza, Colonia Las Banderitas,
Colonia La Plata, EI Peligro, Abasto, Melchor Romero, Los Portefios, Arturo Segui,
City Bell y Villa Elisa. Si bien también se hallan cultivos de plantas en maceta, este tipo
de produccién se concentra en las regiones Norte y Oeste del Gran Buenos Aires,
comprendiendo un elevado nimero de especies y cultivares. Siguen predominando las
especies de flor de corte tradicionales Rosa spp., Chrysanthemum morifolium
Ramat.=syn. Dentranthema morifolium (Ramat.) Tzvel. (crisantemo) y Dianthus
caryophyllus L., a las que deben agregarse otras como Gypsophila paniculata, Fressia
sp., Eustoma grandiflorum, Lillium sp. (lilium ), Gerbera jamesonii (gerbera) e hibridos
de Alstroemeria, hasta completar un ndmero cercano a treinta especies de diversas
caracteristicas que satisfacen las necesidades del mercado a lo largo de todo el afio. En
plantas en maceta se destaca la produccion de plantines de jardin sobre todo de alegria
del hogar (Impatiens walleriana Hook. f.), pensamiento (Viola tricolor L.), petunia
(Petunia x hybrida (Vilm) y begonia (Begonia spp.) (Morisigue et al., 2002; 2012) y
por su follaje o floracién: Epipremnum aureum (Linden & André) G.S. Bunting (potus),
helechos, Ficus spp., Cissus rombifolia Vahl (cissus), Aralia sp. (aralia), Rhododendron
indicum (L.) Sweet (azalea) y Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch. Ademaés los
arboles y arbustos ornamentales, encuentran en La Plata alguno de los viveros mas
importantes del pais (AER-INTA Gran Buenos Aires, 2006) (Fig. 1).
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En la década de los 90, el contexto econdmico favorecid la introduccion de
tecnologias, como fertirrigacion, invernaculos mas modernos, produccion de plantulas
en multiceldas, nuevas variedades de rosas y claveles, y sustratos, entre otras (INTA
informa, 2011). En lo que respecta a la produccion de flores de corte, el uso de
invernaderos se acentu0, si bien la practica fue incorporada hace muchos afios. Gran
parte de los cultivos se desarrollan protegidos, creciendo bajo condiciones ambientales
que posibilitan su produccion durante todo el afio, alcanzando mayores rendimientos y
calidad que los productos obtenidos a campo. No obstante, si la humedad ambiente no
es controlada mediante una adecuada ventilacién y uso racional del riego, la
condensacién interna producida en las paredes favorece el desarrollo de enfermedades
ocasionadas por microorganismos fitopatdgenos, principalmente pseudohongos, hongos

y bacterias (Barbetti & Russo Guarnera, 2005).

2. CONDICIONES AMBIENTALES: CLIMA'Y SUELO

El clima en el Cinturdn verde La Plata-Buenos Aires puede clasificarse como
templado calido. La temperatura media anual es de 16-17°C segln la zona. Presenta
inviernos frescos con una temperatura media de 9°C considerando junio-julio-agosto. El
comienzo y fin del periodo con heladas es muy variable. Los cambios constantes
registrados en la temperatura media anual, afectan al periodo de floracion normal de
cada especie, como por ejemplo las registradas en otofio del afio 2005, cuando la
temperatura fue mas elevada de lo habitual. EI valor medio de precipitaciones anuales
oscila en los 1000 mm, con mayor precipitacion en el semestre calido (octubre a marzo)
con respecto al semestre frio (abril a setiembre) (Informacion suministrada por las
Estaciones Climatoldgicas La Plata-Observatorio Astronémico y Ezeiza). EI granizo no
representa un riesgo permanente, y el uso del invernaculo atenua los efectos del mismo.
En lo que respecta a las heladas, la presencia del invernaculo sumado a la calefaccion

permite minimizar sus efectos y mantener temperaturas tolerables por los cultivos.

Los suelos de la regién del AMBA (que incluye al Cinturon verde La Plata-
Buenos Aires) presentan textura limosa, horizonte superficial de color oscuro,
composicion mineraldgica rica en nutrientes, con buena estructura y alta porosidad, lo

que les da una consistencia blanda. Corresponden al orden: “Molisoles” (de mollis,
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blando en latin), estando su horizonte subsuperficial enriquecido en arcillas,
denominado argilico. Los suelos con estas caracteristicas son clasificados como
“Argiudoles” predominando en una franja de 50-60 km de ancho desde el Rio de la
Plata. Considerando la composicion y proporcion de las arcillas en estos suelos, se
diferencian dos tipos: los Argiudoles tipicos y los Vérticos. En la zona Oeste del AMBA
los Argiudoles vérticos se encuentran en las zonas de relieve mas elevado y los
Argiudoles tipicos en las pendientes y lomas de altura intermedia (Agencia de
Proteccion Ambiental (APRA), del Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires. 2010). Las
caracteristicas fisico-quimicas de estos suelos los hacen aptos para el desarrollo de la
floricultura en la region del Cinturdn verde-La Plata-Buenos Aires.

- Malvinas Argentinas
- luzaingd URUGUAY

Hurlingham
- Tres de Febrero
- General San Martin

(LI

San Fernando
RIO DE LA PLATA

l:enta Lépez [ Pertenece al Gran Bs. As. en sentido
administrativo
0 Pertenece al Aglomerado Gran Bs. As.
pero no en sentido administrativo
Pertenece al Gran La Plata
Resto de la provincia de Buenos
Aires
[ Ciudad Auténoma de Buenos Aires

% _Avellaneda

La Plata

Figura 1: Cinturon verde La Plata-Buenos Aires. Localidades muestreadas: Escobar,
Garin, Matheu (Partido de Escobar), Pilar (Pdo de Pilar), San Isidro, Moreno, La Plata
(Abasto-Los Hornos). Ciudad Auténoma de Buenos Aires.
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1. ANTECEDENTES SOBRE ESPECIES FITOPATOGENAS DE LOS
GENEROS PYTHIUM Y PHYTOPHTHORA EN ARGENTINA

Con la finalidad de conocer el estado actual de la informacidon disponible sobre los
géneros Pythium y Phytophthora en Argentina, se llevd a cabo una revisién de
antecedentes desde los primeros registros desde fines del siglo XIX hasta octubre de
2013. Se consideraron sélo especies patdgenas de plantas. Se consultaron fuentes
primarias y secundarias de informacion impresa y electronica. Primarias: a)
presentaciones en reuniones cientificas nacionales e internacionales, entre ellos distintas
ediciones de las Jornadas de cultivos bajo cobertura, Jornadas Fitosanitarias Argentinas,
Jornadas de Boténica, Congreso Nacional de Fitopatologia, Congreso Latinoamericano
de Fitopatologia, International Congress of Plant Pathology, etc; b) publicaciones
periddicas nacionales e internacionales (Revista de la Facultad de Agronomia-UBA,
Revista Facultad de Agronomia-UNLP, Boletin Sociedad Argentina de Botanica,
Fitopatologia-ALF, Journal of Plant Pathology, Plant Disease, Phytopathology, Plant
Pathology, Tropical Plant Pathology); c) Publicaciones electrénicas (Australasian Plant
Diseases Notes, New Diseases Report, entre otras). Secundarias: a) libros
(Marchionatto, 1948; Fernandez Valiela, 1978, 1979; Sarasola & Roca de Sarasola,
1975); b) publicaciones electronicas (Nome et al., 2013. Atlas Fitopatoldgico de
Argentina) y c) bases de datos: AGRIS (International Information System for the
Agricultural Science & Technology) 1991-2001 (http://agris.fao.org/); CABPESTCD
1973-1988; 1989-1999/05; 2000/01-2001/02; CABPEST en linea (CAB International
on SilverPlatter, Search and Retrieval Software) 1990-2013; Ebsco Host Research
Databases, en linea, 1975-2013 (http://search.ebscohost.com); CAB ABSTRACT, en
linea, 1990-2013 (http://ovidsp.tx.ovid.com); SCIENCEDIRECT, en linea
(' http://www.sciencedirect.com); SCOPUS (http://www.sciencedirect.com), en linea,
1975 - 2013.

La nomenclatura botanica de los hospedantes se basé en el Index Internacional de

Nombres de plantas (The International Plant Name Index. En http://www.ipni.org/) y la

nomenclatura de los pseudohongos en el Index Fungorum

(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp), Dictionary of the Fungi (Kirk et

al., 2008), la base de datos de USDA-Fungal Nomenclature DataBase, Systematic
Mycology and Microbiology Laboratory, ARS, USDA, USA (Minnis et al., 2014, Farr
& Rossman, 2012, 2014, 2015 En: http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/) y las bases
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de datos: Phytophthora Database de Estados Unidos (http://www.phytophthoradb.org/)

y MykoBank (http://www.mycobank.org/) de Holanda. También fueron consultadas las
revisiones de van der Plaats-Niterink (1981) y de Erwin & Ribeiro (1996).

A partir de la informacidn obtenida en esta revision se establecio el status de las
especies de Pythium y de Phytophthora hasta el afio 2013. A efectos de lograr una mejor
visualizacion de la informacion obtenida (especies citadas, rango de hospedantes,
primera cita en el pais, sintomas, localizacion geogréafica, especies por region, por tipo
de cultivo, por provincia y publicaciones que incluyen estudios moleculares de las
especies, efectuados por primera vez en el pais) los resultados se presentaron en forma

de Tablas y Figuras.

2. PROSPECCION DE ENFERMEDADES EN EL CINTURON VERDE LA
PLATA- BUENOS AIRES Y OTRAS AREAS DE INTERES.

2.1 Cinturdn verde La Plata-Buenos Aires: Durante el periodo comprendido entre la

primavera del afio 2009 y primavera del afio 2012, se llevd a cabo una prospeccién de
enfermedades causadas por especies de Pythium y Phytophthora, afectando a cultivos
intensivos ornamentales. La zona de muestreo se circunscribié al denominado Cinturén
Verde La Plata-Buenos Aires, ddnde se visitaron establecimientos productivos de
plantas y de material propagativo y/o viveros de venta, ubicados en las localidades de:
Escobar, Garin, Matheu (Partido de Escobar), Pilar (Partido de Pilar), San Isidro,
(Partido de San Isidro), Moreno, La Plata y Abasto (Partido de La Plata) y de la Ciudad
Autonoma de Buenos Aires (Fig.1). Las caracteristicas productivas y regionales se
describen en el item: “Caracterizacion del Sector floricola y la regién en estudio”.
Durante el periodo citado se concurrié una o dos veces a cada establecimiento en
primavera-verano-otofio, visitdndose al menos tres localidades/afio. El criterio de
seleccion de los cultivos evaluados se fundamentd en su importancia econémica y
difusion, poniéndose énfasis en la observacion de hospedantes sobre los cuales en otros
paises se han hallado enfermedades ocasionadas por especies de Phytophthora o
Pythium. Para cada localidad propuesta se visité al menos un establecimiento con al
menos 2 invernaculos de plantas y/o de material propagativo. Se efectud un muestreo de
tipo direccionado hacia el hospedante con sintomas presumiblemente causados por

Pythium y/o Phytophthora: damping off, marchitamiento, podredumbre basal,
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atizonamiento, cancros en troncos, podredumbre de raices y manchas foliares. Ante la
presencia de un grupo de plantas enfermas, dentro de éste las muestras se tomaron al
azar. Se guardaron en bolsas de polietileno rotuladas hasta llegar al laboratorio. Se
registrd informacion sobre la edad del cultivo y la sintomatologia observada. La
recoleccion de muestras dependié del tipo de enfermedad que se desed valorar,
preferentemente la planta o el plantin entero con suelo rizosférico, o en el contenedor,
en Casuarina cunninghamiana raices y porcion basal del tallo y en Cucurbita maxima
frutos afectados en contacto con el suelo. Dentro de los distintos grupos de plantas
ornamentales que se cultivan en la zona en estudio los cultivos evaluados fueron los

siguientes:

2.1.1. Cultivos de plantas con flores para corte en parcelas de suelo: Gypsophila
paniculata L. (gipsofila, mosquito, velo de novia), Gerbera jamesonii Bolus (gerbera),
Chamelauciun uncinatum Schauer (flor de cera), Eustoma grandiflorum Raf.
(lisianthus); Dianthus caryophillus L. (clavel), Dendranthema grandiflora Tzvelev. =

Chrysanthemum morifolium Ramat. (crisantemo).

2.1.2. Cultivos en contenedores (macetas) con suelo, sustrato o mezcla:

Plantas herbéaceas atractivas por su floracion: Cyclamen persicum L. (violeta de los
Alpes), Catharanthus roseus (L.) G. Don fil. = Vinca rosea (vinca), Impatiens
wallerana J.D. Hook (alegria del hogar, impatiens), Impatiens x hawkeri W. Bull
(impatiens Nueva Guinea), Gazania repens (L) Gaertn (gazania), Euphorbia
pulcherrima Willd. Ex Klotzsch (flor de Pascua, Poinsetia estrella federal),
Schumblergera truncata (Haw.) Moran=Zygocactus truncatus (Haw.) Schum (Santa
Teresita), Begonia x tuberhybrida (begonia tuberosa), Primula obonica Hance (primula)

y Orquidea (Sophronitis sp.), otros plantines de estacion.

Plantas herbaceas atractivas por su follaje: Diefembachia picta Schott. (difenbaquia),
Scindapsus aureus (Linden & André) Engl. & K. Krause =Epipremnum aureum (Linden
& André) G.S. Bunting) (pothos), Cissus rombifolia Vahl (cissus.)

Plantas herbéceas atractivas por su flor y follaje: Spathiphyllum wallisii Regel

(espatifilo), Anthurium andraeanum Linden (anturio).
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Arbustos de flor: Polygala myrtifolia L. (poligala), Lavandula angustifolia L.
(lavanda), Rhododendron indicum (L.) Sweet (azalea), Hebe speciosa (R. Cunn. ex A.

Cunn.) Cockayne & Allan= Veronica speciosa (hebe), Camellia japonica L. (camelia).

2.1.3. Almécigos y camas de enraizamiento con sustrato organico y/o inerte:
Impatiens wallerana (alegria del hogar, impatiens), Euphorbia pulcherrima (estrella
federal), Dianthus caryophillus (clavel), Primula obconica (primula), Rhododendron

indicum (azalea).

2.1.4. Otros: Ocimum basilicum L. (albahaca).

2.2. Incorporacion de colecciones de Pythiaceas: Con la finalidad de identificar la

mayor cantidad de especies presentes en la region en estudio, se incluyeron para su
analisis, las colecciones de aislamientos de Pythiaceas obtenidas entre los afios 2000 y
2008 en el marco de Proyectos de Investigacion realizados por la Ing. Wolcan (CIDEFI-
UNLP). Se incluyeron aislamientos de Pythium spp.: Hebe speciosa (hebe), Cyclamen
persicum (ciclamen), Eustoma grandiflorum (lisianto) Lavandula angustifolia
(lavanda), Spathiphyllum walisii (spatifilo), Impatiens x hawkeri (impatiens Nueva
Guinea, impatiens), Actinidia deliciosa (kiwi), Polygala myrtifolia (poligala), Spinacea
oleracea (espinaca) y algunos aislamientos de especies de Phytophthora identificadas
morfolégicamente (Ph. cryptogea, Ph. nicotianae y Ph. capsici) para verificar su

identificacion aplicando técnicas moleculares.

2.3. Otras areas y cultivos de interés Algunos de los aislamientos coleccionados

correspondieron a muestras de plantas enfermas recibidas en los Servicios de
Diagndstico de los Laboratorios de Fitopatologia de la FAUBA (Facultad de
Agronomia-Universidad de Buenos Aires) y del CIDEFI-UNLP (Centro de
Investigaciones de Fitopatologia-Universidad Nacional de La Plata-Comisién de
Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires), de las cuales se aislaron
Pythium y/o Phytophthora. Estas plantas correspondieron a cultivos intensivos o
extensivos de interés economico procedentes de otras regiones productivas del pais.
FAUBA (Ing Palmucci): Aislamientos de Pythium spp. provenientes de Nicotiana
tabacum L. (tabaco), de las provincias de Salta y Jujuy. Aislamientos de Phytophthora

spp. procedentes de Capsicum annum L. (pimiento) y Cucurbita maxima L. (zapallo) de
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San Pedro (Prov. Bs As.), Casuarina cunninghamiana Mig. (casuarina) de la Prov. de
Entre Rios y Pennisetum clandestinum del partido de Pilar, Prov. de Buenos Aires.

CIDEFI (Ing. Wolcan): Aislamientos de Phytophthora sp. provenientes de Casuarina
cunninghamiana (casuarina) de la Prov. de Entre Rios y de Vaccinium corymbosum L.

(ardndano) de la Prov. de Tucuman.

3. TECNICAS DE AISLAMIENTO, PURIFICACION Y MANTENIMIENTO DE
LA COLECCION.

3.1 Aislamientos a partir de material sintomatico

Se cortaron secciones de 3-4 mm de tejidos de raices, cuello, tallos o brotes
provenientes de plantas enfermas, y se procesaron aplicando tres métodos:

3.1.1. Siembra directa con desinfeccion superficial: a) lavado con agua corriente para
retirar la tierra, residuos o contaminantes externos, b) desinfeccion superficial del
material con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 1 % durante 2 min, c¢) dos pasajes durante
5 min por agua destilada estéril para enjuagar el hipoclorito, d) secado con toalla de
papel o al aire en la camara de flujo laminar y €) siembra en caja de Petri con medio de
cultivo selectivo, utilizando una pinza flameada.

3.1.2. Siembra directa sin desinfeccion: a) lavado con agua corriente durante varios
minutos a fin de retirar la tierra, residuos o contaminantes externos, b) secado con toalla
de papel o al aire en la cdmara de flujo laminar y c) siembra en caja de Petri con medio
de cultivo selectivo, utilizando una pinza flameada.

3.1.3. Técnica de la capa de agar o agar invertido: La placa conteniendo medio de
cultivo con solucion fungibacteriostatica incorporada, se cortdé con una espatula
flameada en dos diametros opuestos, quedando dividida en 4 secciones. Levantando con
una espatula el angulo interno de estas secciones (centro de la caja) se colocé por debajo
del agar un trocito de material sintomatico desinfectado o lavado.

Para los tres métodos las siembras se realizaron en uno o mas de los siguientes
medios selectivos: agar papa glucosado (APG) o dextrosado (APD), agar 8 vegetales
(AV8) y /o agar harina de maiz (AHM), con agregado de antibiéticos y fungicidas (van
der Plaats-Niterink, 1981; Jeffers & Martin, 1986, Erwin & Ribeiro, 1996). De acuerdo
a su disponibilidad y con el objetivo de lograr un mayor espectro de accion se utilizaron
diferentes combinaciones de antibidticos y fungicidas: PARP (pimaricina, ampicilina,

rifampicina) y PCNB (penta-cloro-nitro-benceno); PARPB (pimaricina, ampicilina,

53



rifanpicina, PCNB, benlate) y/o neomicina, cloranfenicol y/o estreptomicina. Los
antibioticos seleccionados fueron: a)activos contra bacterias Gram positivas:
la ampicilina (250 mg/l), b) activos contra bacterias Gram negativas: la rifampicina (10
mg/l) y ¢) y alguno de los activos para ambos grupos de bacterias: la neomicina (100
mgl/l), el cloranfenicol (30 mg/l) y la estreptomicina (30 mg/l). Los antibioticos se
agregaron antes de verter el medio en las cajas de Petri. La rifampicina se disolvid en
etanol 95% y luego se agreg6 agua hasta alcanzar una concentracion final de etanol al
50%. Los fungicidas incorporados fueron benomil (20 mg/l), PCNB (100 mg/l) y
pimaricina (5 mg/l). EI benomil es termoestable pudiendo ser incorporado al medio
previo a su esterilizacion en autoclave (Masago et al. (1977) citado por Erwin &
Ribeiro, 1996). Las cajas fueron incubadas a 22+2 °C en estufa bajo oscuridad. Luego
de 24-48 horas se obtuvieron cultivos puros por transferencia de sectores con extremos
de hifa que emergian de la superficie de la placa, a medios APG-APD, agar harina de

maiz (AHM) o AV8, en los cuales se caracterizaron las colonias.

3.2. Aislamiento desde agua de riego

El uso de esta metodologia ha sido excepcional, siendo utilizada para obtener el
aislamiento denominado Pythium sp. nov. 1, cuya patogenicidad fue comprobada en
plantas de pimiento, ocasionando sintomas de marchitamiento a causa de pudricion
radicular.

Toma de muestras: Las muestras de agua fueron remitidas al Laboratorio en dos
oportunidades, con un mes de diferencia. En ambos casos se recogieron a una
profundidad de 20 cm en el curso y en los reservorios de agua, se embotellaron y se
transportaron en conservadora, con una fuente de frio para evitar exponerlas a las altas
temperaturas. Se enviaron desde Salta al laboratorio del CIDEFI por via aérea.
Obtencidon de los aislamientos: Se aplicaron dos metodologias: a) uso de cebos
naturales incorporados a la muestra de agua y b) siembra de alicuotas de agua en medio
de cultivo agarizado selectivo para Oomycetes.

Empleo de cebos: se usaron cebos naturales para “atrapar” Oomycetes: frutos de peras

inmaduras y de manzanas, tallos de pimiento y hojas de limon, los cuales se
sumergieron en sentido vertical, hasta 3 0 4 cm de profundidad, en los recipientes que
contenian las alicuotas de las muestras de agua. Se mantuvieron a 22°C #2, se
observaron diariamente, por el término de 3 a 4 dias y se hicieron aislamientos de la

zona de transicién, a la altura del nivel de agua. Posteriormente se continu6 con el
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protocolo ya mencionado en Materiales y Métodos item 3.1, para el aislamiento de
Oomycetes.

a) Siembra de alicuotas de agua en medio de cultivo: En tres vasos de precipitados se

colocaron 150 ml de agua tomada de cada una de las tres muestras, se agitaron durante
15 min en agitador magnético y 1 ml de cada solucion, se sembro en cajas de Petri con 9
ml de APG y otras conAV8, mas 1 ml de solucion fungibacteriostatica (Ampicilina- 250
mg/l; Rifampicina-10 mg/l; PCNB- 27-30 mg/l).

3.3. Medios de cultivo

Fueron utilizados los siguientes medios de cultivo, cuya formulacién se expone a
continuacion:
Agar papa glucosado (APG) o agar papa dextrosado (APD): Papa (200 g); glucosa o
dextrosa (20 g); agar (20 g) y agua destilada (1000 ml).
Agar agua (AA): Agar (20 g) y agua destilada (1000 ml).
Agar papa glucosado Merck: APG (39 g) y agua destilada (1000 ml).
Agar harina de maiz (Corn Meal Agar-Merck): AHM (39 g) y agua destilada (1000
ml).
Agar 8 vegetales (AV8): Se utiliz6 el AV8 clarificado (Miller, 1955) modificado
(Erwin & Ribeiro, 1996): Jugo V8 (Campbell Soup Company) (40 ml); Carbonato de
calcio (CaCO03) (600 mg); Extracto de levadura (200 mg); Sacarosa (1 g); Colesterol
(10 mg); Agar (20 g) y Agua destilada (1000 ml). Para su preparacion se mezclan el
jugo V8, el CaCO3, la levadura, la sacarosa y el colesterol. Se centrifuga para clarificar,
decantar y descartar el pellets. Es importante clarificar el medio de cultivo, lo cual
puede realizarse usando una centrifuga 5 minutos a 2000 rpm, o pasando lentamente la
solucion por un filtro de papel o tela de algodon fina. Se afiade el agar y el agua
destilada hasta alcanzar 1 litro.

Todos los medios de cultivo preparados fueron esterilizados durante 15 minutos

a 121 °C en autoclave.

3.4. Purificacion de los aislamientos

Para eliminar el crecimiento de bacterias en los aislamientos se utilizaron tres
técnicas:
3.4.1. Uso de medios con bajo aporte nutricional: Entre éstos hallamos el AA y el

AHM. Para las siembras en AA o AHM se utilizaron cajas esterilizadas de 9 cm donde
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se coloco una seccidn de la colonia a purificar, utilizdndose un ansa con aguja de punta
fina previamente desinfectada con alcohol y flameada. Luego de 24 h se procedié a
tomar del borde del crecimiento una seccion de aproximadamente 2 mm y sembrarla
nuevamente en medio selectivo o en APG. Se repitieron sucesivos pasajes alternando
entre estos medios y APG hasta obtener cultivos con aspecto libre de bacterias.
3.4.2. Siembra del patégeno en manzana: La técnica consiste en perforar el fruto con
un sacabocado de 1 cm previamente flameado y en su interior introducir una seccién del
micelio a purificar. Se sella el orificio de entrada con un algodon adherido con cinta
engomada. Se utiliza la variedad de manzana Granny Smith. Se coloca en oscuridad y a
las 48 h se procede a cortarla y del borde de la zona afectada (zona de transicion) se
reaisla el microorganismo mediante la metodologia descrita 3.1.2 0 3.1.3.
3.4.3. Técnica de la capa de agar: explicada en el item 3.1.3.

Una o varias de estas operaciones se realizaron hasta obtener cada uno de los

cultivos puros.

3.5. Mantenimiento de la coleccion

Los aislamientos puros fueron repicados bajo cdmara de flujo laminar a:

a) cajas de Petri conteniendo AA, AHM o APG, manteniéndose durante 4-8
semanas. Las cajas fueron selladas con parafilm.

b) tubos eppendorf o crioviales conteniendo agua destilada estéril, donde se
transfirieron 6-8 bloquecitos de 3-4 mm de agar con el micelio hasta llenado del tubo y
se almacenaron en heladera a 15 °C, permaneciendo viables durante 3- 6 meses.

C) tubos de ensayo conteniendo medio de cultivo APG o AA en pico de flauta y

agua destilada estéril Se efectuaron repiques trimestrales.

3.6. Deposito de los aislamientos y secuencias en Colecciones micologicas o Bancos

genéticos.
Algunos aislamientos fueron depositados en las Colecciones World Phtythopthora

Genetic Resource (WPC) y World Oomycete Genetic Resource (WOC), a cargo del Dr
May Coffey en la Universidad de California, Riverside, Estados Unidos
(http://phytophthora.ucr.edu/default.ntml). Ademas los aislamientos se encuentran en la
catedra de Fitopatologia-FAUBA y en el CIDEFI-UNLP. Las secuencias obtenidas al
momento de concretarse la publicacion de cada trabajo fueron subidas al GenBank,

donde les fue asignado su correspondiente nimero de acceso.
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4. IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DE LOS AISLAMIENTOS POR
METODOS MICOLOGICOS CLASICOS

4.1. Caracterizacion de la colonia:

Para la caracterizacion de las colonias de los distintos géneros se tuvieron en
cuenta los patrones de crecimiento segun las descripciones de distintos autores. Van der
Plaats-Niterink (1981) cita para Pythium spp. las formas radiales, de roseta y
crisantemo. La transparencia del medio de cultivo y la temperatura de crecimiento
influyen en la mayor o menor visibilidad de estos patrones. A diferencia de este género,
Phytophthora crece méas lentamente y como produce micelio mas ramificado (micelio
coraloide), desarrolla patrones diferentes. Waterhouse (1970) expresa que el tipo de
colonia depende de la frecuencia, el angulo y extension de las ramificaciones de las
hifas. Asi distingue diferentes tipos a) sin patron de crecimiento, b) con puntas agudas
(tipo “crisantemo”), ¢) con lobulos obtusos (tipo “roseta” o “camelia”), d) estolonifera
(pequerias colonias en el borde de crecimiento), e) algodonosa, f) estrellada, y tipos
intermedios. Por esta razdn, para los aislamientos obtenidos en este estudio, se tuvieron
en cuenta el tipo de micelio y su desarrollo en diferentes medios (APG y AHM o AV8),

a temperatura de 20°C.

4.2. Caracterizacion morfologica

A continuacién se mencionan las caracteristicas de las estructuras vegetativas y
reproductivas asexuales y sexuales presentes en Pythium y en Phytophthora,

consideradas en las descripciones:

4.2.1. Pythium spp. (Frezzi, 1977; van der Plaats-Niterink, 1981; Dick, 1990).
o Vesicula: presencia de vesicula.
e Apresorios: forma y abundancia.
e Hinchamientos hifales o “swellings”. Raramente presentes.

e Clamidosporas. Presencia o no, tamafio.

e Zoosporangio. Tipo: a) filamentoso (semejante a hifas) ramificado o no;
lobulado no ramificado, ramificado, lobulado catenulado, a veces toruloso, b)

esferico, subesférico, elipsoidal, piriforme, simples o en cadena. Ubicacion:
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terminal, intercalar, lateral. Presencia de papila: no papilado. Tamarfio: promedio

de 20-30 mediciones.
Zoosporangidforo: persistente.
Ooogonio. Posicion intercalar o terminal. Pared: lisa u ornamentada. Forma y

cantidad de ornamentos (espinas, papilas, etc.). Tamafio: promedio de 20-30

mediciones.

Anteridios. Numero: anteridios /oogonio. Lugar de Origen: monoclino (cuando
el anteridio proviene del mismo pie oogonial, puede ser terminal o sésil), diclino
(el anteridio proviene de un pie diferente al que soporta al oogonio), monoclino
y diclino (presenta ambos), hypdgino (se encuentra debajo del oogonio);
helicoidal, intercalar (en pocos casos), terminales. Forma de adhesién al

oogonio: apical, apical ramificado, lateral, campanulado, cilindrico, lobado.
Oospora: Presencia o0 ausencia de espacio entre la pared de la oospora y la pared
del oogonio (oospora plerdtica o aplerdtica, respectivamente). Tamafio:

Promedio de 20-30 mediciones.

4.2.2. Phytophthora spp. (Frezzi, 1977; Erwin & Ribeiro, 1996).

Vesicula: ausencia de vesicula.

Apresorios: forma y abundancia.

Hinchamientos hifales o “swellings”. Se forman en algunas especies. Se
caracterizan por: Forma. Tipo de agrupamiento (“clusters” o racimos, en
cadena, aislados). Tamario.

Clamidosporas. Presencia o no. Forma: esféricas, subesféricas, terminales o

intercalares, granulosas, hialinas, amarillentas u oscuras. Tamafio. Cantidad.

Zoosporangio. Forma: globosos o esféricos, limoniformes, elipsoidales,

ovoides, obturbinados, alargados y otros; vacuolados o no. Presencia de papila:

papilado (1-2), semipapilado, no papilado. Ubicacion: terminal, intercalar,
lateral. Tamafio promedio de 30 mediciones.

Zoosporangidforo. Caducidad: Caduco (deciduo) o persistente. Forma: corto,
largo, delgado o grueso, simple o ramificado Ramificacién: simpodial simple,
simpodial compuesto, umbelado. Proliferacion: presencia o ausencia, interna o

externa.
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e Ooogonio. Posicion: intercalar o terminal, de pared lisa u ornamentada.

Presencia de ornamentos: forma (verrugas) y cantidad. Tamarfio: promedio de 30

mediciones.

e Oospora. Presencia o ausencia de espacio entre la pared de la oospora y la pared
del oogonio (oospora aplerdtica o plerética, respectivamente). Tamafio:
Promedio de 30 oosporas.

e Anteridios. Numero de anteridios/oogonio. Ubicacién: Anfigeno (se forma
cuando el pie del oogonio crece a través del anteridio y desarrolla el oogonio
sobre éste. El anteridio persiste como un collar alrededor de la base del
oogonio). Paragino (el anteridio se ubica al costado del oogonio). Forma de
adhesion del anteridio al oogonio (apical, lateral, campanulado, cilindrico,
lobado).

4. 2. 3. Estimulacién de estructuras reproductivas

Se estimul6 la formacién de esporangios y estructuras sexuales por medio de
diferentes técnicas:

a) Uso de medios con nutrientes minimos tales como AA 0 AHM.

b) Regimenes variables de luz y temperatura. La mayoria de los hongos y
pseudohongos incluyendo especies de Pythium, son favorecidos por la luz fluorescente
(Warham et al., 1997). Los esporangios de Phytophthora son favorecidas por la luz, en
tanto que sus oosporas por la oscuridad.

¢) Cultivo en Agrostis (Agrostis tenuis): Se usa para inducir la formacion de
esporangios, anteridios, oogonios y oosporas (Emerson, 1958; Webster & Dennis, 1967;
San & Srivastava, 1968 citados por van der Plaats-Niterink, 1981; Abad et al., 1994).
En cajas de Petri esterilizadas conteniendo agua destilada estéril y entre 6-10 trocitos de
hojas de Agrostis de 0,5-1 cm, se colocaron 4-6 secciones de agar con micelio, de
aproximadamente 1cm de lado (el agua no debe cubrirlos, sino que éstos deben quedar
flotando en superficie). Previamente las hojas de Agrostis fueron cortadas en secciones,
colocadas en un recipiente con 100 ml de agua destilada que se cubrié con papel de
aluminio, y esterilizadas en microondas o autoclave durante 10 minutos. Las cajas con
las hojas y el agua se incubaron a 20-25 °C. Las observaciones se realizaron diariamente
a partir de las 48 h, a efectos de evaluar tempranamente la formacién de oogonios y

anteridios.
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d) Liberacion de zoosporas: En muchas especies de Phytophthora y Pythium, la
liberacion de zoosporas puede ser estimulada aplicando frio al cultivo, colocandolo en
la heladera durante 15 min a 2 horas y luego a temperatura ambiente (Waterhouse,
1967; Erwin & Ribeiro, 1996). El proceso se repite hasta observar las zoosporas. Se
utiliz6 para identificar la forma sporangiiferum de Pythium ultimum.

e) Solucion acuosa de suelo: Se uso para inducir formacion de esporangios de
Phytophthora spp.: Se preparé a partir de 100 g de suelo no estéril en 1000 ml de agua
destilada que fue agitado en centrifuga de 1000-2000 rpp (Erwin & Ribeiro, 1996). Se
dej6 sedimentar 5 minutos; se filtrd la parte superior pasandola a través de 3 capas de
gasa, se distribuyo en botellas de 100 ml que fueron colocadas en autoclave durante 20
minutos a 121 °C. La solucién se incorpord en cajas de Petri donde se agregaron
pequefias secciones de agar con desarrollo del Oomycete en estudio. Posteriormente
fueron colocadas a 20°C durante 48 h, bajo luz fluorescente, hasta su observacion en
microscopio con ocular de 10X para verificar la formacion de esporangios.

Se debe considerar que algunas especies esporulan mejor en la solucion del suelo
no esterilizado.

f) Pruebas de apareamiento: En los casos en que se considerd necesario
comprobar el heterotalismo de la especie, se hicieron apareamientos intraespecificos de
aislamientos para verificar la presencia de los grupos de apareamiento (Mating types Al
y A2). Una porcion de colonia se coloco en lados opuestos de una caja de Petri, e
incubd por 7 dias en oscuridad a temperatura ambiente a efectos de verificar la
formacion de estructuras sexuales en la linea de union (Robertson, 1980; van der Plaats-
Niterink, 1981; Erwin & Ribeiro, 1996). Por carecer de grupos de apareamiento
reconocidos (probadores o “tester”), se efectuaron cruzamientos con algunas colonias
procedentes de diferentes localidades o de distintos hospedantes. Esta técnica se utilizd

para Ph. cinnamomi y Ph. cryptogea.

4. 2. 4. Observacion de estructuras con microscopio 6ptico

Las estructuras vegetativas y reproductivas se observaron mediante preparados
microscopicos utilizando un microscopio 6ptico marca Nikon. Como liquido de montaje
se utilizo lactofenol, con azul de algodon al 0,1 % (Azul de Amman); &cido lactico con
fucsina &cida al 0,1 % o mayormente con agua destilada estéril. Se tomé un registro
fotografico de las principales estructuras caracteristicas de cada especie y se efectuaron

mediciones utilizando un software de fotografia especifico de Nikon.
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4.3. Determinacion de temperaturas de crecimiento

4.3.1. Temperatura cardinal: Es la temperatura por encima o por debajo de la cual un
proceso fisioldgico de un organismo se detiene, restableciéndose cuando la temperatura
se restituye. Se determinaron las temperaturas cardinales midiendo el crecimiento de las
colonias, para lo cual un disco de APG de 0,7 cm de didametro con desarrollo de las
cepas en estudio, se coloco en el centro de cajas de Petri estériles de 9 cm de didmetro
conteniendo APG. Se incubaron en oscuridad a temperaturas de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30
y 35 °C, y de 37 °C (solo en 3 aislamientos que continuaron su crecimiento a 35°C). Se
efectuaron observaciones diarias hasta ver la cobertura total de la caja o la detencion del
crecimiento, en cuyo caso el aislamiento fue puesto a 20 °C para comprobar su
viabilidad. De esta forma se registraron las temperaturas cardinales minima y maxima
para cada aislamiento. Con la finalidad de evitar el efecto de la temperatura acumulada
sobre el crecimiento de las cepas, para cada temperatura se utilizaron nuevos repiques.

Se hicieron 5 repeticiones/tratamiento.

4.3.2 Crecimiento promedio a distintas temperaturas

Se efectuaron mediciones diarias durante 4 dias a partir de la siembra (Polashock,
et al., 2005). Se tomaron dos medidas por caja (diametros opuestos) y se calculd un
promedio de las mismas para obtener un valor del crecimiento expresado en mm/dia. Se
sembraron 5 repeticiones/especie/ temperatura (indicadas en el item 4.3.1), calculandose

un promedio de las mediciones de las distintas repeticiones.

4.4. ldentificacion taxondmica

Para las especies de Pythium se consultaron las descripciones de los trabajos
monograficos efectuadas por Frezzi, (1950, 1977), las clasificaciones taxonémicas de
van der Plaats-Niterink, (1981) y de Dick (2001) y para Phytophthora las obras
publicadas por Frezzi, (1956, 1977), Waterhouse (1963), Stamps et al. (1990) y por
Erwin & Ribeiro (1996). Otras publicaciones especializadas consultadas para identificar
alguna de las especies se citan en su correspondiente descripcion. En especies que
fueron descriptas a partir de la década del 90 se consideraron las publicaciones de los

autores que por primera vez describieron a la especie tipo.
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5. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Los métodos de inoculacion y la cantidad de plantas a inocular variaron de
acuerdo con el patdgeno a inocular (estructuras desarrolladas en el medio de cultivo),
los dérganos de la planta afectados y las caracteristicas del material vegetal a testear
(especies, forma de cultivo, edad de las plantas). Se inocularon 10 plantas por
hospedante, dejandose 5 como testigos que recibieron idénticos tratamientos
utilizandose sustrato sin inocular.

El in6culo consistié en: a) placas de medio de cultivo (APG, AA o AV8)
conteniendo colonias con abundante desarrollo de esporangios u oosporas, con N0 Mas
de 10 dias de crecimiento (Sanchez et al., 2001; Noelting & Sandoval, 2007, Meza
Moller et al., 2007, Greslebin & Hansen, 2010), o b) sustratos organicos esterilizados y
sembrados con el patdgeno (Singleton, et al., 1992; Erwin & Ribeiro, 1996; Nechwatal
et al., 2005; Romero et al., 2007; Moralejo et al., 2009). El inoculo a) fue incorporado
en el suelo en la proximidad de las raices; depositado en los tallos, coronas o cladodios
de plantas sanas, 0 mezclado con el suelo o con el sustrato de crecimiento. El indculo b)
se mezcld con el suelo o sustrato de crecimiento o se depositd en contacto con las
raices. Para los ensayos se utilizaron plantas de la misma especie, de tamafio
homogéneo y de ser posible con la misma cantidad de hojas. Se plantaron en macetas y

se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura y humedad.

En las inoculaciones con Pythium spp. las plantulas oscilaron entre los 5-15 cm
de altura. Para Phytophthora se utilizaron plantas adultas iguales a aquéllas de donde
fue aislado el Oomycete, salvo para especies lefiosas donde se utilizaron plantas de un
afio o menos creciendo en contenedores (casuarina, Kiwi, arandano). El sustrato
incorporado a las macetas fue previamente esterilizado en autoclave dos dias. Para el
crecimiento de las plantas se utilizo sustrato comercial “Grown mix” o una mezcla de
turba, perlita 'y 20 % de suelo.

A continuacion se detallan los métodos de inoculacion enunciados y los

hospedantes en que fueron aplicados:

5.1. Deposito de blogues de agar con inéculo en heridas

La técnica consistié en depositar blogues de APG (3 x 5 mm x 1 mm de

profundidad) colonizados por los pseudohongos, en heridas de las mismas dimensiones,
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practicadas con un bisturi desinfectado en la base de los tallos de las plantas u otros
organos, en sentido longitudinal, cubriéndolos con algodén humedecido con agua
destilada estéril y cinta de papel engomado. Del mismo modo, en las heridas de los
testigos se depositaron pequefios bloques de medio de cultivo sin desarrollo del
organismo. Las plantas se regaron hasta inundarlas y se mantuvieron 48 h en
condiciones de cdmara humeda en camara climatizada a 22 °C + 2. Este método se
utilizé para inocular Phytophthora cryptogea en la corona de Gerbera jamesonii y tallo
de Actinidia deliciosa; Ph. capsici en frutos de Cucurbita maxima; Pythium
intermedium en tallos de Impatiens x hawkeri y Pythium. sp. nov. 2 en Schlumbergera
truncata (cladodios).

En el caso de Ph. capsici en C. maxima, las heridas e inoculacién se hicieron en
frutos cosechados colocados en bandejas, que se embolsaron durante 48 h en
condiciones de alta humedad. La inoculacion se efectud aplicando los trocitos de agar

en contacto con pequefias lesiones ubicadas en 4 puntos distanciados y opuestos.

5.2. Colocacion del agar con indculo en contacto con las raices:

Consistid en incorporar el patégeno creciendo en la placa de APG (9 cm diam.)
que se tritura y se coloca en el suelo en contacto con las raices de los plantines en el
momento del transplante, en cantidades proporcionales al tamafio de los mismos y de la
maceta. Para macetas de 15 a 20 cm de diam. se triturd 1/2 placa de agar, para macetas
de 10 cm 1/4 de placa y en potes de 3 a 5 cm 1/8 de placa. Los testigos fueron
inoculados siguiendo el mismo procedimiento con APG sin patogenos. Las plantas se
mantuvieron 48 h en condiciones de camara himeda. Las macetas se regaron hasta
inundarlas y se mantuvieron en bandejas conteniendo 2 cm de agua durante ese periodo
en camara climatizada a 22 + 2°C. Este método se utilizd para inocular: P.
aphanidermatum en Spinacea oleracea y Euphorbia pulcherrima; P. dissotocum y P.
aphanidermatum en Nicotiana tabacum; P. irregulare en Scindapsus aureus; P.
cylindrosporum en Eustoma grandiflorum, Impatiens wallerana, Dianthus deltoides y
Lactuca sativa; P. ultimum var. sporangiiferum en Polygala myrtifolia; P. ultimum var.
ultimum en Euphorbia pulcherrima, Gazania rigens y Oncinum basilicum; P. splendens
en Rhododendron indicum;P. sylvaticum en Bellis perennis, Senecio cruentus y
Antirrhinum majus; Ph. nicotianae en Diefenbachia picta, D. amoena y Ph. cinnamomi
en Actinidia deliciosa, Casuarina cunninghamiana y Rhododendron indicum (se usé

AV8). Phytopythium chamaehyphon se inoculé en Rhododendron indicum (APG).
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5.3. Aporte del in6culo utilizando un soporte organico:

Se utilizaron como soporte 0 sustrato de crecimiento del patdgeno distintas
combinaciones a base de cereales (arroz, trigo integral, maiz triturado, salvado de trigo)
contenidos en cajas de Petri de 9 cm de diam. Se esterilizaron en autoclave a 120 °C
durante 20 minutos, dos dias seguidos. Segun el tamafio de las plantas a inocular se
sembro distinta cantidad de cajas con cada aislamiento y se incubaron a 22 + 2 °C en
oscuridad durante 10 dias, hasta observar la cobertura micelial en ambas caras de las
placas. Las placas se trituraron y este indculo se incorporo6 en proporcion 1:10 al suelo y
en proximidad con las raices. Los testigos fueron tratados siguiendo el mismo
procedimiento, usando placas sin patdgenos. Las macetas se mantuvieron inundadas

durante 48 h. en cAmara climatizada a 22 + 2°C.

Se utilizaron diferentes tipos de sustratos organicos:

a) Arena-harina de maiz-agua (1:1:1) Medio de Bayles (1936): Este método se uso para

inocular P. intermedium en Spathiphyllum wallisii e Impatiens x hawkerii; P. spinosum
en Hebe speciosa; P. ultimun var. ultimun en Actinidia deliciosa y Dianthus
caryophillus; Pythium sp. nov. 2 en Schlumbergera truncata (raices); Ph. nicotianae en
Schlumbergera truncata; Ph. capsici en Capsicum annuum; Ph. cryptogea en Actinidia

deliciosa.

b) Arroz-salvado de trigo-agua (1:1): para inocular P. sylvaticum en Cyclamen persicum

y en Lavandula angustifolia, P. irregulare en Primula obconica e Impatiens wallerana

y Ph. nicotianae en Primula obconica y Catharanthus roseus.

c) Arroz-perlita-salvado de trigo-jugo de caldo AV8 (1:1:1): para inocular Gerbera

jamesonii con Ph. cryptogea y Ph. taxon kelmania.

d) Arroz-perlita -salvado de trigo-agua (1:1:1): Esta mezcla se usé para la inoculacién

de Phy. nicotianae en Chamelaucium uncinatum, en proporcién 4:100 v/v.

En todos los casos las plantas inoculadas se mantuvieron 48 h en condiciones de
camara humeda, en macetas inundadas hasta 1/3 de altura, con su base cubierta con
bolsas de polietileno y ubicadas sobre la mesada del invernaculo. Para G. jamesonii se
mantuvieron en cdmara climatizada a 22 -26 °C y para Ch. uncinatum, a 27 - 34 °C en

64



invernaculo. En los 3 casos (5.1, 5.2 y 5.3) las evaluaciones se realizaron diariamente a
partir de la inoculacion. Los reaislamientos fueron obtenidos a partir de los tejidos

infectados.

5.4. Inoculacion con agua de riego:
Esta metodologia ha sido excepcional y se describe en la correspondiente

caracterizacion del aislamiento Pythium sp. nov. 1.

5.5. Inoculaciones en otros hospedantes.

En los casos de dos especies de Pythium halladas por primera vez en el pais, se
sumaron pruebas de patogenicidad sobre plantines de algunos otros hospedantes, de
especies diferentes al cultivo de ddnde se obtuvo el aislamiento original. Se efectuaron
pruebas de patogenicidad inoculando P. cylindrosporum en Lactuca sativa (lechuga),
Impatiens wallerana (alegria del hogar) y Dianthus deltoides (clavelina) y P. sylvaticum
en Bellis perennis L. (coqueta), Senecio cruentus (cineraria) y Antirrhinum majus L.
(conejito). Se inocularon 10 plantas de cada hospedante con la técnica descrita en 5.2 y

se dejaron sin inocular 5 (testigos).

6-IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS POR
METODOS MOLECULARES.

En los casos en que se considerd necesario se utilizd la informacion de las
secuencias del Espacio Transcrito Interno del DNA ribosomal (ITS rADN) para

corroborar o completar la identificacion de los diferentes agentes patgenos.

6.1. Extraccion de ADN

El ADN del micelio de los aislamientos fue extraido de cultivos puros con 7-10

dias de crecimiento en el medio APD utilizando un kit comercial (WizardGenomic,

Promegalnc), segun instrucciones del proveedor.

6.2. Amplificacion del rADN
Los trabajos se efectuaron en el “United States Department of Agriculture/

Animal and Plant Health Inspection Service/Plant Protection and Quarantine/Molecular
Diagnostics Laboratory” (USDA/APHIS/PPQ/MDL), bajo la supervision de la Dra G.
Abad, cientifica lider del USDA.
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La regién ITS del rADN nuclear de los aislamientos se amplificd usando primers
ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) (White et
al., 1990), que se han probado universales para el grupo de hongos y Oomycetos. Se
trabajé con 19 ul de una solucién obtenida de acuerdo al siguiente protocolo: Molc. H20
10,00 pl, 10x buffer 2,5 ul, MgCI 2 0,75 pl, primers ITS-5 F (10 uM) 2,50 e ITS-4 R
(20 uM) 2,50, dNTPs (10 mM) 0,5 pl, Pt Taq 0,25 pl. Por cada tubo se agregaron 19
de la solucién madre y 6 pl de la muestra para una dilucion 1:10. Las condiciones
usadas para la realizacion del PCR fueron las siguientes (Programa 2, Termociclador
Biometra T3000): desnaturalizacion 1 min 25 s a 95°C, seguida de 35 ciclos
consistentes en 35 s de desnaturalizacion a 93 °C; 30 s. de alineamiento y union con el
cebador a 52 °C; 1 min extension a 72 °C y un paso final de 10 min de extension a 72
°C seguido por 4 °C en hielo. Cada corrida incluyd una reaccion sin ADN (control
negativo) para monitorear la contaminacion potencial por ADN exdgeno. Los productos
de amplificacion se verificaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 % con
el agregado de buffer TBE 0,5% (0,045 MTrizma base, 0,045 M acido bérico, 0,001 M
EDTA, pH 8,0) y se visualizaron en un trans-iluminador con fluorescencia UV después
de la tincion con bromuro de etidio. Las imagenes de los geles se grabaron usando un
procesador de imagenes (Gel Documentation System—Image Store 5000, UVP, UK), y

se almacenaron como archivos TIFF.

6.3. Purificacion y secuenciacion del rADN

Los productos de PCR, se trataron mediante el Kit 50 de purificacion de PCR
(Qiagen Inc., Chatsworth, CA) y posteriormente se enviaron a secuenciar al laboratorio
MCLAB, San Francisco (durante el entrenamiento efectuado en 2010 en las
instalaciones del Molecular Diagnostic Laboratory USDA-APHIS-PPQ/MDL) o al
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular del Instituto de Genética Ewald A. Favret,
de INTA-CASTELAR.

Con la finalidad de minimizar errores la secuenciacion se efectud en las dos
direcciones, obteniéndose las cadenas 5> 3’y 3> 5. Las secuencias consenso o
contigs se obtuvieron utilizando el programa GeneToolLife 1.0 (Layon, 2000)
resolviendo las posibles ambigliedades. Las secuencias obtenidas de los taxones en
estudio se compararon en banco de genes on line, con las de otras especies de Pythium o
Phytophthora publicadas en el servidor GenBank-BLAST del NCBI (National Centre of

Biotechnology Information. (Altschul et al., 1997; http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi),
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obteniéndose el nivel de similitud. Todas las comparaciones en el GenBank-Blast se
efectuaron considerandose las secuencias de las especies tipo, holotipo u extipo (type,

holotype y extype) (Abad et al., 2010; Abad, 2014), las secuencias correspondientes al

Proyecto Barcode of life (http://www.barcodeoflife.org/content/partners), o las

aportadas por grupos de investigacion de reconocida trayectoria.

Se analiz6 la informacion obtenida de los analisis morfoldgicos y moleculares
para consensuar la identificacion de la especie. Las secuencias correspondientes a las
principales patologias fueron remitidas al GenBank obteniéndose el nimero de acceso
correspondiente. El resto sera enviado a medida que se redacten las correspondientes

publicaciones.

6.4. Construccidn de arboles filogenéticos

Cuando se considerd necesario se construyd un Unico arbol de consenso estricto.
El soporte de ramas se estim6é usando el método de re-muestreo bootstrap (1000
repeticiones) que se expresd como un porcentaje de esas repeticiones en los nodos del
arbol obtenidos (Felsestein, 1985). Ademas se calculd la proporcion en la diferencia de
bases entre aislamientos (utilizando la distancia p) con el programa MEGA 5.0 (Tamura
et al., 2007). La distancia p es la proporcion (p) de sitios nucleotidicos en los cuales se

diferencian dos secuencias o grupos de secuencias (Nei & Kumar, 2000).

7. ASPECTOS REFERIDOS A LA BIBLIOGRAFIA UTILIZADA EN EL
PRESENTE ESTUDIO.

A efectos de evitar repeticiones, las referencias mencionadas en el item
Antecedentes en Argentina, no fueron incluidas en la Bibliografia General, pues se
encuentran citadas en la Bibliografia correspondiente a las Tabla 1 de la revision del
género Pythium, las cuales fueron incorporadas en el Anexo I (Revision de especies de
Pythium en Argentina), procediéndose de igual forma para el género Phytophthora,
cuyas citas se hallan en el Anexo Il (Revisién de especies de Phytophthora en

Argentina).
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Las citas mencionadas por otros autores en revisiones, libros, monografias u
obtenidas de bases de datos, si bien se indican en el texto, no se incluyeron en el listado
final de bibliografia, debiéndose dirigirse a la respectiva fuente para su consulta:

Ej: (Smith, 2002, 2006, 2007; Bryla & Linderman, 2007 citados por Larach et al.,
2009). Ver Larach et al. (2009).
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4. INTRODUCCION

Con el objetivo de recopilar, organizar y actualizar la informacion referida a
especies fitopatdgenas de los géneros Pythium y Phytophthora en Argentina, se efectu6
una exhaustiva revision de antecedentes desde finales del siglo XIX. Para el género
Pythium fueron publicados los resultados obtenidos hasta el afio 2009 (Palmucci et al.,
2011b). Posteriormente, este trabajo se continud considerando los antecedentes
publicados hasta mediados de 2014, incluyendo las nuevas relaciones hospedante-
patdgeno halladas durante el periodo en estudio. Este ordenamiento permitié actualizar
el status o inventario de las especies de Pythium y Phytophthora presentes en el pais,
considerando ademas los cambios en su sistematica que se produjeron en los altimos

anos.

En Argentina, los primeros estudios realizados sobre especies de
Peronosporomycetes (ex Oomycetes), fueron referidos a los patogenos de plantas de los
géneros Plasmopara y Phytophthora (Spegazzini 1887, 1891, 1902, 1925).

Con posterioridad, entre los afios 1937-1977, el Ing. Agr. Mariano Frezzi en sus
reconocidas obras, caracterizd las especies fitopatdgenas de Pythium (Frezzi, 1956 y
1977) y de Phytophtora (Frezzi, 1950 y 1977) presentes en Argentina. Sus
descripciones fueron complementadas con detallados dibujos del tipo de micelio y las
estructuras reproductivas formadas por estas especies.

Después de su muerte ningn proyecto se centrd en realizar relevamientos y/o
estudios taxonomicos de este grupo de patogenos. Las publicaciones posteriores
hicieron mencién de nuevas localidades en donde fueron halladas las especies ya citadas
en Argentina. En el caso de Pythium, se citaron nuevas relaciones hospedante-Pythium
sp., sin identificar a la especie, y en el caso de Phytophthora, se estudiaron las
patologias que afectaron cultivos de importancia econémica en el pais, tales como las
numerosas publicaciones a que dieron lugar.

Por otra parte, las identificaciones de especies no fitopatdgenas, en general se han
incluido dentro de estudios de diversidad de especies zoosporicas (Steciow et al., 2012).
A partir de la década de los "90 se han efectuado investigaciones sobre este grupo de
organismos, con mayor énfasis en Saprolegniales de agua dulce, y recientemente en una
revision publicada, se ha informado sobre la diversidad de los hongos zoospéricos
verdaderos, los Straminipilas heterotroficos y los Plasmodioforidios en Argentina y

Sudamérica (Steciow et al., 2012).
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5. EL GENERO PYTHIUM EN ARGENTINA

Las investigaciones mas importantes referidas al género Pythium fueron llevadas a
cabo por Frezzi (1937-1956), quien describio 17 especies por primera vez para el pais.
Estos estudios no fueron continuados, hasta el hallazgo de P. tracheiphillum afectando
Lactuca sativa (lechuga) (Kiehr et al., 2000). Con motivo de efectuar una revision de
este género en Argentina, Palmucci et al. (2011b) encontraron citadas hasta el afio 2009,

18 especies afectando 247 hospedantes.

En la Tabla 1 se muestra el listado de especies de Pythium, los hospedantes
afectados, sintomas asociados, localizacion geografica y citas bibliogréficas de cada
registro en la Argentina. Las especies no identificadas se presentan como Pythium spp..
Se incluyen solamente las referencias de la primera relacion huésped-patdgeno en cada
localidad geografica y algunos trabajos que se destacan por los aportes para el estudio

del patégeno o de la enfermedad.

Como fuente bibliografica se han citado Registros y Fichas fitopatoldgicas, las
cuales fueron preparadas por los investigadores del INTA o del Ministerio de Asuntos
Agrarios, respectivamente. En ellas figuran el nombre del hospedante, el patdgeno
identificado, la fecha y la localidad donde aparecio la enfermedad. Se hallan
depositados en IMIZA-INTA CASTELAR Yy aportan la informacion en muchos casos
referida a la primera mencion de la patologia en una localidad. No presentan
descripciones. Por esta razon fueron citados también trabajos de investigacion

posteriores.

Nota: Las citas correspondientes a la Revision del género Pythium se encuentran en el Anexo |
(Revision de especies de Pythium en Argentina). A efectos de evitar repeticiones estas
referencias no fueron incluidas en la Bibliografia General, procediéndose de igual forma para el
género Phytophthora, cuyas citas se hallan en el Anexo Il (Revisiobn de especies de

Phytophthora en Argentina).
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TABLA 1: ESPECIES PATOGENAS DE PYTHIUM CITADAS EN ARGENTINA.
RELACION HOSPEDANTE-PATOGENO, SINTOMAS Y LOCALIDADES DONDE
FUERON HALLADAS

(berenjena)

ESPECIES HOSPEDANTES SINTOMAS PROV.! | REFERENCIAS
P. acanthicum Arachis hypogaea (mani) Pod. de frutos y raices Cba Tello et al., 2002
Drechsler . s
Citrullus lanatus (sandia) Pod. de frutos y raices Cha Frezzi, 1956
Fragaria x ananassa Marchitamiento SF Sillén et al., 2002
Lavandula sp. (lavanda) Pod. de raices y tallo BA Sandoval et al., 2009
Origanum vulgare Pod. de raices y tallo BA Sandoval et al., 2009
(orégano)
P. aphanidermatum | Allium cepa (cebolla) Asintomética o Pod. de BA Kiehr et al., 2002
Edson) Fitz raices
( dso ) tzp Amaranthus caudatus Pod. del cuello, raicesy | Ctes Noelting & Sandoval,
(amaranto) frutos 2003
Allium schoenoprasum Pod. del cuello y raices | Ctes Colombo et al., 2005
(ciboulette )
Beta vulgaris (remolacha) Damping off Cha Frezzi, 1956
Capsicum annuum Muerte de plantas Cha, Sal Frezzi, 1956
(pimiento) grandes por pod. de Ctes Colombo et al., 2005
raices y necrosis del
tallo. Damping off
Cereus aethiops (hachén- Muerte de plantas Cha Frezzi, 1956
cactus) grandes por pod. raices
y muerte del tallo
Citrullus lanatus (sandia) Pod. marron de frutos Cha Frezzi, 1956
Cucumis melo (melén) Pod. de frutos Cha Frezzi, 1956
Cucurbita maxima Pod. de frutos y pod. Cha Frezzi, 1956,
(zapallo) basal Ctes Colombo et al., 2005
Cucurbita pepo (calabacin- | Podredumbre de raices Cha Frezzi, 1956
zucchini) plantas grandes
Cucurbita sp. (zapallito de | Pod. de frutos Cha Frezzi, 1956
tronco)
Euphorbia marginata Muerte de plantas Cha Frezzi, 1956, 1977
(copo de nieve) grandes. Pod. de raices
Damping off
Euphorbia pulcherrima Pod. de tallos y raices BA Palmucci & Grijalba,
(estrella federal) 2007
Fragaria vesca (frutilla Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
silvestre)
Medicago sativa (alfalfa) Damping off BA Frezzi, 1977; Ostazeski
& Hijano, 1976
Melia azedarach (paraiso) Pod. de raices. Damping | Cha Frezzi, 1956
off
Morus alba (mora) Damping off Cha Frezzi, 1956
Nicotiana tabacum Pod. de raices Sal Palmucci et al., 2011a;
(tabaco) Palmucci et al., 2014b
Ocimum basilicum Pod. basal Ctes Colombo et al, 2005
(albahaca)
Phaseolus vulgaris Marchitamiento y Cha Frezzi, 1956
(poroto) muerte de plantas
grandes. Pod. de raices
y frutos necrosis de tallo
Pisum sativum (arveja) Muerte de plantas Cha Frezzi, 1956
grandes. Pod. de raices
Solanum melongena Pod. basal Ctes Colombo et al., 2005
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Spinacia oleracea Pod. de raices BA Palmucci, inéd.
(espinaca)
P. catenulatum Capsicum annuum Pod. de raices Damping | Cba Frezzi, 1956
(pimiento) off
Matthews Cyamopsis tetragonoloba Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
(goma guar) Damping off
Solanum lycopersicum Damping off LP Frezzi, 1956
(tomate)
Solanun melongena Damping off LP Frezzi, 1956
(berenjena)
P. cylindrosporum Eustoma grandiflorum Pod. de raices BA Palmucci et al., 2011c
Paul (lisianto)
P. debaryanum Alternanthera sp. Pod. de raices Tuc Frezzi, 1956
Hesse (alternantera)
Antirrhinum majus Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
(conejito)
Arachis hypogaea (mani) Pod. de frutos, semillas | Cha Frezzi, 1956,1960
y raices
Arachis pusilla (sacha Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
mani)
Ageratum sp. (agerato) Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
Brachichiton acerifolius Damping off Cha Frezzi, 1956
(brachichito)
Brassica napus (nabo) Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
Caesalpinia gilliesii Damping off Cha Frezzi, 1956
(barba de chivo)
Capsicum annum Damping off ER Frezzi, 1956
(pimiento)
Calendula Damping off Tuc Frezzi, 1956
officinalis(caléndula)
Carica papaya (mamon) Damping off Cha Frezzi, 1956
Celosia cristata (cresta de Damping off Cha Frezzi, 1956
gallo)
Cercis siliquastrum (arbol Damping off Cha Frezzi, 1956
de Judea)
Cicer arietinum (garbanzo) | Pod. de raices Chu Frezzi, 1956
Citrullus lanatus (sandia) Pod. de frutos Damping | Cba Frezzi, 1956
off
Clarkia sp. Damping off Tuc Frezzi, 1956
Cucumis melo (melén) Pod. de frutos Damping- | Cha Frezzi, 1956
off
Cucumis sativus (pepino) Damping off Cha Frezzi, 1956
Cucurbita maxima Pod. de tallos y frutos Cha Frezzi, 1956
(zapallo)
Erythrina crista galli Pod. de tallos y raices Cha Frezzi, 1956
(seibo) en plantas en maceta
Eucaliptus sideroxylon Damping off Cha Frezzi, 1956
(eucalipto)
Gaillardia pulchella Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
(gallardia)
Glycine max Podredumbre de raices. BA Pastor et al., 2011
(soja)
Gysophila paniculata Damping off Cha Frezzi, 1956
(gipsdfila)
Helianthus annuus Pod. base del tallo y Cha Frezzi, 1956
(girasol) raices
Hordeum vulgare (cebada) | Pod. del tallo, Fsa Frezzi, 1956
Damping off
Ipomea batatas (batata) Pod. de raices y frutos Cha, BA Frezzi, 1956; Frezzi,
1977
Ctes Colombo et al., 1993
Lathyrus cicera (lenteja Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
forrajera)
Lathyrus odoratus Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
(arvejilla de olor)
Lathyrus pubescens Pod. de raices Cha Frezzi, 1956

(arvejilla peluda)
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Lathyrus tingitanus Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
(arvejilla silvestre)
Ligustrum lucidum Damping off Cha Frezzi, 1956
(ligustro)
Limonium sp. (statice) Pod. de tallo y raices Cha Frezzi, 1956
Luffa cylindrical (esponja Damping off Cha Frezzi, 1956
vegetal
Matthiola sp. (aleli) Damping off Tuc Frezzi, 1956
Medicago sativa (alfalfa) Damping off Cha Frezzi, 1956;
Ostazeski & Hijano,
1976
Melilotus indicus Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
(trébol de olor)
Morus alba (morera) Damping off Cha Frezzi, 1956
Nicotiana tabacum Damping off Tuc Delle Coste, 1945
(tabaco)
Parthenium argentatum Damping off Cha Frezzi, 1956
(guayule)
Phaseolus vulgaris Pod.de frutos, tallos y Cha, Chu Frezzi, 1956
(poroto) raices.
Picea excelsa = P. abbies) | Damping off RN Frezzi, 1956
(abeto rojo o Picea de
Noruega)
Pinus halepensis Damping off Cbha, ER, Frezzi, 1956
(pino de alepo) LR
Pinus pinea (pino Damping off SL Frezzi, 1956
pifionero)
Pinus radiata (pino Damping off RN Frezzi, 1956
insignis)
Pyrus sylvestris (peral Damping off RN Frezzi, 1956
silvestre)
Pisum sativum (arveja) Pod. raices y semillas Cha Frezzi, 1956
Damping-off.
Prosopis alba (algarrobo) Damping off Cha Frezzi, 1956
Salvia splendens (coral) Damping off Cha Frezzi, 1956
Schinus molle (aguaribay) Damping off Cha Frezzi, 1956
Solanum lycopersicum Damping off Cba, LP, Frezzi, 1956
(tomate) Tuc, Mis,
Juj
Solanun melongena Damping off LP Frezzi, 1956
(berenjena)
Solanum tuberosum (papa) | Pod. de frutos Cha, SF Frezzi, 1956
Thuya sp. (tuya) Damping off Cha Frezzi, 1956
Thuya occidentalis (tuya) Damping off Cha Frezzi, 1956
Zinnia sp. (zinnia) Damping off Cha Frezzi, 1956

P. dissotocum Gladiolus communis Necrosis radicular Sal Frezzi, 1956
(gladiolo)

Drechsler Morus alba (mora) Damping of Cha Frezzi, 1956
Nicotiana tabacum Pod. de raices Sal Palmucci et al., 2011a;
(tabaco) Palmucci et al., 2014b
Solanum lycopersicum Damping off Juj Frezzi, 1956
(tomate)

P. graminicola Glycine max (soja) Pod. de raices BA Grijalba et al., 2011

Subraman.

Maranta arundinacea Pod. de raices en plantas | Cha Frezzi, 1956
(maranta) en maceta

Pennisetum clandestinum Amarillamiento foliary | BA Grijalba & Palmucci,
(Kikuyo) Pod. de raices 2013

Saccharum officinarum Pod. de raices Tuc Véazquez de Ramallo,

(cafia de azUcar)

1985
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P. intermedium Capsicum annuum Damping off Cbha 1953 In: Frezzi, 1956
(pimiento)
de Bary Impatiens x hawkerii Pod.de raices y tallo BA Palmucci et al., 2011d
(impatiens Nueva Guinea)
Morus alba (morera) Damping off Cha 1953 In:Frezzi, 1956
Piptadenia rigida Damping off Mis 1954 en In:Frezzi, 1956
(anchico colorado)
Solanum lycopersicum Damping off Tuc 1954 In: Frezzi, 1956
(tomate)
Spathiphyllum wallisii Pod.de raices y tallo BA Palmucci et al., 2011a
(spatiphilo)
P. inflatum Glycine max (soja) Pod. de raices. BA Grijlaba etal., 2011
Matthews
P- irregulare Alternanthera sp Pod. de raices Tuc Frezzi, 1956
Buisman (alternantera)
Arachis hypogaea (mani) Pod. frutos y semillas Cha Frezzi, 1956, 1960;
Tello etal., 2002
Avena sativa (avena) Pod. de raices ytizonde | Cba Frezzi, 1956
plantulas
Camellia thea (camelia) Pod. de frutos y raices Mis Frezzi, 1977
Cupressus lusitanica Damping off Tuc Frezzi, 1956
(ciprés lambertiana)
Cynara scolymus (alcaucil) | Pod. de raices Cha, BA Frezzi, 1956; Carranza
& Frezzi 1974, inéd. In:
Carranza, 1979
Daucus carota (zanahoria) | Damping off. Pod. Cha Frezzi, 1956
marrén y bifurcacion
Dianthus caryophillus Damping off Tuc Frezzi, 1956
(clavel)
Eruca sativa (racula) Damping off Cha Frezzi, 1956
Erythrina crista-galli Necrosis radicular Cha Frezzi, 1956
(seibo)
Eucalyptus occidentales Damping off Cha Frezzi, 1956
(eucalipto)
Foeniculum vulgare Damping off Cha Frezzi, 1956
(hinojo)
Gaillardia aristata Damping off Tuc Frezzi, 1956
(gallardia)
Glycine max (soja) Pod. de raices BA Grijalba et. al., 2011,
Pastor et al., 2011
Gypsophila sp (gipsofila) Damping off Tuc Frezzi, 1956
Hordeum vulgare (cebada) | Pod.de raices y frutos Cha Frezzi, 1956
Impatiens walleriana Pod. de raices y tallo. BA Palmucci et al., 2011d
(alegria del hogar) Pod. de gajos
Lactuca sativa (lechuga) Damping off Cha Frezzi, 1956
Lupinus sp. (lupino) Damping off Cha Frezzi, 1956
Solanum lycopersicum Damping off Tuc Frezzi, 1956
(tomate)
Medicago sativa (alfalfa) Damping off Cha Frezzi, 1956
Nicotiana tabacum Damping off Cha Frezzi, 1956
(tabaco)
Petroselinum crispum Damping off Cha Frezzi, 1956
(perejil)
Primula obconica Pod. de raices, talloy BA Palmucci et al., 2011d
(primula) gajos
Phaseolus vulgare (poroto) | Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
Phoenix dactylifera Damping off SL Frezzi, 1956

(palmera datilera)
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Pinus halepensis Damping off Cha Frezzi, 1956
(pino de Alepo)
Pisum sativum (arveja) Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
Scindapsus aureus (potus) Pod. de raices, tallos y BA Palmucci et al., 2014a
gajos
Solanum melongena Damping off Tuc Frezzi, 1956
(berenjena)
Sorghum vulgare (sorgo) Pod. de raices Cha Frezzi, 1977
Thuja sp. (tuya) Damping off Cha Frezzi, 1956
Thuja occidentales var. Damping off Cha Frezzi, 1956
compacta (tuya compacta)
Tragopogon porrifolius Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
(salsiff)
Trifolium repens (trébol Damping off Cha Frezzi,1956
blanco)
Zinnia sp. (zinnia) Damping off Cha Frezzi, 1956
P. mastophorum Brassica oleracea var. Damping off Cha Frezzi, 1956
Drechsler capitata (repoll_o) _ _
echsie Petroselinum crispum var. Damping off Cha Frezzi, 1956
vulgare (perejil)
P. oligandrum Antirrhinum majus Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
Drechsler (conejito)
Carthamus tinctorius Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
(cartamo)
Citrullus lanatus (sandia) Pod. de frutos Cha Frezzi, 1956
Malus domestica Pod. de raices Mza Frezzi, 1956
(manzano)
Malus sylvestris Pod. de raices Mza Feldman & Pontis, 1960
(manzano silvestre)
Matthiola sp. (alheli) Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
Phaseolus acutifolium var. | Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
latifolum (poroto) Necrosis de tallos
Pisum sativum (arveja) Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
Santolina Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
chamaecyparissus
(santolina)
P. periplocum Citrullus lanatus (sandia) Pod. de frutos Cha Frezzi, 1956
Drechsler Phoenix dactylifera Damping off. Pod. de SL Frezzi, 1956
(palmera datilera) raices y tallos.
P. polymorphon Cupressus horizontalis Pod. de raices en Cha Frezzi, 1956
Sideris (ciprés) plantas en maceta
Solanum lycopersicum Damping off Tuc Frezzi, 1956
(tomate)
Trifolium pratense Damping off Cha Frezzi, 1956
(trébol blanco)
P. rostratum Glycine max Pod. de raices BA Pastor et al., 2011
E.J. Butler (soja) : : :
Pinus halepensis Damping off Cha Frezzi, 1956
(Pino de Alepo)
Solanum lycopersicum Damping off Cha Frezzi, 1956
(tomate)
Trifolium repens (trébol Damping off Cha Frezzi, 1956
rojo)
P. spinosum Arachis hipogea (mani) Pod. de frutos Cha Frezzi, 1960
Wi
Sawada Fragaria ananassa Pod. de raices Tuc. Meneguzzi et al., 2011
(frutilla)
Gypsophila sp. (gipsdfila) Damping off Tuc Frezzi, 1956
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Hebe sp. (veronica) Pod. de raices BA Palmucci et al., 2011a
Solanum melongena Damping off Tuc Frezzi, 1956
(berenjena)
P. splendens Braun Rhododendron indicum Pod. de raices BA Palmucci et al., 2014a
(azalea)
P. sylvaticum Cyclamen persicum Damping off BA Palmucci et al., 2011c
Campbell & Hendrik (violeta de los Alpes)
Glycine max (soja) Pod. de raices BA Grijlaba et al., 2011
Lavandula x intermedia Podredumbre de raices BA Palmucci et al., 2011c
(lavanda)”
P. torulosum Piptadenia rigida Damping off Mis Frezzi, 1956
Coker & Patt
P. tracheiphilum Lactuca sativa (lechuga) Pod. de raices BA Kiehr et al., 2000
Matta
P. ultimum Trow Acacia decurrens var. Damping off ER Frezzi, 1956
dealbata
(aromo francés)’
Actinidia deliciosa (kiwi) Podredumbre de raices BA Palmucci et al., 2011a
Albizzia julibrissin Damping off Cha Frezzi, 1956
(limpiatubos)
Allium cepa (cebolla) Damping off BA Kiehr et al., 1996
Antigonium sp. Pod. de raices Tuc Frezzi, 1956
Antirrhinum majus Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
(conejito)
Apium graveolens var. Damping off Cha Frezzi, 1956
dulce (apio)
Arachis hypogaea (mani) Pod. de frutos, semillas Cha Frezzi, 1956, 1960;
y raices Tello et al., 2002
Begonia sp. (begonia) Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
Begonia imperiales var. Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
maculata (begonia)
Beta vulgaris (remolacha) Damping off Ctes Frezzi, 1956; Mazanti,
1972
Beta vulgaris var. cicla Pod. de raices Damping | Cha Frezzi, 1947, 1956
(acelga) off
Brachychiton populneum Damping off Cha Frezzi, 1947, 1956
(braquiquito)
Brassica oleracea var. Damping off Cha Frezzi,1947, 1956
botrytis (coliflor) Ctes Mazanti, 1972
Caesalpinia gilliesii Damping off Cha Frezzi, 1956
(barba de chivo)
Cannabis sativa (cafiamo) Pod. de raices BA, Di Fonzo, 1945%
Cha Frezzi, 1956
Ctes
Carica papaya (maman) Podredumbre de raices. | Ctes Frezzi, 1956;
Muerte de plantas Mazanti, 1972
grandes
Capsicum annuum Damping off Sal Frezzi, 1956
(pimiento) RN Bergna, 1963
Casuarina Muerte de plantas Ctes Mazanti, 1972
cunninghamiana
(casuarina)
Cattleya spp. (orquidea) Podredumbre negra BA Jauch, 1955
Celosia plumosa (celosia) Damping off Cha Frezzi, 1956
Ceratonia siliqua Damping off Cha Frezzi, 1956
(algarrobo)
Chorisia speciosa Damping off Ctes Frezzi, 1956; Mazanti,
(palo borracho) 1972
Chorisia insignis Damping off Cha, Tuc Frezzi, 1956

(palo borracho)
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Chorisia sp. (palo Damping off Cha Frezzi, 1947°

borracho) Ctes Mazanti, 1972

Cicer arietinum (garbanzo) | Pod. de raices Cha Frezzi, 1956

Citrullus lanatus (sandia) Podredumbre de frutos Cha Frezzi, 1956

Clarkia sp. Damping off Tuc Frezzi, 1956

Coffea arabica (cafeto) Pod. de raices Tuc Frezzi, 1956

Coleus sp. Pod. de raices Cha Frezzi, 1956

Cucumis sativus (pepino) Pod. de frutos. Cha Frezzi, 1956

Cucurbita maxima Pod. de raices Cha Frezzi, 1956

(zapallo)

Cupressus horizontalis Damping off ER Frezzi, 1956

(ciprés horizontal)

Cyamopsis tetragonoloba Damping off Cha Frezzi, 1956

(goma guar)

Delphinium sp. Damping off Tuc Frezzi, 1956

(espuela de caballero)

Dianthus caryophillus | --=-------- BA Carrera, 1955°

(clavel)

Emerus marginatus Damping off Cha Frezzi, 1956

(= Seshania)

Eucalyptus globulus Damping off BA, Cba, Frezzi, 1947, 1956;

(eucalipto blanco) Ctes Sarasola & Rocca de
Sarasola, 1959;
Mazanti, 1972; Merlo,
1981

Eucalyptus leucoxylon Damping off Cha Frezzi, 1956

(eucalipto)

Eucalyptus robusta Damping off Cha Frezzi, 1956; Sarasola

(eucalipto) & Rocca de Sarasola,
1959

Eucalyptus viminalis Damping off BA, Cba, Frezzi, 1947, 1956;

(eucalipto) Ctes Sarasola & Rocca de
Sarasola, 1959; Merlo,
1981

Euphorbia marginata Pod. de raices Cha Frezzi, 1956

(velo de novia) damping off

Euphorbia pulcherrima Pod. de tallos y raices BA Palmucci et al., 2011d

(estrella federal)

Euphorbia splendens Pod. de tallo y raices Cha Frezzi, 1956

(espina de Cristo)

Fragaria ananassa Pod. de raices Tuc. Meneguzzi et al., 2011

(frutilla)

Fraxinus americana Damping off Cha Frezzi, 1956

(fresno)

Gazania rigens (gazania) Pod. de raices. BA Palmucci et al., 2014a

Gomphrena sp. (gomfrena) | Pod. de raices Cha Frezzi, 1956

Gossypium sp. (algodén) Damping off Cha Frezzi, 1956

Gossypium herbaceum Damping off Cha Bonacic Kresic &

(algodon) Ojeda, 1998.

Glycine max (soja) Pod. de raices BA Grijalba et al., 2011;
Pastor et al., 2011

Gysophila sp. (gipsofila) Damping off Cha Frezzi, 1956

Hibiscus esculentus Pod. de tallo y raices Ctes Frezzi, 1956

(chaucha turca) Muerte de plantas Mazanti, 1972

Hordeum vulgare (cebada) | Damping off Fsa Frezzi, 1956

Ipomoea batatas (batata) Pod. de frutos y raices. Cha Frezzi, 1956

Pod. poscosecha BA Muitidieri, 1990
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Jacaranda acutifolia Damping off Cba, Ctes | Frezzi, 1947, 1956

(jacarandd) Mazanti, 1972

Jacaranda mimosifolia Damping off Ctes Mazanti, 1972

(jacaranda)

Lathyrus cicera (arvejilla Pod. de raices Cha Frezzi, 1956

silvestre)

Lathyrus pubescens Pod. de raices Cha Frezzi, 1956

(arvejilla)

Lepidium sativum Pod. de raices Cha Frezzi, 1956

(mastuerzo)

Lilium candidum (azucena) | Pod. blanda del cuello Tuc Frezzi, 1956

Necrosis de raices

Linum usitatissimum (lino) | Damping off Cha Frezzi, 1956

Lollium multiflorum Pod. de raices BA Frezzi, 1977

(raigras anual)

Lotus corniculatus (lotus) Damping off BA Frezzi, 1956

Luffa cilindrica Damping off Cha Frezzi, 1956

(esponja vegetal)

Matthiola sp. (aleli) Pod. de raices Cba, Tuc Frezzi, 1956

Medicago sativa (alfalfa) Damping off Cha, BA Frezzi, 1956; Ostazeski
& Hijano, 1976

Melia azedarach (paraiso) Damping off Cha Frezzi, 1956

Pod. de raices

Melilotus albus (trébol de Damping off Cha Frezzi, 1956

olor blanco)

Ocimum basilicum Pod. basal y de raices BA Palmucci et al., inéd.

(albahaca)

Peltophorum dubium (ivird | Damping off Cha Frezzi, 1947, 1956

pitd) Ctes Mazanti, 1972

Peperonia spp (peperomia) | Pod. de raices Tuc Frezzi, 1956

Petroselinum crispum Damping off Cha Frezzi, 1956

(perejil)

Phaseolus vulgaris Necrosis de vainas y Cha Frezzi, 1956

(poroto) granos. Pod. de raices

Picea excelsa (abeto) Damping off RN Frezzi, 1956

Pinus canariensis Damping off Cha Frezzi, 1947, 1956

(pino de Canarias) Ctes Mazanti, 1972

Pinus contorta var. Damping off RN Frezzi, 1956

Latifolia

(pino contorta)

Pinus halepensis Damping off, Ctes, Cha, | Frezzi, 1947, 1956;

(pino de Alepo) Podredumbre de raices LR, ER Mazanti, 1972

Pinus pinaster subsp. Damping off Cha Frezzi, 1956

hamiltonii (=P. hamiltonii)

(pino maritimo)

Pinus longifolia (=Pinus Damping off Ctes Frezzi, 1947, 1956;

roxburghii) (Pino del Mazanti, 1972

Himalaya)

Pinus pinaster Damping off Cha, Ctes | Frezzi, 1947, 1956;

(pino maritimo) Mazanti, 1972

Pinus pinea Damping off BA, Cha Frezzi, 1947, 1956

(pino pifionero)

Pinus radiata (pino Damping off Cba, RN Frezzi, 1947, 1956

insigne)

Pinus sylvestris Damping off Ctes, RN Frezzi, 1956; Mazanti,

(pino silvestre) 1972

Pinus spp. (pino) Damping off Mza Schiel & Vitoria, 1946;
Wright, 1948

Pisum sativum (arveja) Podredumbre de raices BA, Cbha Frezzi, 1956

Prunus persica (duraznero) | Damping off Cha Frezzi, 1956

Raphanus sativus Damping off Cha Frezzi, 1947, 1956;

(rabanito) Ctes Mazanti, 1972

Salvia splendens Damping off Cha Frezzi, 1956

(salvia roja, coral)

Senna corymbosa Damping off Cha Frezzi, 1956

(cassia, rama negra)
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Seshania marginata Damping off Cha Frezzi, 1956
(acacia negra, temberarf)
Solanum lycopersicum Damping off Cba, Tuc, | Frezzi, 1947, 1956;
(tomate) Mis, Juj, Mazanti, 1972
Ctes,
Solanum melongena Damping off Cha, Tuc Frezzi, 1947, 1956
(berenjena)
Sorghum vulgare (sorgo) Podredumbre de raices Chba, SF Frezzi, 1977
Spinacea oleracea Damping off Cha, Frezzi, 1947, 1956;
(espinaca) Ctes Mazanti., 1972
Thuja sp. (thuya) Damping off Cha Frezzi, 1956
Thuja occidentalis var. Damping off Cha Frezzi, 1956
aureovariegata (thuya)
Thuja occidentalis var. Damping off Cha Frezzi, 1956
compacta (thuya)
Triticum vulgare (trigo) Pod. de raices Cha Frezzi, 1977
Viola tricolor Damping off Tuc Frezzi, 1956
(pensamiento)
P. ultimum var. Poligala myrtifolia Pod. de raices. BA Palmucci et al., 2011d
sporangiiferum (poligala)
Drechsler
Phytopythium Rhododendron indicum Pod. de raices BA Palmucci et al., 2013b.
chamaehyphon (azalea)
(Sideris) Abad, de
Cock, Bala, Robideau,
Lodhi & Lévesque (ex
P. chamaehyphon)
Phy. helicoides Glycine max (soja) Pod. de raices BA Grijalba et al., 2014
(Drechsler) Abad, de
Cock, Bala, Robideau,
Lodhi & Lévesque (ex
P. helicoides)
Phy. vexans (de Bary) | Begonia sp. (begonia) Podredumbre de raices Cha Frezzi, 1956
Abad, de Cock, Bala,
Robideau. Lodhi & Begonia rex (begonia rex) Podredumbre de raices Cha Frezzi, 1956
Lévesque (ex. P. — . -
vexang de $3ar ) Celosia cristata Damping off Cha Frezzi, 1956
y (cresta de gallo)
Celosia plumosa (celosia) Damping off Cha Frezzi, 1956
Citrullus lanatus (sandia) Pod. marron de frutos Cha Frezzi, 1956
Dianthus chinensis (clavel Pod. de raices Cha Frezzi, 1956
chino)
Eucaliptus teritiformis Damping off Cha, Ctes | Frezzi, 1956;
(eucalipto) Merlo, 1981
Piptadenia rigida Damping off Mis Frezzi, 1956
(anchico colorado)
Phy. frezzii sp. nov. Glycine max (soja) Pod. de raices BA CGrijalba, et al., 2011,
Grijalba et al., 2013
Pythium sp. nov. 1 Capsicum annuum Marchitamiento y Pod. Sal Palmucci et al., 2013a
(pimiento) de raices
Pythium sp. nov. 2 Schlumbergera truncata Pod. de raices BA Palmucci et al., 2012
(zygocactus)
Pythium spp. Allium cepa (cebolla) Damping off Mza Gatica & Oriolani,
1997
Apium graveolens (apio) | ------------ BA Varaschin & De Souza,
2003
Begonia sp. (begonia) | ---------e-- BA Cipolla, 1948 FF
Beta vulgaris subsp. Damping off , raices BA Jauch, 1951 FF
vulgaris negras, tizon plantulas
(remolacha)
Brassica napus (colza) Damping off BA Monterroso & Delhey,

1995
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Capsicum annuum Damping off Ctes Colombo & Obregon,
(pimiento) Sal, Juj 2006; Flores et al., 2008
Carthamus tinctoreus “Mal del tallito”, pod. Cha, SF Bonasic Kresic &
(cartamo) de laraiz Campagnac,1982
Citrus spp. y rutaceas Damping off pre y post Ctes Canteros, 2009
emergencia
Cucumis melo (melén) Pod. de raices Mza, SJ Oriolani & Gatica,
Ctes 1980; Colombo &
Obregon, 2006
Cucurbita maxima Damping off SF Bonacic Kresic &
(zapallo) Campagnac, 1982
Eucalyptus sp. (eucalipto) Damping off Tuc Carrera,1955 FF:
BA Ferndndez Valiela et al.,
1954
Eustoma grandiflorum Pod. del cuello y raices Ctes Obregon et al., 2000
(lisianto)
Fragaria x ananassa Pod. de la raiz Fsa, Ctes, | Scagliaetal., 1984;
(frutilla) SF Bonasic Kresic &
Campagnac, 1982
Fucsia magellanica Pod. de raices y tallo B.A Palmucci & Grijalba,
(aljaba) 2003
Glycine max (soja) Damping off ER, SF, Belmonte & Carrasco,
BA, LP 2006; Botta et al., 1997
Gossipium herbaceum Damping off Cha, SF, Campagnac, 1985
(algodonero) Ctes
llex paraguariensis Damping off Mis Marchionatto, 1948;
(yerba mate) Pod. de raices. Rivera Flores, 1983
Impatiens wallerana Pod. de raices y cuello BA Wolcan & Grego, 2007
(alegria del hogar) en plantulas
Impatiens x hawkerii Pod. basal en plantasen | BA Wolcan & Grego, 2007
(impatiens Nueva guinea) floracion
Lactuca sativa (lechuga) Damping off Juj, BA Alcoba et al., 2005;
Melagari et al., 2010
Lavandula dentata Pod. de raices y BA Wolcan & Grego, 2004
(lavanda) marchitamiento
Lavandula x intermedia Pod. de raices y BA Wolcan & Grego, 2004
(lavanda) marchitamiento
Medicago sativa (alfalfa) | ------ BA Carrera, 1946 FF
Nicotiana tabacum Damping off Sal, Juj, Castell6 et al., 1995;
(tabaco) Pod. durante el curadoy | Mis, Cha, | Catania, 1992; Carrera,
conservacion BA 1972 FF; Alcobaetal.,
2005; Dummel, 2008
Ocimum basilicum Damping off Ctes Colombo & Obregén,
(albahaca) Pod. de raices y cuello 2006
Olea europea (olivo) Marchitamiento BA, Mza, | Goldemberg &
Cat, SJ, Castronovo, 1960;
LR Lucero et al., 2005;
Roca et al., 2006;
Babbitt et al., 2000
Pinus spp. (pino) | -mmeeeeeee- Chu Barroetavefia &
Rajchenberg, 2005
Pisum sativum (arveja) | ------------ Neu Bergna, 1963
Spathiphyllum wallisii Reduccion de raices BA Grego & Wolcan, 2005
(spatifilo)
Solanum lycopersicum Damping off Ctes, Sal; Flores et al., 2008;
(tomate) Pod. de cuello y raices Juj Colombo, 2009
Vaccinium corymbosum Pod. de raices BA Wright et al., 2005
(arandano)
Zea mays (maiz) Damping-off Cha Botta, 20012
Pod. del tallo

1 BA: Buenos Aires; Cat.: Catamarca; Cba: Cérdoba; Ctes: Corrientes; Cha: Chaco; Chu: Chubut; ER:
Entre Rios; Fsa: Formosa, Juj: Jujuy; LP: La Pampa; LR: La Rioja; Mza: Mendoza; Mis.: Misiones;
Neu: Neuguén; RN: Rio Negro; Sal: Salta; SF: Santa Fe; SJ: San Juan; SL: San Luis; TF: Tierra del

Fuego e Islas Malvinas; Tuc.: Tucuman
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% In: Nome et al., 2009. Nota: (Especies no identificadas son mencionadas como Pythium spp.).
PROV.: Provincias Pod: podredumbre. Phy.:Phytopythium.

FF: Ficha fitopatoldgica.

RF: Registro fitopatoldgico.

El analisis de la Tabla 1 permite conocer la cronologia de los registros de cada
especie en el pais:

La primera especie fitopatdgena identificada fue P. ultimum, en 1936, causando
damping off en almécigos de plantas forestales y horticolas en la Provincia de Cérdoba
(Frezzi 1947). Frezzi (1956), con asesoramiento de Middleton, diferencié un grupo que
llamo Pythium cf. ultimum, en el que ubicd cepas morfolégicamente semejantes a P.
ultimum, pero sin la capacidad de formar estructuras sexuales, causante de
“ahogamiento” en Nicotiana tabacum (tabaco) (Provincia de Buenos Aires), en Pinus
sp. (Mendoza y Santa Cruz), en Cedrus sp. (Mendoza), en Prosopis alba (algarrobo
blanco) (Cordoba) y en Picea excelsa (Abeto rojo) (Tierra del Fuego).

Posteriormente, segun un Registro fitopatologico de INTA, en Tucuman se aislo
P. debaryanum a partir de Nicotiana tabacum (tabaco) con damping off (Della Coste,
1946). En 1949, P. irregulare fue aislado de plantas de Hordeum vulgare (cebada) con
menor desarrollo, clorosis y raices necréticas y P. oligandrum, de cultivos de
Carthamus tinctorious (cartamo), ambos de la Provincia de Cordoba. En 1950, también
en esta Provincia, se hallaron: P. rostratum en Pinus halepensis (pino de Alepo) con
damping off y P. aphanidermatum en Pisum sativum (arveja), ocasionando muerte de
plantas adultas por podredumbre radicular (Frezzi, 1956). En 1951 se identificaron: P.
acanthicum ocasionando pordredumbre de frutos y raices de Citrullus lanatus (sandia)
en Cérdoba y P. catenulatum en La Pampa provocando damping off en Solanum
lycopersicum (tomate) y en Solanun melongena (berenjena) (Frezzi, 1956). En 1952, P.
periplocum fue aislado en San Luis, en almacigos de Phoenix dactilifera (palmera
datilera) manifestando podredumbre de cuello y raices; P. vexans en Cérdoba,
afectando Dianthus chinensis (clavelina) con podredumbre de raices y P. intermedium
causando damping off en Capsicum annuun (pimiento) y en Morus alba (morera) en
Cordoba (Frezzi, 1956). En 1953, fueron identificados P. dissotocum en alméacigos de
Morus alba con damping off; P. graminicola en Maranta arundinacea (maranta) con
podredumbre de raices y P. polimorphon en raices podridas de Cupressus horizontalis
(ciprés). En 1954, se registraron por primera vez las especies P. spinosum, ocasionando
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damping off en la Provincia de Tucuman en almacigos de Gypsophila sp. (gipséfila) y
de S. melongena; P. torulosum, también causando damping off en Piptadenia rigida
(angico) en la Provincia de Misiones y P. mastophorum en Petroselinum crispum var.
vulgare (perejil) y en Brassica oleracea var. capitata (repollo) con damping off en la
Provincia de Cordoba (Frezzi, 1956). Luego de 48 afios, se identificd otra especie: P.
tracheiphilum, afectando Lactuca sativa en la Provincia de Buenos Aires (Kiehr et al.,
2000). Recientemente fue citado P. inflatum (Grijalba et al., 2011).

En el marco de este trabajo, fueron identificados: P. sylvaticum, aislado de
plantas de Lavandula angustifolia (lavanda) procedente de Magdalena, Provincia de
Buenos Aires (Palmucci et al., 2011c) y P. cylindrosporum, de Eustoma grandiflorum
(lisianto) de la localidad de Abasto-La Plata, Provincia de Buenos Aires, ambos aislados
en 2005 (Palmucci et al., 2011c) y P. splendens de Rhododendron indicum de la
localidad de Garin, Provincia de Buenos Aires, aislado en 2010 (Palmucci et al.,
2014a).

Ademas, en la Tabla 1, se mencionan otras especies de Pythium reclasificadas en
el nuevo genero Phytopythium, reconocido recientemente: Phytopythium
chamaehyphon (ex P. chamaehyphon) aislado de raices sintomaticas de Rhododendron
indicum (Palmucci et al, 2013b); Phytopythium helicoides (ex P. helicoides) (Grijalba
et al., 2014) y Phytopythium sp. nov. (Grijalba et al., 2013), hallados ocasionando

damping off en cultivo de soja.

La Tabla 2 y la Figura 2, muestran la presencia y la distribucién geogréafica de las
especies fitopatdgenas de Pythium en las 23 provincias argentinas. Se comparan los
hallazgos citados hasta 2009 (Palmucci et al., 2011b), con las publicaciones argentinas
y los resultados obtenidos en la presente tesis hasta el afio 2014 inclusive:

Se observa que en la region del Noreste Tucuman presenta la mayor cantidad de
especies citadas; en el Noroeste se destaca Misiones; en la zona central Cérdoba y en la
region pampeana Buenos Aires. En relacion con el recuento de 2009 y el de 2014 se
destaca el incremento de las relaciones hospedante-patdgeno halladas en la provincia de
Buenos Aires, que ascienden de 6 a 19, como consecuencia de los resultados de este

estudio.
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Considerando la cantidad de Provincias en las que fue citada cada especie, se
hall6 que P. ultimum (incluyendo a P. cf ultimum) esta registrada en localidades
correspondientes a 16 Provincias y P. debaryanum en 14 Provincias. Le siguen P.
irregulare en 5 y P. intermedium y P. aphanidermatum en 4, mientras que P.
mastophorum, P. rostratum, P. torulosum, P. tracheiphilum, P. inflatum, P.

cylindrosporum, P. splendens y P. sylvaticum se han encontrado s6lo en una provincia.

En la Tabla 3 y la Figura 3, se presentan los tipos de cultivos afectados por cada
especie de Pythium. Considerando la totalidad de las especies, se observa que las
plantas ornamentales tienen el mayor numero de hospedantes, seguidas en orden
decreciente por las horticolas, forestales, oleaginosas/industriales, forrajeras, cereales,
frutales y palmeras.

El nimero de asociaciones hospedante-patdgeno en plantas ornamentales
afectadas por la totalidad de las especies de Pythium se incremento un 14% (de 87 a
104), debido a las enfermedades halladas durante esta investigacion.

P. ultimum continda siendo la especie patdgena que afecta mas hospedantes, de
los cuales el 40% son cultivos ornamentales, seguida por P. debaryanum con un 44%;
P. irregulare con el 36% y P. aphanidermatum con el 23,8%. La mayoria de las otras

especies fue hallada en 1 a 4 hospedantes, incluyendo cultivos ornamentales.

Las variaciones que se observan en la relacion del numero de hospedantes por
cada especie de Pythium, entre la Tabla 3 y la publicada previamente por Palmucci et al.
(2011b), se deben no sdlo a los resultados de la prospeccion sino ademés a la
incorporacion de referencias de otros autores: P. acanthicum afectando Fragaria
ananassa en la Provincia de Santa Fe (Sillén et al., 2002), Lavandula sp. y Origanum
vulgare en la de Buenos Aires (Sandoval & Noelting, 2009). Posteriormente se sumaron
P. ultimum y P. spinosum provocando podredumbre de raices de frutilla en Tucuméan
(Menneguzzi et al., 2011) y P debaryanum, P. rostratum, P. ultimum y P. irregulare
afectando Glycine max en la Provincia de Buenos Aires (Pastor et al., 2011).

En la Figura 4, se ilustra la frecuencia relativa de las especies de Pythium
identificadas en Argentina hasta 2014. Se consideraron las frecuencias con valores> 1,
agrupando como “otros” las frecuencias< 1. P. ultimum present6 la mayor frecuencia,

seguida por P. debaryanum, P. irregulare y P. aphanidermatum. La misma tendencia se
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observa en la Fig. 5, que presenta la frecuencia relativa de las especies de Pythium que

afectan plantas ornamentales.
En la Tabla 4 se mencionan las identificaciones efectuadas en el Cinturon verde La

Plata-Buenos Aires hasta el 2009. Del mismo modo, la Tabla 5 presenta el listado de las

identificaciones efectuadas en este estudio, entre los afios 2009-2014.
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TABLA 2: DISTRIBUCION DE PYTHIUM SPP. EN REGIONES GEOGRAFICAS DE ARGENTINA EN-LOS ANOS 2009 y 2014

1Juj = Jujuy; Sal = Salta, Tuc = Tucuman; Cat = Catamarca; SE=Santiago del Estero; Mis = Misiones; Cha = Chaco; Ctes = Corrientes, ER = Entre Rios; SF = Santa Fe, Fsa

= Formosa; Cha = Cérdoba, Mza = Mendoza, LR = La Rioja, SL = San Luis; BA = Buenos Aires; LP = La Pampa; SJ = San Juan; RN = Rio Negro; Chu = Chubut; SC =
Santa Cruz; Neu = Neuquén; TF = Tierra del Fuego e islas Malvinas. 2 Especies identificadas por el autor durante el periodo en estudio. * Nuevas especies en estudio.
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FIGURA 2: NUMERO DE ESPECIES DE PYTHIUM/ PROVINCIA EN-LOS ANOS 2009-2014.
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1- Jujuy; 2- Salta, 3- Tucuman; 4- Catamarca ; 5- Santiago del Estero; 6- Misiones; 7- Chaco; 8- Corrientes- 9 -Entre Rios; 10- Santa Fe; 11-
Formosa; 12-Cérdoba, 13- Mendoza; 14- La Rioja; 15- San Luis; 16-San juan; 17- Buenos Aires; 18 - La Pampa; 19 - Rio Negro; 20 -Chubut; 21

- Santa Cruz; 22 -Neuquen; 23 -Tierra del Fuego y Malvinas. Nota: 2009 Situacion inicial; 2013 Situacion luego de las nuevas identificaciones.
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TABLA 3: NUMERO DE HOSPEDANTES AFECTADOS POR ESPECIES DE PYTHIUM DENTRO DE CADA TIPO DE CULTIVO EN LOS
RECUENTOS DE 2009 Y DE 2014

. TOTAL HORTICOLA ORNAMENTAL FORESTAL FRUTAL FORRAJERA | OLEAGINOSO/IN | CEREALES | PALMERAS
Pythium spp. DUSTRIAL
2009 | 2013

P. acanthicum 2 5 2 1 1 1
P. aphanidermatum 20 | 21 12 5 2 1 1
P. catenulatum 4 4 4
P cylindrosporum * - 1 1
P. debaryanum 55 | 56 14 25 8 1 2 5 1
P. dissotocum 3 4 1 1 1 1
P. graminicola 2 3 2 1
P. inflatum - 1 1
P. intermedium 4 6 2 2 2
P. irregulare 32 | 36 10 13 4 2 3 3 1
P. mastophorum 2 2 2
P. oligandrum 9 9 3 3 2 1
P. periplocum 2 2 1 1
P. polymorphon 3 3 1 1 1
P. rostratum 3 4 1 1 1 1
P. splendens - 1 1
P. spinosum 3 5 2 2 1
P. sylvaticum 3 2 1
P. tracheiphillum - 1 1
P. torulosum 1 1 1
P. ultimum 93 99 19 40 24 2 4 7 3
Pythium sp nov. 1! - 1 1
Pythium sp. nov. 2 0 1 1
Phy. chamaehyphon * - 1 1
Phy. frezzium sp. nov. 0 1 1
Phy. helicoides 0 1 1
Phy. vexans 8 8 1 5 2

. 9 2009 | 247 - 74 87 46 5 11 16 7 2
P. spp./tipo

2014 280 77 104 46 6 11 27 7 2

! Especies identificadas durante este estudio, mencionadas por primera vez en el pais. > Nimero total de relaciones Pythium spp./ hospedante para cada tipo de cultivo.
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FIGURA 3: NUMERO TOTAL DE HOSPEDANTES/TIPO DE CULTIVO AFECTADOS POR ESPECIES DE PYTHIUM

(EVALUACIONES EN 2009 Y EN 2014).
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Tipo de cultivos: 1 Horticolas. 2 Ornamentales. 3 Forestales. 4 Frutales. 5 Forrajeros. 6 Oleaginosos e industriales. 7 Cereales. 8

Palmeras.
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FIGURA 4: FRECUENCIA RELATIVA DE ESPECIES DE PYTHIUM (2014).
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3 |
121110 9

ESPECIES N* FR**
2

1. P. acanthicum 5
2. P. aphanidermatum 21 7,5
3. P. catenulatum 4 1,4
4. P. debaryanum 56 20
5. P. dissotocum 4 1,4
6. P. graminicola 3 1,08
7. P. intermedium 6 2,14
8. P.irregulare 36 12,8
9. P.oligandrum 9 3,2
10. P. polymorphon 3 1,08
11. P. rostratum 4 1,4
12. P. spinosum 5 1,78
13. P. sylvaticum 3 1,08
14. P. ultimum 99 35,4
15. Phy. vexans 8 2,8
16. OTROS*** 14 5
TOTAL 280 100

*N: numero de relaciones hospedante-patogeno citadas en el pais.
**FR: frecuencia relativa de especies de Pythium.

***QTROS: Especies con <1% de frecuencia relativa: P. cylindrosporum (0,3%). P. inflatum (0,3%). P. mastophorum (0,7%). P. periplocum (0,7%). P.
splendens (0,3%). P. tracheiphillum (0,3%). P. torulosum (1%). Pythium sp. nov. 1. (0,3%). P. sp. nov. 2. (0,3%). Phytopythium chamehyphon (0,3%). Phy.

frezzium sp. nov.(0,3%). Phy helicoides (0,3%).
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FIGURA 5: FRECUENCIA RELATIVA DE PYTHIUM SPP. QUE AFECTAN CULTIVOS ORNAMENTALES (2014).
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" 8.P.irregulare
12%

ESPECIES N FR

1. P. acanthicum 1 0,96
2. P. aphanidermatum 5 4,8
3. P. cylindrosporum 1 0,96
4. P. debaryanum 25 24,03
5. P. dissotocum 1 0,96
6. P. graminicola 2 1,92
7. P. intermedium 2 1,92
8. P. irregulare 13 12,5
9. P. oligandrum 2,88
10. P. splendens 0,96
11. P. spinosum 2,88
12. P. sylvaticum 2,88
13. P. ultimum 40 38,46
14. Pythium sp. nov. 2 1 0,96
15. Phytopythium vexans 5 4,8
TOTAL 104
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TABLA 4: ESPECIES DE PYTHIUM CITADAS PARA EL CINTURON

PLATA-BUENOS AIRES HASTA EL ANO 2009.

VERDE LA

P. acanthicum Lavandula sp. (lavanda) Pod. de raices ytallo | BA Sandoval et al.,
2009

Origanum vulgare Pod. de raices ytallo | BA Sandoval et al.,
(orégano) 2009

P. aphanidermatum | Euphorbia pulcherrima Pod. de tallos y raices | BA Palmucci &
(estrella federal) Grijalba, 2007

P. ultimum Cattleya spp. (orquidea) Podredumbre negra BA Jauch, 1952
Dianthus caryophillus BA Carrera, 1955
(clavel)

Pythium sp. Fucsia magellanica Pod. deraices y tallo | B.A Palmucci &
(aljaba) Grijalba, 2003
Impatiens wallerana Pod. de raices y BA Wolcan & Grego,
(alegria del hogar) cuello en plantulas 2007
Impatiens x hawkeri Pod. basal en plantas | BA Wolcan & Grego,
(impatiens Nueva guinea) | en floracién 2007
Lavandula dentata Pod. de raices y BA Wolcan & Grego,
(lavanda) marchitamiento 2004
Lavandula x intermedia Pod. de raices y BA Wolcan & Grego,
(lavanda) marchitamiento 2004
Spathiphyllum wallisii Reduccion de raices BA Grego & Wolcan,

(spatifilo)

2005

TABLA 5: ESPECIES DE PYTHIUM

ESTUDIO (2009-2014).

IDENTIFICADAS DURANTE EL PRESENTE

P. aphanidermatum | Nicotiana tabacum Pod. de raices Sal | Palmucci et al.,
(tabaco) 2011a, 2014b
Spinacea oleracea Pod. de raices BA | Palmucci, inéd.
(espinaca)

P. cylindrosporum Eustoma grandiflorum Pod. de raices BA | Palmucci et al., 2011
(lisianto) ayc

P. dissotocum Nicotiana tabacum Pod. de raices Sal. | Palmucci, 2011a,
(tabaco) 2014b

P. intermedium Impatiens x hawkeri Pod. de raices ytallo | BA | Palmucci et al., 2011
(impatiens Nueva a,d
Guinea)
Spathiphyllum wallisii Pod. de raices ytallo | BA | Palmucci et al., 2011a
(spatifilo)

P. graminicola Pennisetum clandestinum | Amarillamiento BA | Grijalba & Palmucci,
(kikuyo) foliar y Pod. de 2013

raices

P. irregulare Impatiens walleriana Pod. de raices, tallo BA | Palmucci et al., 2011a
(alegria del hogar) y 0ajos yd
Primula obconica Pod. de raices, tallo BA | Palmuccietal., 2011
(primula) Y 0ajos a,d
Scindapsus aureus Pod. de raices, tallo BA | Palmucci etal., 2014a
(potus) y gajos

P. spinosum Hebe sp. Pod. de raices BA | Palmucci et al., 2011a
(verdnica)

P. splendens Rhododendron indicum Pod. de raices BA | Palmucci et al., 2014a

(azalea)
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P. sylvaticum Cyclamen persicum Damping off BA | Palmuccietal., 2011
(violeta de los Alpes) ayc
Lavandula x intermedia | Pod. de raices BA | Palmucci et al., 2011
(lavanda) ayc

P. ultimum Actinidia deliciosa Pod. de raices BA | Palmuccietal., 2011a
(kiwi)
Euphorbia pulcherrima Pod. de raices y BA | Palmucci et al., 2011d
(estrella federal) tallos
Gazania rigens (gazania) | Pod. de raices BA | Palmucci et al., 2014a
Gypsophila paniculata Pod. de raices BA | Palmuci, inéd.
(gipsofila) Damping off
Ocimum basilicum Pod. basal y de raices | BA | Palmucci et al., inéd.
(albahaca)

P. ultimun var. Poligala myrtifolia Pod. de raices BA | Palmucci et al., 2011d

sporangiiferum (poligala)

Pythium sp. nov.1 Capsicum annuum Marchitamiento Sal | Palmucci et al., 2013a

(P. saltensis sp. nov.) | (pimiento) y Pod. de raices

Pythium sp. nov. 2 Schlumbergera truncata | Pod. de raices BA | Palmucci et al., 2012
(zygocactus)

Phy. chamaehyphon | Rhododendron indicum Pod. de raices BA | Palmuccietal., 2013b
(azalea)

6. EL GENERO PHYTOPHTHORA EN LA ARGENTINA

El género Phytophthora es uno de los principales grupos de fitopatdgenos en el

mundo. Afecta gran variedad de plantas: cereales, forestales, forrajes, frutales,

horticolas, industriales, ornamentales y palmeras.

En la Argentina ocasion6 enfermedades que provocaron importantes pérdidas

econdémicas en cultivos de: Capsicum annuum (pimiento), Citrus spp., Fragaria
ananassa, Glycine max (soja), Pyrus communis, Solanum tuberosum (papa) y miembros

de Cucurbitaceae.

La Tabla 7 muestra el listado de especies de Phytophthora que afectan plantas en
Argentina, los hospedantes, sintomas asociados, localizacién geogréafica y citas
bibliograficas de cada registro. Como se ha trabajado mas con este género, dado el
grado de patogenicidad de las especies, las publicaciones o presentaciones a Congresos
son mas numerosas que en Pythium. Por tal motivo, ademas de la primera referencia
sobre la aparicion del patdgeno en el pais o Provincia, se citaron aquellos trabajos que
se han destacado por la importancia de los aportes realizados y los que incluyeron por

primera vez estudios moleculares para la identificacion de la especie o mayor
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conocimiento de las poblaciones. En esta Tabla y en relacion con las citas incluidas en
el articulo de Frezzi (1950), se destacaron las fechas del primer hallazgo de cada
relacién huésped-patdgeno que fueron documentadas en dicho articulo. Se incluye la

denominacion actualizada de las especies.

TABLA 6: ESPECIES PATOGENAS DE PHYTOPHTHORA CITADAS EN
ARGENTINA: RELACION HOSPEDANTE-PATOGENO, SINTOMAS Y
LOCALIZACION GEOGRAFICA.
ESPECIES HOSPEDANTES SINTOMAS PROV. REFERENCIAS
Ph. Austrocedrus chilensis Lesiones necroticas en RN, Chu, Greslebin et.al, 2005*, 2007*;
(ciprés de la cordillera) tallos y raices. Neu Greslebin & Hansen, 2010% ;
austrocgdrae Declinamiento. Mal del Vélez et al., 2012, 2013; La
Greslebin & ciprés Manna, 2013
Hansen
Ph. Citrus sinensis (naranjo Pod. de frutos Ctes Frezzi, 1941, 1942; Frezzi
boehmeriae dulce) 1950
**sp. nov. segun filogenia
Sawada molecular
Chamelauciun uncinatum | Pod. basal BA Wolcan & Lori, 2001.
(flor de cera) Reclasificada como P.
nicotianae,Wolcan et al., 2005;
Palmucci et al.; 2011 a, b*;
2013*
Ph. cactorum Citrus limon (limonero) Pod. morena de frutos ER Frezzi, 1950
(Lebert & s s
Ju Bejarano & Catacata, 2009
Cohn) Schroet. ! !
Citrus limonia Osbeck Pod. morena de frutos ER Frezzi, 1950
(Lima de Rangpur)
C. maxima=paradisi Pod. morena de frutos BA Frezzi 1949, In: Frezzi, 1950
(pomelo)
Eucalyptus grandis Dieback Ctes Colombo et al., 2011
Fatsia japonica (aralia) Muerte de plantas adultas, Cha Frezzi 1947, In: Frezzi, 1950
pod. radical y necrosis del
tronco. Pod. basal
Fragaria ananassa Pod. de raices Ctes Colombo 1993, Colombo et al.,
(frutilla) Pod. seca de frutos 2001
Pod. de corona Juj Alcoba et al., 2005
Tuc Baino, 2008
SF, BA Mitidieri & Scandiani, 1989
BA Vigliola et al.,1984; Gonzalez
et al., 2003 a; Irribarren et al.,
2012f
Malus domestica (Pyrus Pod. de raices y cuello BA Lindquist, 1938
malus) (manzano) Cba Frezzi 1942, In: Frezzi, 1950,
RN Frezzi 1945, In: Frezzi, 1950;
Bergna et al., 1979; Rossini et
al.,1997
Mza Pontis & Feldman, 1960
Neu. Bergna, 1963; Rossini et
al.,1997
Olea europaea (olivo) Pod. de raices Cat, LR, Velasco et al., 1997
Mza, SJ
Persea americana (palto) | Pod. de raices Juj Alcoba et.al., 2005
Prunus persica Pod. base de raices y Juj Alcoba et.al., 2005
(duraznero) cuello
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Pyrus communis (peral) Pod. del cuello y gomosis RN Frezzi, 1946, In: Frezzi, 1950;
del tronco Bergna et al., 1979; Bergna
1983, 1985; Rossini et al.,
1997; Dabra et al., 2007
Juj Alcoba et al., 2005
Mza Feldman & Gracia, 1981
Neu Rossini et al., 1997
Ph. cambivora | Austrocedrus chilensis Aislado de suelo asociado | Chu, RN, Greslebin et.al., 2005*
(Petri) (ciprés de la cordillera) a_ért,JoIes con Mal del Neu
. ciprés
Buisman
Ph. capsici Asparagus officinalis Mza Velasco & Camargo, 1994
Leonian (esparrago)
Capsicum annuum Damping-off. Pod. de BA Lindquist, 1932; Marchionatto,
(pimiento) raices, cuello y frutos, 1933 FF; Godoy, 1940;
tizén Carrera 1932 RF, 1942; Frezzi,
1950; Mitidieri & Pollack,
2005; Palmucci et al., 2011 a,
b*; Iribarren et al., 2012 a*, b*,
2013*
Cha Carrera, 1941 a FF;
Frezzi,1942 In: Frezzi, 1950
Cha Bonacic Krecic & Campagnat,
1982
Tuc Traversi, 1948 FF
Juj Godoy, 1940; Alcoba et al.,
2005
Ctes Colombo, 1988; Mazzanti de
Castafion, 1972
Cat Raggi, 1945 FF
LR Carrera, 1940 FF
LP Vitoria, 1941 FF
Sal Godoy 1940
SL Carranza, 1945 RF
SJ Oriolani & Gatica, 1980
SF Herzog & Rista, 1989
Fsa Mazzanti de Castafion et al.,
1994; Bonacic Krecic &
Campagnat, 1982
Mza Pontis, 1945; Godoy, 1939 In:
Feldman & Pontis, 1960;
Godoy, 1940; Bergna, 1963;
Oriolani & Gatica, 1980; Roig
et al., 2009
RN, Neu Bergna, 1963; Rossini et al.,
1992
Neu Cipolla, 1948 a FF
Cucurbita spp. Pod. de raices BA Muitidieri, 1976; Kiehr et al.,
cuello y frutos 1996; Iribarren et al., 2012b*
Cucumis sativus (pepino) | Pod. de raices Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi,1950
cuello y frutos RN, Neu Rossini et al., 1992
Cucurbita pepo (zapallo Pod. de raices Cha Frezzi, 1950
de Angola) cuello y frutos RN, Neu Rossini et al., 1992
C. maxima var. zapallito Necrosis en hojas, Mza Pontis, 1945; Felman & Pontis,
(zapallito de tronco) peciolos, frutos. Pod. de 1960
raices, cuello y frutos Cha Frezzi, 1946-1948 In: Frezzi,
1950
RN, Neu Rossini et al., 1992.
BA Vigliola & Calot, 1982; Kiehr
et al., 1996; Irribarren et al.,
2012 a*
C. moschata (zapallo Necrosis en hojas, Cha Frezzi, 1950,
anquito) peciolos, frutos. Pod. de RN, Neu Rossini et al., 1992
raices, cuello y frutos
BA Palmucci et al., inéd.
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C. maxima subsp. Necrosis en hojas, Cha Frezzi 1945 In: Frezzi, 1950,
maxima (zapallo) peciolos, frutos, semillas 1977
Mza Oriolani & Gatica, 1980;
Velasco, 1981
SJ Oriolani & Gatica, 1980
RN, Neu Rossini et al., 1992
C. pepo subsp. pepo Pod. blanca. Necrosis en RN, Neu Rossini et al., 1992
(zapallo, zucchini) hojas, peciolos y frutos
Pod. de frutos BA Irribarren et al., 2012 a*
Cucumis melo subsp. Pod. de raices, cuello y RN, Neu, Rossini et al., 1992; Velasco &
melo (melén) frutos Mza Perinetti, 1990
Ficus carica (higo) Pod. del fruto Juj Alcoba et al., 2005
Phaseolus lunatus Necrosis de ramas, frutosy | Cha Frezzi 1947 In: Frezzi, 1950.
(poroto manteca) granos
Solanum lycopersicum Damping- off, Pod. de Mza Frezzi 1948 In: Frezzi, 1950,
(tomate) frutos Pontis, & Feldman, 1958;
Felman & Pontis, 1960
Ctes Colombo & Obregén, 2009
SJ Oriolani & Gatica, 1980
BA Irribarren, 2012 c*
RN, Neu Rossini et.al., 1992
Philodendron scandens Manchas foliares Ctes Clndom & Cabrera, 2004
subsp. oxycardium
(filodendro)
Solanum melongena Pod. de raices, cuello y Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950
(berenjena) frutos BA Irribarren, 2012 d*
Mza Velasco & Pontis, 1977
RN, Neu Rossini et al., 1992
Ph. Actinidida deliciosa Pod. basal BA Palmucci et al. (inéd.)
: : (kiwi)
Snndamoml Calycanthus floridus Pod. radical y del tronco Cha Frezzi 1946 In: Frezzi, 1950
ands (calicanto)
Casuarina sp. Cancros en tallo y cuello BA Frezzi 1952 In: Frezzi, 1977
Casuarina Pod. basal y de raices, ER Palmucci et al., 2008 a*
cunningamiana cancros Palmucci et al., 2011 a, b*
BA (Delta) Bakarcic, 1961
Casuarina equisetifolia Infeccion artificial BA (Delta) | Bakarcic, 1961
Pod basal y de raices,
cancros
Casuarina glauca Infeccién artificial BA (Delta) Bakarcic, 1961
Mas resistentes, solo
necrosis, desde el cambium
a la corteza
Casuarinas collina Infeccién artificial BA (Delta) Bakarcic, 1961
Mas resistentes, solo
necrosis, desde el cambium
a la corteza
Castanea sativa (castafio) | Pod. basal y de raices, BA Marchionatto, 1953
tejidos ennegrecidos
Cupressus sp. Pod. de raices Cha Frezzi 1946 In: Frezzi, 1950
(ciprés)
Echeveria gibbiflora Pod. de raices Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950
(lengua de vaca)
Eucalyptus rostrata Pod. de raices. Necrosisen | Cha Frezzi 1948 In: Frezzi, 1950
(eucalipto) hojas y ramitas
Iresine sp. (aquiranto Pod. de raices. Lesionesen | Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950
rojo) hojas
Juglans regia (nogal) Pod. de cuello Juj Alcoba et al., 2005
Ligustrum lucidum Pod. de raices y cuello Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950

(ligustro)
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Persea americana (palto) | Pod. de raices. y cuello Cha Frezzi 1954 In: Frezzi, 1977;
Frezzi 1951 In: Frezzi 1977
Sal, Juj Frezzi, 1952
Tuc. Juj Vazquez de Ramallo, 1978;
Flores et al., 2006
Juj Alcoba et al., 2005
Phaseolus lunatus Necrosis de vainas y Cha Frezzi, 1950
(poroto manteca) granos
Pinus radiata-insigne Pod. de raices Cha Frezzi 1946 In: Frezzi, 1950
BA-Delta Bakarcic, 1961
Pittosporum tobira Necrosis en hojas y ramitas | Cha Frezzi 1948 In: Frezzi,1950
(azarero)
Platanus orientalis Cancros en tallos BA Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950;
(platano) Bakarcic, 1951
Prunus persica Pod. de raices y cuello BA Frezzi 1952 In: Frezzi, 1977;
(duraznero) Bakarcic, 1961
Quercus robur (roble) BA-Delta Bakarcic, 1961
Rhododendron sp. Podredumbre de raices y BA Frezzi 1949 In: Frezzi 1950
necrosis del tallo
Rhododendron indicum Podredumbre de raices y BA Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950
(azalea) necrosis del tallo Palmucci et al., 2011 a, b *
Salix caprea (sauce Pod. de raices y necrosis Cha Frezzi 1947 In: Frezzi, 1950
japonés) del tallo
Schinus molle (aguaribay) | Podredumbre radical. Cha Frezzi 1948 In: Frezzi, 1950
Necrosis de hojas y ramitas
Sedum sp. Pod. de raices. Necrosis de | Cha Frezzi 1948 In: Frezzi, 1977
hojas y ramitas
Solanum lycopesicum Pod. de frutos Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1977
(tomate)
Spiraea cantoniensis Pod. de raices Cha Frezzi 1947 In: Frezzi, 1950
(corona de novia)
Rubus idaeus (frambuesa) | Pod. de raices y cuello BA Paganini, 2004
Thuja sp. (tuya) Pod. de raices Cha Frezzi 1946 In: Frezzi, 1950
Vaccinium corymbosum Pod. de corona y raices Sal. Hongn et al., 2003; Hongn,
(arandano) 2005
Tuc Hongn et al., 2003; Hongn,
2005 ; Palmucci et al., 2011a,
b*
“Complejo Brachytchiton populneum | Necrosis apical Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950
Ph. citricola (brachichito)
Sawada (Syn: Populus alba Lesions necréticas en hojas | Cha Frezzi 1951 In: Frezzi, 1977
Ph. cactorum (&lamo plateado) cercanas al suelo
(Leb. & Cohn)
Schroet. var. Schinus molle Pod. de raices y necrosis Cha Frezzi 1947 In: Frezzi, 1950
| t (aguaribay) del tallo, hojas y apice de
applanata plantas en maceta.
Chest.)
Ph. Acer negundo Pod. de cuello y tronco Chba Frezzi, 1946 In: Frezzi, 1950
citrophthora (acer)
(RE.Sm. & Araucaria angustifolia Necrosis apical y de Cha Frezzi, 1943 In: Frezzi, 1950
E.H.Sm.) (araucaria) ramitas, muerte de plantas
Leonian de vivero
Antirrhinum majus Pod. de raices Cha Frezzi, 1953 In: Frezzi, 1977
(conejito)
Bauhinia forficata (= Pod. de raices, plantasde 1 | Cba Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950
B.candicans) (falsa afio
caoba)
Bignonia sp. (bignonia) Pod. de raices y tallo Cha Frezzi, 1956 In: Frezzi, 1970
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Brachychiton acerifolia Pod. de raices con muerte Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950
(brachichito) de plantas de 2 afios
B. populneum Pod. de raices y necrosis Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950
(brachichito) del tallo, muerte de plantas
de 2 afios
Capsicum annuum Pod. de raices y del fruto. Cha Frezzi, 1943 In: Frezzi, 1950;
(pimiento) Pod. basal, muerte de Mza Feldman 1976 In: Frezzi, 1977;
plantas gdes. Damping off Felman & Gracia, 1979
Sal Frezzi, 1952 In: Frezzi, 1977
C. pubescens (pimiento Pod. de raices y necrosis Cha Frezzi, 1949 In: Frezzi, 1950
rocoto) del tallo, muerte de plantas
gdes.
Castanea sativa (castafio) | Pod. de raices en viveros Mza Frezzi 1955 In: Frezzi, 1977
Catharanthus roseus Necrosis apical y Pod. Cha Frezzi 1947 In: Frezzi 1950
(Lochnera rosea = Vinca | radical
rosea) (vinca)
Celtis australis (tala) Pod. de raices y del cuello Cha Frezzi, 1942 In: Frezzi, 1950
Cicer arietinum Pod. radical Cha Frezzi, 1946 In: Frezzi, 1950
(garbanzo)
Citrus aurantifolia (lima Pod. del pie o gomosis, Cha Frezzi, 1943 In: Frezzi, 1950
dulce, limon sutil) Pod. morena de frutos Ctes Frezzi, 1941 In: Frezzi 1950;
Damping off Frezzi, 1942; Mazanti de
Castafion, 1972
C. limon (limonero Damping off, Pod. del pie, | Ctes Frezzi, 1939 In: Frezzi 1950;
comun) gomosis, Pod. morena de Frezzi, 1940; Frezzi, 1942
frutos Cha Frezzi 1950 In: Frezzi 1977
Tuc Stein & Torres Leal, 1991
ER Cipolla, 1948 b FF;
Frezzi 1950
BA Marchionatto 1948 ; Carranza
1954 RF
Juj Bejarano & Catacata, 2009
C. limetioides (lima Damping-off, Pod. morena | Ctes Frezzi, 1942; Frezzi, 1941 In:
dulce, lima de Persia) de frutos Frezzi 1950; Mazanti de
Castafion, 1972
Tuc Frezzi, 1940
Cha Frezzi & Mécola, 1945
Citrus jambhiri (limonero | Damping-off Ctes Frezzi 1941 In: Frezzi, 1950;
rugoso) Mazanti de Castafién, 1972
C. sinensis (naranjo Damping off, Pod. del pie Ctes Frezzi, 1938; Frezzi, 1940;
dulce) Frezzi, 1942; Frezzi, 1939 In:
Frezzi 1950
Cha Frezzi 1942 In: Frezzi, 1950;
Frezzi & Mécola. 1945.
BA Frezzi 1960 In: Frezzi,1977
Tuc Frezzi 1967 In: Frezzi 1977,
Ctes Mazanti de Castafion, 1972
Sal Frezzi, 1944 In: Frezzi 1950;
Cipolla, 1948 ¢ FF
Juj Bejarano & Catacata, 2009
C. aurantium (naranjo Tizén gomoso de ramitas Ctes Frezzi 1939 In: Frezzi 1950;
agrio) Pod. morena de frutos Frezzi, 1940, 1942; Mazanti de
Castafion, 1972
C. nobilis (mandarino) Pod. morena de frutos Ctes Frezzi, 1940 In: Frezzi 1950
C. paradisi (pomelo) Pod. morena de frutos Ctes Frezzi, 1940 In: Frezzi 1950;
Frezzi, 1942; Mazanti de
Castafion, 1972
Cha Frezzi 1951 In: Frezzi 1977
BA Frezzi 1960 In: Frezzi 1977
Tuc Frezzi, 1940
C. reticulata var. austera | Pod. morena de frutos Ctes Frezzi, 1941 In: Frezzi 1950;

(lima de Rangpur)

Frezzi, 1942
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C. reticulata (mandarino Pod. morena de frutos Ctes Frezzi, 1940 In: Frezzi 1950;
0neco) Damping off Marchionatto, 1948; Mazanti
de Castafion, 1972
ER Marchionatto, 1948
Sal Alcoba et al., 2005
BA Marchionatto, 1948
Clerodendron sp. Lesiones necréticas en Cha Frezzi 1949 In: Frezzi 1950
(clerodendro, jazmin de hojas
Arabia)
Cucumis sativum Pod. de frutos Cha Frezzi 1948 In: Frezzi 1950
(pepino)
Cucurbita sp. (zapallo) Pod. de raices Cha Frezzi 1944 In:Frezzi, 1950
Cucurbita sp. (zapallito Pod. de raices, necrosis de | Cha Frezzi 1946 In: Frezzi, 1950
de tronco) hojas y peciolo Sal Frezzi 1953 In: Frezzi 1977
BA Mitidieri, 1976
Dianthus caryophyllus Pod. de raices Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950
(clavel)
D. sinensis (clavelina) Pod. de raices Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950
Fagara coco (cocotero) Necrosis apical, lesiones Cha Frezzi 1947 In: Frezzi, 1950
en hojas y tallos
Ficus carica (higuera) Necrosis en hojas Cha Frezzi 1943 In: Frezzi, 1950
Fragaria vesca (frutilla Pod. de raices Cha Frezzi 1950 In: Frezzi, 1977
silvestre)
Fortunella sp. (kunquat) Necrosis de brotes Cha Frezzi 1959 In: Frezzi, 1977
cercanos al suelo.
Gloxinia sp. (gloxinia) Tizén del tallo y hojas Argentina Marchionatto, 1950
Gomphrena sp. Pod. radical y muerte de Cha Frezzi 1947 In: Frezzi, 1950
(siempreviva) plantas.
Hedera helix (hiedra) Necrosis del tallo Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950
Juglans nigra (nogal Necrosis de hojas y Cha Pontis, 1941; Frezzi 1948 In:
negro) peciolos en plantas delafio Frezzi,1950; Alcoba et al.,
2005
Juglans regia (nogal Necrosis de hojas y Cat Pontis, 1941; Carrera, 1951 RF
europeo) peciolos en plantas delafio Juj Alcoba et al., 2005
Mza Pontis, 1941; Frezzi 1947, In:
Frezzi 1950; Felman & Pontis,
1960
SJ Pontis, 1941
LR Pontis, 1941; Carrera, 1947 RF
BA Marchionatto, 1948
RN Bergna, 1963
Laurus nobilis (laurel) Necrosis de hojas y tizén Cha Frezzi 1961 In: Frezzi 1977
de ramitas
Magnolia grandiflora Necrosis de ramitas y Cha Frezzi 1947 In: Frezzi 1950
(magnolia) brote apical
Melia azedarach Necrosis apical, Cha Frezzi 1948 In: Frezzi 1950
(paraiso) defoliacion y Pod. de
raices
Nerium oleander (laurel Necrosis basal de retofios. Cha Frezzi 1956 In: Frezzi, 1977
de flor)
Olea europea (olivo) Marchitamiento, Mza Lucero et al., 2011*
defoliacion, Pod. de raices
Petroselinum crispum Necrosis de hojas y raices Cha Frezzi 1958 In: Frezzi, 1977
(perejil)
Pinus halepensis (pino de | Necrosis apical y de Cha Frezzi 1943 In: Frezzi 1950
Alepo) ramitas
P. pinea (pino pifionero) Necrosis apical Cha Frezzi 1947 In: Frezzi 1950
P. radiata (pino insigne) Necrosis apical y de Cha Frezzi 1947 In: Frezzi 1950
ramitas
Poncirus trifoliata Damping-off Ctes Frezzi, 1950; Mazanti de
(naranja trifolio) Castafion, 1972
Psidium guayaba Pod. de frutos Cha Frezzi 1953 In: Frezzi, 1977
(guayaba)
Populus simonii Pod. de raices Mza Felman & Pontis, 1960
Punica granatum Pod. de frutos Cha Frezzi 1955 In: Frezzi, 1977

(granado)
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Robinia pseudoacacia Pod. de raices y del tronco | Cha Frezzi 1947 In: Frezzi 1950
(falsa acacia)
Ruta sp. (ruda) Pod. de raices Cha Frezzi 1951 In: Frezzi, 1977
Salvia splendens Necrosis de ramas y Pod. Cha Frezzi 1947 In: Frezzi 1950
(coral) de raices
Solanum lycopersicum Pod. de frutos Cha Frezzi 1948 In: Frezzi 1950
(tomate)
Ph. cryptogea Acer negundo (acer) Muerte de plantas grandes | Cha Frezzi 1952 In: Frezzi ,1977
Pethybr & con pod. de raices y cancro
' basal
Laff Actinidida deliciosa Pod. de raices y corona BA Wolcan & Ronco, 2006;
(Kiwi) Palmucci et al., 2011 a, b *
Allium cepa (cebolla) Damping off Kiehr et al., 2002
Callistephus chinensis Pod. del cuello y raices y Mza Pontis & Feldman, 1959
(reina margarita) muerte de plantas
BA Wolcan & Ronco, 2006
Gerbera jamesonii Pod. basal BA Wolcan & Ronco, 2006;
(gerbera) Palmucci et al., 2011 a, b*
Helianthus annus Pod. de raices y cuello BA Kiehr et al., 2002
(girasol) Paoloni et al., 2002
Ocimum basilicum Pod. basal BA Wolcan & Ronco, 2006
(albahaca)
Prunus avium (cerezo) Decaimiento, Mza Luceroetal., 2011
amarillamiento del follaje
Populus simonii Pod. de raices Mza Frezzi, 1957.
(alamo) y cancros en tronco
Salvia officinalis (salvia) Pod. basal BA Wolcan & Ronco, 2006
Solanum lycopersicum Damping off BA Mitidieri, 1995
(tomate)
Ph. drechsleri Brassica oleracea var. Pod. de corona y raices BA Iribarren et al., 2012 e*
Tucker capitata (repollo)
Capsicum annuum Pod. del fruto, necrosis del | BA Iribarren et al., 2012 b*
(pimiento) tallo
C. plumosa (celosia, Pod. de raices y necrosis Cha Frezzi 1947 In: Frezzi, 1950
amaranto plumoso) de tallos y ramas
Chrysanthemum Pod. de raices y base del Cha Frezzi 1945 In: Frezzi, 1950
cinerariaefolium tallo
(piretro)
Coleus spp. (coleus) Muerte de plantas grandes Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950
con pod. de raices
Pelargonium zonale Raices necrosadas Cha Frezzi 1948 In: Frezzi, 1950
(malvén)
Salvia officinalis (salvia) Pod. de raices Mza Klingner, 1969; Frezzi, 1977
Schinus molle (aguaribay) | Necrosis de hojas y tallo Cha Frezzi 1948 In : Frezzi, 1950
Senecio cruentus Pod. de cuello y raices BA Carranza, 1963
(cineraria)
Solanum lycopersicum Pod. de frutos verdes Cha Frezzi 1949 In: Frezzi, 1950
(tomate)
Solanum melongena Pod. frutos, necrosis BA Iribarren et al., 2012 b*
(berenjena) tallos
Ph. fragariae Fragaria x ananassa Enrojecimiento del cilindro | Juj Alcoba et al., 2005
f frutilla) central de las raices
Hickman (
Tuc Folquer, 1986
Ph. infestans Capsicum annum Tiz6n tardio. Pod. de BA Prioletta, 2006.
(Mont ) de (pimiento) frutos.
Bary Solanum melongena Pod. de frutos. Cita Region | Ganem etal., 1992.
(berenjena) Marchitamiento NOA
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S. lycopersicum (tomate) Tizén tardio. Pod. de Juj Godoy, 1941 FF; Alcoba et al.,
frutos. 2005
Cha Bonacic Kresic & Campagnac,
1982
SF Carrera, 1945 RF
BA Frezzi, 1950; Jauch, 1954 FF;
Carrera, 1958 RF, Mitidieri,
2005; Prioletta, 2006
Ctes Carrera, 1952 b RF; Mazanti de
Catafién, 1972
RN Bergna, 1963; Colavita et al.,
2005
Sal Frezzi, 1950 In: Frezzi 1950
S. tuberosum (papa) Tizén tardio, mildiu BA Girola, 1898 (circular);
Spegazzini, 1902;
Marchionatto, 1932 RF, 1939;
Offermann, 1939 FF; Frezzi
1942 In: Frezzi, 1950 ; Godoy,
1943
ER Cipolla, 1948 d
Cha Calderoni & Malamud, 1966
SF Hauman-Merck, 1915; Carrera,
1941b FF
Cha Frezzi, 1948 In:Frezzi, 1950
Mis Carrera, 1949 FF
Juj Alcoba et al., 2005
RN Pelayo, 1935 FF; Bergna, 1963;
Colavita et al., 2005
Ctes Mazanti de Catafion, 1972
Mza Feldman & Pontis, 1960;
Oriolani & Gatica, 1980
Cat Schechaj, 1954
Ph. taxon Gerbera jamesonii Pod. basal y de raices BA Palmucci et al., 2011 a, b*
kelmania (gerbera)
Abad & Abad Gypsophilla paniculata Pod. basal y de raices BA Palmucci et al., *inéd.
(gisopila)
Actinidia deliciosa Pod. basal y de raices BA Palmucci et al., *inéd.
(kiwi)
Ph. lacustris Pyrus communis Poscosecha, lesiones RN, Neu Dobra et al., 2011*
Brasier (peral) firmes en los frutos
Cacciola,
Nechwatal,
Jung &
Bakonyi
(ex Ph. taxon
*“Salixsoil”)
Ph. Medicago sativa (alfalfa) Pod. de raices. BA, SF Hijano et al., 1986; Basigalup,
. . 1996
medlcagé‘nls Cha Hijano, 1987; Hijano & Pérez
ansen Ferndndez, 1995; Gieco et al.,
Maxwel 2007
(Syn: Ph.
megasperma
f.sp.
medicaginis
Kuan & Erwin
Ph. Cicer arietinum Pod. radical Cha Frezzi, 1950
megasperma (garbanzo)
Citrus lemon o limonia Pod. morena BA Lindquist, 1936 In: Frezzi,
Drechsler

(limén)

1950
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C. paradisi (pomelo) Pod. morena BA Frezzi, 1950
C. sinensis (naranjo Pod. morena Ctes Frezzi, 1942; Mazanti de
dulce) Castafion, 1972
Ph. multivora Rhododendron spp. Manchas oscuras desde BA Grijalba et al., 2013*; Grijalba
Scott & Jung (rododendro) apice foliar & Palmucci, 2014
Ph. nicotianae | Begonia sp. (nacar) Lesiones necroticas en Cha Frezzi, 1949 In: Frezzi, 1950
hojas
(B_r;?]a de Haan Bignonia sp. (bignonia) Pod. de raices y tallo Cha Frezzi, 1956 In:Frezzi, 1977
- Brachychiton populneum | Pod. radical y necrosis del Cha Frezzi, 1948 In:Frezzi, 1950
parasitica) (brachichito) tallo
Callistephus chinensis Pod. radical Cha Frezzi, 1947 In:Frezzi, 1950
(reina margarita)
Carthamus tinctorius Pod. radical Cha Frezzi, 1949 In:Frezzi, 1950
(falso azafran)
Celosia plumosa Pod. radical y necrosis del Cha Frezzi, 1947 In:Frezzi, 1950
(amaranto plumoso) tallo
Catharanthus roseus Necrosis apical y Pod. Cha Frezzi, 1950; Rivera et al.,
(Lochnera rosea = Vinca | radical 2000;
rosea) (vinca) BA Palmucci et al., 2011 a, b*.
Citrus aurantium Pod. del pie. Damping-off Ctes Frezzi, 1939 In: Frezzi 1950;
(naranjo agrio apepu) Mazanti de Castafion, 1972
Cha Frezzi, 1942 In: Frezzi 1950
Citrus aurantifolia (lima Pod del pie, Pod morena de | Ctes Frezzi, 1938; Frezzi, 1937 In:
dulce) frutos, damping off Frezzi, 1950; Mazanti de
Castafion, 1972
BA Frezzi, 1960 In: Frezzi, 1977
Citrus limettioides (lima Damping off Ctes Frezzi, 1941 In: Frezzi, 1950,
dulce, lima de Persia) Mazanti de Castafion, 1972
Citrus limon (limonero) Gomosis del tronco, Pod Ctes Frezzi, 1938; Frezzi, 1937 In:
del pie, Pod morena de Frezzi, 1950; Frezzi, 1940;
frutos Frezzi, 1942; Mazanti de
Castafion, 1972
SE Frezzi, 1948 In: Frezzi, 1950
Tuc Frezzi, 1939 In: Frezzi, 1950;
Frezzi, 1940
Sal Frezzi, 1944 In: Frezzi, 1950
BA Cipolla, 1948e FF; Carrera,
1952a FF; Frezzi, 1960 In:
Frezzi, 1977
SF Carrera, 1954 FF
Juj Bejarano & Catacata, 2009
Citrus nobilis Pod del pie, Pod morena de | Ctes Frezzi, 1938; Frezzi, 1938 In:
(mandarino) frutos Frezzi, 1950; Frezzi, 1942
Cha Frezzi, 1943 In: Frezzi, 1950;
Frezzi & Mécola. 1945
BA Frezzi, 1960 In: Frezzi, 1977
Citrus paradisi (pomelo) Pod basal y Pod morena de | Ctes Frezzi, 1938; Frezzi, 1942;
frutos Frezzi, 1950; Mazanti de
Castafion, 1972
Citrus reticulata var. Pod basal y Pod morena de | Ctes Frezzi, 1938 In: Frezzi, 1950;
austera frutos. Mazanti de Castaiion, 1972
(lima de Rangpur)
Citrus sinensis (naranjo Damping.off. Pod basal y Ctes Fawcett,1936; Frezzi,1937 In:
dulce) Pod morena de frutos Frezzi, 1950; Frezzi, 1942;
Mazanti de Castaiion, 1972
Cha Carrera, 1935 FF; Frezzi, 1938;
Frezzi, 1942 In: Frezzi, 1950;
Frezzi & Mécola. 1945
SE Frezzi, 1948 In: Frezzi, 1950
Sal Frezzi, 1952 In: Frezzi, 1977
Chamelaucium Pod basal y de raices BA Wolcan et al., 2005; Palmucci
uncinatum (flor de cera) etal., 2013*
Cryptomeria japonica Necrosis apical Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950
(cryptomeria)
Cucumis melo (melén) Damping off, Pod de frutos | Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950
BA Mitidieri,1973 In: Frezzi, 1977
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Cucurbita sp. (zapallito Pod de frutos BA Mitidieri, 1973

de tronco)

Dianthus caryophillus Pod radical Cha Frezzi, 1944 In: Frezzi, 1950

(clavel)

Dianthus sinensis Pod radical Cha Frezzi, 1949 In: Frezzi, 1950

(clavelina)

Diefembachia picta Pod basal y de raices BA Grijalba et al., 2007, 2008%;

(difenbaquia) Palmucci et al., 2011 a*, b, c*

Equinucactus sp. Necrosis de raices y cuello | Cha Frezzi, 1953 In: Frezzi, 1977

(cactus erizo)

Eucalyptus viminalis Necrosis apical Cha Frezzi, 1949 In: Frezzi, 1950;

(eucalipto) Merlo, 1981

Fragaria sp. Muerte de pl. adultas Ctes Frezzi, 1940, 1941 In: Frezzi,

(frutilla) 1950

Fucsia sp. (aljaba) Pod. radical Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950

Gypsophila paniculata Pod. basal y radical BA Wolcan et al., 2007

(gipsofila)

Hedera helix (hiedra) Lesiones necroéticas en Cha Frezzi, 1949 In: Frezzi, 1950
hojas

Heliotropium peruvianum | Lesiones necréticas en Cha Frezzi, 1948 In: Frezzi, 1950

(heliotropo) hojas

Hebe speciosa (hebe) Pod basal y radical BA Grijalba & Palmucci., inéd.*

Hibiscus cannabis Tizon del tallo Sal Vecchietti & Zapata, 2005

(kenaf)

Impatiens balsamina Necrosis de ramas. Pod Cha Frezzi, 1948 In: Frezzi, 1950

(brinco) radical

Ipomea batatas (batata) Pod. de raices BA Frezzi, 1977

Magnolia grandiflora Necrosis apical y de tallo Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950

(magnolia)

Melia azedarach (paraiso | Necrosis apical y de tallo Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950

sombrilla)

Nerium oleander (laurel Necrosis del cuello Cha Frezzi, 1956 In: Frezzi, 1977

rosa)

Nicotiana tabacum Cuello negro Sal, Juj Castello, 1986

(tabaco)

Oncidium sp. (orquidea Necrosis base de hojas Cha Frezzi, 1958 In: Frezzi, 1977

patito)

Phaseolus lunatus Necrosis de vaina y grano Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950

(poroto manteca) verde

Phaseolus vulgaris Sal Alcoba et al., 2005

Pinus halepensis (pino) Pod. radical Cha Frezzi, 1945 In: Frezzi, 1950

Punica granatum Lesiones necréticas en Cha Frezzi, 1949 In: Frezzi, 1950

(granado) hojas

Primula obconica Pod del cuello y raices BA Palmucci et al., inéd.

(primula)

Rheum rhaponticum Pod del cuello BA Lindquist, 1935 RF

(ruibarbo)

Ricinus communis Tizén de hojas. Tuc Vazquez de Ramallo, 1989

(castor)

Salvia splendens (coral) Necrosis de ramas y Pod. Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950
radical

Schinus molle (aguaribay) | Necrosis apical de brotesy | Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950
ramas

Sesamum indicum Pod. radical Cha Frezzi, 1943 In: Frezzi, 1950

(sésamo)

Simmondsia chinensis Necorsis del cuello, LR Lucero et al., 2006

(jojoba) marchitamiento

Solanum lycopersicum Pod. de frutos Cha Frezzi, 1949 In: Frezzi, 1950

(tomate) BA Irribarren et al., 2014*

Solanum melongena Pod. de frutos Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950;

(berenjena) BA Irribarren et al., 2014*

Tradescantia virginiana Pod. radical y necrosis de Cha Frezzi, 1947 In: Frezzi, 1950

(tradescantia)

hojas
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Schlumbergera truncata Pod. de cladodios y raices BA Palmucci et al., 2012*
(Santa Teresita)
Ph. palmivora | Brachychiton populneum | Pod. de raiz Cha Frezzi 1946 In: Frezzi 1950
(E.J. Butler) (braquiquito)
E.J. Butler Chamaedorea elegans Mancha foliar Ctes Cuandom et al., 2006
e (palmera de salén)
Chamaerodea spp. Mancha foliar Cha, Ctes Candom et al., 2004
(palmera)
Citrus limon (limonero) Pod. morena Cha Frezzi & Mécola, 1943
Citrus sinensis (naranjo Pod. del pie Cha Frezzi 1942 In: Frezzi 1950;
dulce) Pod. morena Frezzi & Mécola, 1943
(naranja de ombligo)
Mis Fawecett, 1937 In: Fawcett &
Bitancourt, 1940
Eucalyptus viminalis Damping off Argentina Sarasola & Sarasola, 1959
(eucalipto)
Ficus carica (higuera) Pod. del fruto Tuc Gonzélez et al., 1997, 1998
Olea europea (olivo) Pod. de raices, die-back Cat, SJ, LR | Prioletta, 2006; Lucero et al.,
Marchitamiento 2007*
Phoenix dactylifera Damping off Cha Carrera, 1954 FF
(palmera datilera)
Ph. sojae Glyicine max (soja) Pod. de raices y base del Tuc, Sal Plopper et al., 1998, 1999;
tallo Barreto et al., 1998 c;
Kaufm. & Distéfano de Vallone et al.,
Gerd. 1999
BA Martinez & lvancovich, 1979,
Barreto et al., 1991, 1995, 1998
a,b, c; Gally et al., 1999,
2007*; Distéfano de Vallone et
al., 1999; Palmucci et al., 2011
a, b*; Grijalba, et al., 2011%;
Grijalba & Ridao, 2013*,
Grijalba et al., 2014*
Cha Barreto et al., 1997, 1998 c,
2005; Distéfano de Vallone et
al., 1999
Cha 2005-2006 In: Cabrera et al.,
2009
SF Barreto et al., 1994; 1997,
1998c; 2005; Barreto &
Vallone 1997; Botta, 1997;
Gally et al., 1999, Distéfano de
Vallone et al., 1999
ER Barreto et al., 1994, 1997;
Botta 1997; Distéfano de
Vallone et al., 1999
Ph. syringae Citrus limon (limonero) Pod. morena de frutos BA Frezzi, 1950
Klebahn . S— _ _
Citrus sinensis (naranjo Pod. morena de frutos BA Frezzi, 1950
dulce) ER Pereda, 1955 FF

* Indica que en la identificacidn se utilizaron técnicas moleculares. ** Ph. boehmeriae fue

reclasificada como Ph. nicotianae (Wolcan et al., 2005; Palmucci et al., 2013).

Aclaraciones: Ph. cactorum var. applanata, indicada asi por Frezzi en su obra de 1950, es

considerada posteriormente sinénimo de Ph. citricola Sawada.
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Para las especies identificadas recientemente: Ph. austrocedrae, Ph. taxon kelmania,
Ph. lacustris y Ph. multivora se indican todas las publicaciones.

Ph. cactorum fue aislada por primera vez en 1936 por Lindquist en Buenos Aires, de
plantas afectadas de manzano (Lindquist, 1938) y en 1937 de frutos de limén en Entre Rios
por Fawcet (1940). Se considerd la primera cita publicada, aunque reconociendo que la
enfermedad ya estaba en la region tal como lo manifestd en su publicacion Fawcet (1940).

Ph. citrophthora: Segln Frezzi (1950) fue hallada por Frezzi en 1940. Sin embargo se
hall6 una cita de Frezzi anterior (Frezzi, 1938).

Ph. nicotianae: la primera cita publicada, tal como surge de esta revision, corresponde a
un registro fitopatoldgico de Lindquist (1935) en la Provincia de Buenos Aires. Frezzi (1950)
refiere que Fawcett en 1916 menciond la presencia de esta especie (Fawcett, 1936). Estudios
sobre su importancia, caracteristicas y patogenicidad fueron efectuados por Frezzi (1938).

Ante estas evidencias se establecié como primera cita la reportada por Lindquist (1935).

La informacion aportada por la Tabla 6, permite establecer la cronologia de
aparicion de las especies de Phytophthora en el pais:

La primera especie reportada por Spegazzini fue Phytophthora infestans en 1901,
infectando a Solanum tuberosum en la Provincia de Buenos Aires. Sin embargo, aunque
la cita referida por Spegazzini, corresponde a Girola (1901), se hall6 una referencia
anterior de Girola (1898), que corresponde a una Circular Interna del Ministerio de
Agricultura de la Nacién.

Hasta 1977, se identificaron 12 especies: Ph. infestans (Spegazzini, 1902)
causando tizon tardio en Solanum tuberorum (papa), en la Provincia de Buenos Aires;
Ph. capsici (Lindquist, 1932) en Buenos Aires, provocando damping off, podredumbre
de raices, cuello y frutos en pimiento; Ph. nicotianae (Lindquist, 1935) aislada de
Rheum rhaponticum (ruibarbo) con podredumbre del cuello; Ph. megasperma
(Lindquist, 1936, In: Frezzi 1950) en Citrus lemon o limonia (limén) con podredumbre
morena en la Provincia de Buenos Aires; Ph. palmivora (Fawcett, 1937, In: Fawcett &
Bitancourt, 1940) en Misiones en plantas de Citrus sinensis (naranjo dulce) con
sintomas de podredumbre del pie y podredumbre morena; Ph. cactorum (Lindquist,
1938) causando podredumbre de raices y cuello en Malus domestica (Pyrus malus) en
Buenos Aires, y una variedad denominada por Chester (1932) como Ph. cactorum var.
applanata (1947 In: Frezzi, 1950); Ph. citrophthora (Frezzi, 1938; 1940) ocasionando
damping off y podredumbre del pie en C. sinensis en Corrientes; Ph. boehmeriae

(Frezzi, 1941) en C. sinensis en Corrientes; Ph. drechsleri (Frezzi, 1945, In: Frezzi
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1950) afectando Chrysanthemum cinerariaefolium (piretro); Ph. cinnamomi (Frezzi,
1946, In: Frezzi, 1950) proveniente de plantas de Calycanthus floridus (calicanto) con
podredumbre radical y del tronco; Ph. syringae (Frezzi 1948, In: Frezzi, 1950) de
Citrus limon y Citrus sinensis con podredumbre morena de frutos, en la Provincia de
Buenos Aires y Ph. cryptogea (Frezzi, 1952, In: Frezzi, 1977), de Populus simonii
(alamo) con pudricion de raices y cancros en el tronco, en la Provincia de Mendoza.

Posteriormente, Ph. megasperma f. sp. medicaginis se considerdé sinénimo de
Ph. medicaginis, siendo la primera referencia en el pais ocasionando podredumbre
radicular en Medicago sativa (alfalfa) en la Provincia de Buenos Aires (Hijano et al.,
1986), y Ph. cactorum var. applanata, mencionada asi por Frezzi (1950) afectando
Schinus molle (aguaribay) en Coérdoba, sinénimo de Ph. citricola (Waterhouse, 1957,
citado por Erwin & Ribeiro, 1996). Por lo tanto debemos adicionar las especies Ph.
medicaginis y Ph. citricola, a las ya mencionadas. Desde entonces no hubo registros
hasta 1979 cuando fue identificada Ph. sojae (Martinez & Ivancovich, 1979), aislada de
Glycine max (soja) con podredumbre del tallo y raices, en la Provincia de Buenos Aires.
Posteriormente fueron citadas Ph. fragariae (Alcoba et al., 2005) en Fragaria X
ananassa (frutilla) afectando raices de frutilla en Tucuman (Folquer, 1986), Ph.
austrocedrae (Greslebin et al., 2007) causando el Mal del ciprés, Austrocedrus chilensis
(ciprés de la cordillera), en Patagonia. Ademas se aislaron, de suelo rizosférico de
Austrocedrus chilensis a Ph. cambivora Petri (Buisman) y de cursos de agua en
contacto con estos arboles, a Ph. gonapodyides (Petersen) Buisman, Ph. taxon
Pgchlamydo y Ph. taxon Rasberry (Greslebin et al., 2005). Recientemente fueron
identificadas, Ph. taxon Salixsoil en Pyrus communis, como patégeno de postcosecha
de fruta en el norte de la Patagonia (Dobra et al., 2011); Ph. taxon kelmania afectando
Gerbera jamesonii (Palmucci et al., 2011 a y b), Gypsophila paniculata y Actinidia
deliciosa (Palmucci et al., inéd.) y Ph. multivora, sobre Rhododendron sp. en los
alrededores de la ciudad de Buenos Aires (Grijalba et al., 2013, Grijalba & Palmucci,
2014).

La Tabla 7 muestra las especies aisladas de suelo o agua asociados a hospedantes
enfermos, en tanto que la Tabla 8 hace referencia a los hospedantes, sintomas,
localidades y cita bibliogréfica de las especies de Phytophthora halladas en el Cinturén
verde La Plata-Buenos Aires hasta 2009. En la Tabla 9 se hallan las citas llevadas a

cabo durante este estudio.

107



TABLA 7: ESPECIES DE PHYTOPHTHORA AISLADAS DE SUELO O AGUA

Ph. Austrocedrus Cursos de agua Patagonia | Greslebin et al.,
gonapodyides chilensis (cipres RN, Chu 2005*
de la cordillera)
Ph.taxon Austrocedrus Cursos de agua Patagonia | Greslebin et al.,
Pgchlamydo chilensis (ciprés RN, Chu 2005*
de la cordillera)
Ph. taxon Austrocedrus Cursos de agua Patagonia | Greslebin et al.,
Raspberry chilensis (ciprés RN, Chu 2005*
de la cordillera)
Ph. syringae Austrocedrus Aislado de suelo Chu, RN, Greslebin et al.,
chilensis asociado a arboles con Neu 2005*
(ciprés de la Mal del ciprés y de
cordillera) cursos de agua
Ph. cactorum Fragaria Recuperado del suelo RN, Cuyo | Gonzalez et al.,
ananassa (frutilla) | pegado a las raices de 2003b
plantas enfermas

TABLA 8: ESPECIES DE PHYTOPHTHORA CITADAS PARA EL CINTURON VERDE
LA PLATA-BUENOS AIRES HASTA EL ANO 2009.

= Vinca rosea (vinca)

Pod. radical

Ph. citrophthora | Juglans regia (nogal BA Marchionatto, 1948
europeo)

Ph. cryptogea Actinidida deliciosa Pod. de raices y BA Wolcan & Ronco,
(Kiwi) corona 2006
Gerbera jamesonii Pod. basal BA Wolcan & Ronco,
(gerbera) 2006
Ocimum basilicum Pod. basal BA Wolcan & Ronco,
(albahaca) 2006
Salvia officinalis Pod. basal BA Wolcan & Ronco,
(salvia) 2006
Callistephus chinensis | Pod. basal BA Wolcan & Ronco,
(aster de la China) 2006

Ph. drechsleri Senecio cruentus Pod. de cuello y BA Carranza, 1963
(cineraria) raices

Ph. cinnamomi Casuarina sp. Cancrosentalloy | BA Frezzi 1952 In:

cuello Frezzi, 1977

Rhododendron Pod. de raicesy BA Frezzi 1949 In;
indicum (azalea) necrosis del tallo Frezzi, 1950

Ph. nicotianae Chamelaucium Pod. basal BA Wolcan et al., 2005
uncinatum (flor de
cera)
Diefembachia picta Pod. basal y de BA Grijalba et al., 2008 *
(difenbaquia) raices
Catharanthus roseus Necrosis apicaly | BA Rivera et al., 2000
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TABLA 9: ESPECIES DE PHYTOPHTHORA IDENTIFICADAS DURANTE EL
PRESENTE ESTUDIO (2009-2013).
Ph. capsici Capsicum annuum Damping-off. BA Palmucci et al.,
(pimiento) Pod. de raices, 2011ayb*
cuello y frutos,
tizén
Cucurbita moschata Pod. de frutos BA Palmucci, inéd.
(zapallo Anco)
Ph. cinnamomi Actinidida deliciosa Pod. basal BA Palmucci, inéd.
(Kiwi)
Casuarina Pod. basal y de ER Palmucci et al.,
cunningamiana raices, cancros 2008 a*
(casuarina) Palmucci et al.,
2011 a, b*
Rhododendron Pod. de raicesy BA Palmucci et al.,
indicum (azalea) necrosis del tallo 2011 a, b*
Vaccinum Pod. de coronay | Tuc Palmucci et al.,
corymbosum raices 2011 &, b*
(ardndano)
Ph. cryptogea Gerbera jamesonii Pod. basal BA Palmucci et al.,
(gerbera) 2011 a,b*
Ph. taxon Actinidida deliciosa Pod. de raices y BA Palmucci, inéd.
kelmania. (Kiwi) corona
Gerbera jamesonii Pod. basal y de BA Palmucci et al.,
(gerbera) raices 2011 a,b*
Gypsophilla Pod. basal y de BA Palmucci, inéd.
paniculata (gipsofila) | raices
Ph. nicotianae Catharanthus roseus | Necrosis apicaly | BA Palmucci et al.,
(= Vinca rosea) Pod. radical 2011 a, b*
(vinca)
Diefembachia picta Pod. basal y de BA Palmucci et al.,
(difenbaquia) raices 2011 a, b, 2012*
Gypsophila Pod. basal y BA Palmucci et al.,
paniculata (gipsofila) | radical inéd. *
Hebe speciosa (hebe) | Pod. basal y BA Grijalba &
radical Palmucci., inéd*
Primula obconica Pod. delcuelloy | BA Palmucci et al.,
(primula) raices 2011 a*
Schlumbergera Pod. de cladodios | BA Palmucci et al.,
truncata (Santa y raices 2012*

Teresita)

* Indica que en la identificacion se utilizaron técnicas moleculares.
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En la Tabla 10 y la Figura 5 se relacionan los tipos de cultivos y las diferentes
especies de Phytophthora. Se observd que de las 18 especies registradas, el mayor
namero de relaciones hospedante-patdgeno correspondieron a especies ornamentales
(55), frutales (54), forestales (53) y horticolas (43).

En la Provincia de Buenos Aires se han identificado 14 especies de Phytophthora,
seguida por Cordoba con 13 especies. En Misiones se citaron 2 especies, Ph. infestans y
Ph. palmivora, 1 sola en Santiago del Estero (Ph. nicotianae), en Formosa, San Luis y
La Pampa (Ph. capsici) y en Santa Cruz y Tierra del Fuego, no se aisl6 ninguna.

Las especies que afectan al mayor nimero de hospedantes son Ph. citrophthora (55)
y Ph. nicotianae (54).

Las principales especies patdgenas de plantas ornamentales son Ph. nicotianae (24
hospedantes) y Ph. citrophthora (12). En cambio, para las plantas forestales se destacan
Ph. cinnamomi y Ph. citrophthora, ambas con 17 hospedantes; en oleaginosas e
industriales Ph. nicotianae y en forestales Ph. cinnamomi y Ph. citrophthora. Las
plantas horticolas son infectadas principalmente por Ph. capsici y los frutales por Ph.
citrophthora y Ph. nicotianae. En palmeras y forrajeras se halla citada una sola especie:
Ph. palmivora y Ph. medicaginis respectivamente. No se hallaron registros de especies

afectando cereales.

La Tabla 11 y la Figura 6 muestran la distribucion de Phytophthora spp. en las
regiones geogréaficas de Argentina. Se observé que Ph. capsici se encuentra citada en 18
Provincias, Ph. cactorum en 14, seguida de Ph. infestans en 12 y de Ph. citrophthora en
11. Se destaca que las especies asociadas a Mal del ciprés y Ph. lacustris, sélo fueron

aisladas en el Sur del pais.

En la Figura 7, se ilustra la frecuencia relativa de las especies de Phytophthora
identificadas en Argentina hasta 2014. Ph. citrophthora present6 la mayor frecuencia,
seguida por Ph. nicotianae, Ph. cinnamomi y Ph. drechsleri. Si se considera la
frecuencia relativa de especies de Phytophthora que causan enfermedades en plantas
ornamentales, Ph. nicotianae es la que mas afecta a estos cultivos. Luego se hallan Ph.
citrophthora, Ph. cinnamomi y con valores bastante menores: Ph. drechsleri, Ph.
cryptogea y Ph. cactorum (Fig. 8).
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TABLA 10: NUMERO DE HOSPEDANTES AFECTADOS POR ESPECIES DE PHYTOPHTHORA DENTRO DE CADA TIPO DE

CULTIVO EN LOS RECUENTOS DE 2009 Y DE 2014

TOTAL

HORTICOLA

OLEAG./

Phytophthora spp. ORI_\II_QII\_/IEN FORESTAL | FRUTAL | FORRAJERO o CEREAL | pALMERAS
2009 2014

Ph. austrocedrae 1 1 1

Ph. boehmeriae 2 1 1

Ph. cactorum 10 11 1 8 1

Ph. cambivora 1 1

Ph. capsici 14 14 12 1 1

Ph. cinnamomi 30 31 2 7 17 5

Ph. citricola 3 3 3

Ph. citrophthora 55 55 8 12 17 16 2

Ph. cryptogea 11 11 3 2 2 2 2

Ph. drechsleri 12 12 4 5 1 1 1

Ph. fragariae 1 1 1

Ph. gonapodyides 1 1 1

Ph. infestans 4 4 4

Ph. taxon kelmania 0 3 2

Ph. medicaginis 1 1 1

Ph. megasperma 4 4 1 3

Ph. multivora 0 1 1

Ph. nicotianae 48 54 9 24 9 6

Ph. palmivora 9 9 4 3

Ph. sojae 1 3 1

Ph. syringae 3 3 1 2

Ph. lacustris

Hospedantes afecta- | 211 | 223 43 55 53 54 1 13 0 3

dos/tipo de cultivo
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FIGURA 6: NUMERO DE ESPECIES DE PHYTOPHTHORA/TIPO DE CULTIVO (ANO 2014).
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TABLA 11: DISTRIBUCION DE PHYTOPHTHORA SPP. EN REGIONES GEOGRAFICAS DE ARGENTINA (ANO 2014).

Juj = Jujuy; Sal = Salta, Tuc = Tucuman; Cat = Catamarca; SE=Santiago del Estero; Mis = Misiones; Cha = Chaco; Ctes = Corrientes, ER = Entre Rios; SF =
Santa Fe, Fsa = Formosa; Cba = Cérdoba, Mza = Mendoza, LR = La Rioja, SL = San Luis; BA = Buenos Aires; LP = La Pampa; SJ = San Juan; RN = Rio

Negro; Chu = Chubut; SC = Santa Cruz; Neu = Neuquén; TF = Tierra del Fuego e islas Malvinas

Regiones y Provincias

Phytophthora Noroeste Noreste Centro Oeste Pampeana Patagonia Prov/
spp. NOA NEA C o} Pamp S Ph. sp
Juj | Sal | Tuc | Cat | SE | Mis | Cha | Ctes | ER | SF | Fsa | Cbha Mza | LR|SL |SJ|BA |LP |RN| Chu|SC | Neu | TF

Ph. austrocedrae X | X X 3
Ph. boehmeriae X 1
Ph. cactorum X X | X X | X | X X X | X X X X X 13
Ph. cambivora X | X X 3
Ph. capsici X | X | X X X X | X | X]| X X X | X| X[ X] X X | X X 18
Ph. cinnamomi X | X | X X X X X 7
Ph. citricola X 1
Ph. citrophthora | X | X | X X | X X X | X X | X X 1
Ph. cryptogea X X X 3
Ph. drechsleri X X X X 4
Ph. fragariae X X 2
Ph. gonapodyides X | X 2
Ph. infestans X | X X X | X | X | X|X X X X X 12
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Continuacion TABLA 11: DISTRIBUCION DE PHYTOPHTHORA SPP. EN REGIONES GEOGRAFICAS DE ARGENTINA.

Juj = Jujuy; Sal = Salta, Tuc = Tucuman; Cat = Catamarca; SE=Santiago del Estero; Mis = Misiones; Cha = Chaco; Ctes = Corrientes, ER = Entre Rios; SF =
Santa Fe, Fsa = Formosa; Cha = Cérdoba, Mza = Mendoza, LR = La Rioja, SL = San Luis; BA = Buenos Aires; LP = La Pampa; SJ = San Juan; RN = Rio

Negro; Chu = Chubut; SC = Santa Cruz; Neu = Neuquén; TF = Tierra del Fuego e islas Malvinas

Regiones y Provincias

Phytophthora Noroeste Noreste Centro Oeste Pampeana Patagonia Prov/
Spp. NEA NOA c 0 Pamp s Ph. sp
Juj | Sal. | Tu | Cat | SE | Mis | Cha | Ctes | ER | SF | Fsa | Cha Mza | LR | SL |SJ|BA | LP | RN | Chu [ SC | Neu | TF
Ph. taxon X 1
kelmania
Ph. X X X 3
medicaginis
Ph. X X X 3
megasperma
Ph. X 1
multivora
Ph. X X | X X X X X X 8
nicotianae
Ph. X | X X X X X X X 8
palmivora
Ph. X | X X | X X X 6
sojae
Ph. X X X X X 5
syringae
Ph. X X 2
lacustris
Ph. spp./ 7 6 9 4 1 2 5 8 7165 1 13 6 5 114 14 1 9 4 0 6 0 -
Provincia
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FIGURA 7: NUMERO DE DE ESPECIES DE PHYTOPHTHORA/PROVINCIA (2014).

NUmero
de especies de
Phytophthora

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Provincias de Argentina

1- Jujuy; 2- Salta, 3- Tucuman; 4- Catamarca ; 5- Santiago del Estero; 6- Misiones; 7- Chaco; 8- Corrientes- 9 -Entre
Rios; 10- Santa Fe; 11- Formosa; 12-Co6rdoba, 13- Mendoza; 14- La Rioja; 15- San Luis; 16-San juan; 17- Buenos
Aires; 18 - La Pampa; 19 - Rio Negro; 20 -Chubut; 21 - Santa Cruz; 22 -Neuquen; 23 - Tierra del Fuego y Malvinas.
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FIGURA 8: FRECUENCIA RELATIVA DE ESPECIES DE PHYTOPHTHORA (2014)
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FIGURA 9: FRECUENCIA RELATIVA DE PHYTOPHTHORA SPP. QUE AFECTAN CULTIVOS ORNAMENTALES (2014)

M 1 Ph. cactorum M 2 Ph. capsici
M 4 Ph. citrophthora M 5 Ph. cryptogea
m 7 Ph. taxon kelmania m 8 Ph. multivora

2% 2%

43%

® 3 Ph. cinnamomi
W 6 Ph. drechsleri
9 Ph. nicotianae

22%

ESPECIES N* | FR++
1. Ph. cactorum 1 2
2. Ph. capsici 1 2
3. Ph. cinnamomi 7 13
4. Ph. citrophthora 12 22
5. Ph. cryptogea 2 3
6. Ph. drechsleri 5 9
7. Ph. taxon kelmania | 2 3
8. Ph. multivora 1 2
9. Ph. nicotianae 24 44

TOTAL 55 100%

*N: nimero de relaciones hospedante-patdgeno citadas en el pais.
**FR: frecuencia relativa de especies de Pythium.
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PARTE Il

CARACTERIZACION DE
ESPECIES FITOPATOGENAS
DE PYTHIUM Y
PHYTOPHTHORA
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INTRODUCCION

Con la finalidad de acceder a un mas amplio conocimiento de la biodiversidad de
especies de Pythiaceas, presentes en la region del Cinturon verde La Plata-Buenos
Aires, se incluyeron en este andlisis todas las especies identificadas durante el presente
estudio: las recolectadas durante la prospeccion realizada en el periodo 2009-2012, las
provenientes de prospecciones anteriores llevadas a cabo en la misma regién durante los
afios 2000-2009 (Coleccién Wolcan-CIDEFI-UNLP) y las especies identificadas,
aisladas a partir de plantas enviadas para consulta a los Servicios de Diagndstico del
CIDEFI-UNLP y del LASAVE (UBA), procedentes de cultivos de interés econémico
de otras areas de interes.

El trabajo realizado incluydé la recoleccion de plantas ornamentales que
presentaron sintomas caracteristicos de las patologias en estudio: damping off,
podredumbre de raices, podredumbre basal, podredumbre de la corona, podredumbre
de frutos y de cladodios, clorosis, defoliacién, marchitamiento, muerte de toda la

planta.

Se visitaron viveros de produccién y establecimientos de venta al publico. Se
solicitd a asesores y propietarios el envio de muestras sintomaticas.

Se caracterizaron 70 aislamientos de Pythiaceas: 35 de Pythium spp. (19 de
prospeccion, 9 de colecciones y 7 de areas y cultivos de interés) y 35 de Phytophthora
spp. (22 de prospeccion, 8 de colecciones y 5 de areas y cultivos de interés).

De estos aislamientos 41 fueron obtenidos durante la prospeccion efectuada en
2009-2012, correspondiendo a establecimientos ubicados en 8 localidades o barrios:
Paternal- Buenos Aires, Villa Devoto-Buenos Aires, Escobar, Garin, La Plata- Abasto,
Matheu, Moreno, San Isidro. Debido a la diversidad de especies algunos viveros fueron
visitados méas de una vez en afios diferentes.

Los aislamientos de coleccion fueron recolectados en La Plata-Los Hornos, La
Plata-Abasto, Magdalena, Etcheverry, Lomas de Zamora.

Por otra parte, se recibieron plantas de 5 de areas de interés (Concordia, Jujuy,
San Pedro, Tucuman, Valle de Lerma).
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Como resultado de la aplicacion de los estudios morfobiométricos, culturales y
moleculares de los aislamientos, se identificaron 18 especies correspondientes a los
géneros Pythium, Phytophthora y Phytopythium: 10 especies de Pythium (P.
aphanidermatum, P. cylindrosporum, P. dissotocum, P. graminicola, P. intermedium, P.
irregulare, P. spinosum, P. splendens, P. sylvaticum, P. ultimum var. ultimum, P.
ultimum var. sporangiiferum y 2 Pythium sp. nov.), y 5 especies de Phytophthora (Ph.
capsici, Ph. cinnamomi, Ph. cryptogea, Ph. nicotianae, Ph. taxon kelmania), 1 Ph. aff.
cryptogea y Phytopythium chamaehyphon. Dos nuevas especies de Pythium, con las que
se comenzaron los estudios para llegar a su descripcion, fueron halladas afectando

Capsicum annuum y Schlumbergera truncata.

Se estudiaron 41 relaciones hospedante-patégeno en 29 hospedantes diferentes,
correspondiendo 30 a nuevas citas de enfermedades en el pais y 32 en la region. A
continuacién se mencionan las especies identificadas y los hospedantes afectados:

e Pythium aphanidermatum aislada de Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch

(estrella federal), Nicotiana tabacum L. (tabaco), Spinacea oleracea L. (espinaca).

P. cylindrosporum aislada de Eustoma grandiflorum Raf. (lisianthus, lisianto).

P. dissotocum aislada de Nicotiana tabacum L. (tabaco).

P. graminicola aislada de Pennisetum clandestinum Hochst. (kikuyo).

P. intermedium aislada de Impatiens x hawkerii (impatiens Nueva Guinea) y de
plantas en maceta de primer y segundo repique de (Spathiphyllum wallisii Regel
(espatifilo).

e P. irregulare aislada de Impatiens wallerana J.D. Hook (alegria del hogar,
impatiens), Primula obconica Hance (primula), Scindapsus aureus (Linden & Andre)
Engl. & K. Krause (potus).

e P. spinosum aislada de Hebe speciosa (R. Cunn. ex A. Cunn.) Cockayne &
Allan= Veronica speciosa (hebe).

e P. splendens aislada de Rhododendron indicum (L.) Sweet (azalea).

e P. sylvaticum aislada de Cyclamen persicum L. (violeta de los Alpes, ciclamen),
Lavandula angustifolia L. (lavanda).

e P. ultimum var. ultimun aislada de Actinidia delicosa (Chev.) Liang & Ferg

(kiwi), Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch (estrella federal), Dianthus
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caryophillus L. (clavel), Gazania repens (L) Gaertn (Gazania), Ocimum basilicum L.
(albahaca) y P. ultimum var. sporangiiferum de Polygala myrtifolia L. (poligala).

e Pythium sp. nov. 1 afectando Capsicum annuum L. (pimiento).

e Pythium sp. nov. 2 afectando Schlumbergera truncata (Haw.) Moran =Zygocactus
truncatus (Haw.) Schum (Santa Teresita, zygocactus).

e Ph. capsici aislada de Capsicum annuum L. (pimiento), Cucurbita moschata
Duch. ex Lam (Zapallo Anco).

e Phytophthora cinnamomi aislada de Casuarina cunninghamiana Miq
(Casuarinas), Vaccinium corymbosum L. (ardndanos), Rhododendrom indicum (L.)
Sweet (azaleas), Actinidia deliciosa (Chev.) Liang & Ferg (Kiwi).

e Ph. cryptogea aislada de Gerbera jamesonii Bolus (gerbera).

e Ph. taxon kelmania aislada de Gerbera jamesonii Bolus (gerbera), Gypsophila
paniculata L. (gipsofila, mosquito, velo de novia), Actinidia deliciosa (Chev.) Liang
& Ferg (kiwi).

e Ph. nicotianae aislada de Dieffenbachia picta Schott. (diefenbaquia),
Catharanthus roseus (L.) G. Don fil. (vinca), Primula obconica Hance (primula),
Chamelaucium uncinatum Schauer (flor de cera), Gypsophila paniculata L.
(gipsofila), Schlumbergera truncata (Haw) Moran (zygocactus), Hebe speciosa (R.
Cunn. ex A. Cunn.) Cockayne & Allan= Veronica speciosa (hebe).

e Phytopythium chamaehyphon aislada de Rhododendron indicum (L.) Sweet

(azalea).

Las especies identificadas se han ordenado para su descripcion por género
(Pythium, Phytophthora y Phytopythium) y dentro de éstos, en Pythium por tipo de
esporangio, conforme a las clasificaciones de Frezzi (1956, 1977) y en Phytophthora, de
acuerdo a las caracteristicas de los aislamientos obtenidos en este estudio, por homo y
heterotalismo y presencia 0 no de papila. En el género Phytopythium no se efectuo
ninguna division.

Para cada especie, se indicO el origen de los aislamientos, la sintomatologia
observada en las diferentes asociaciones hospedante-patdgeno, la caracterizacion
cultural, morfoldgica y molecular, el rango de hospedantes, la distribucion mundial y
los antecedentes en Argentina. En el item comentarios, se agregaron algunas
observaciones de diferente indole. Finalmente se elabor6 un arbol filogenético para las

especies de Phytophthora y se presentaron tablas que resumen la informacion expuesta.
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GENERO PYTHIUM

I. ESPECIES CON ESPORANGIOS LOBULADOS O
FILAMENTOSOS

P.
P.
P.

aphanidermatum
dissotocum

graminicola

I1. ESPECIES CON ESPORANGIOS ESFERICOS,
SUBESFERICOS O ELIPSOIDALES

U U U T

A. OOGONIOS LISOS

. cylindrosporum
. sylvaticum
. ultimun

. ultimun var. sporangiiferum

B. OOGONIOS ORNAMENTADOS

. irregulare

P. spinosum

P.
P.

C. ORGANOS SEXUALES AUSENTES
intermedium

splendens
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. ESPECIES CON ESPORANGIOS LOBULADOGOS O
FILAMENTOSOS

PYTHIUM APHANIDERMATUM (Edson) Fitzpatrick (1923)

Syn: Rheosporangium aphanidermatum Edson (1915)
Pythium butleri Subramaniam (1919)
Nematosporangium aphanidermatum var. hawaiiense Sideris (1931)

Nematosporangium aphanidermatum (Edson) Jacz (1931)

Los aislamientos fueron identificados como pertenecientes a la especie P.
aphanidermatum (Edson) Fitzpatrick de acuerdo a las descripciones de van der Plaats-
Niterink (1981), Frezzi (1956) y Dick (1990). Fue descripto por primera vez por Edson
en 1915, ocasionando damping off en plantulas de Beta vulgaris (remolacha) en Estados
Unidos, asignandole el nombre de Rheosporangium aphanidermatus como nuevo
género y especie en la familia Saprolegniaceae. Posteriormente fue incluido en el
género Pythium por Fitzpatrick (1923), quien propuso el nombre de Pythium
aphanidermatun, actualmente reconocido. Especie cosmopolita, afecta a diversas
familias y géneros bot&nicos. Por su alta temperatura maxima de crecimiento (>40 °C)
es frecuente su aparicion afectando cultivos bajo invernaculo. Causa damping off,
pudricion de raices y tallo, tizon de frutos. Principalmente afecta a las plantas en sus
primeros estadios de almécigo o primer trasplante. Ha sido reportada ocasionando la

muerte de plantas adultas en diversos hospedantes.

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

El aislamiento AEPH131 fue obtenido a partir de plantas de Euphorbia
pulcherrima (Willd. Ex Klotzsch) Graham (estrella federal) de la localidad de Garin
(Partido de Pilar); ATA117 1.2 se aislaron de Nicotiana tabacum L. (tabaco)
procedentes de un cultivo de la Provincia de Salta y otro de Jujuy y ATA118 de la

Provincia de Jujuy; AES105 de cultivos de Spinacea oleracea L. (espinaca) de la
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localidad de Los Hornos (La Plata, Provincia de Buenos Aires) (Coleccion Ing. Wolcan,
2000).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Euphorbia pulcherrima=Poinsettia pulcherrima (Willd. ex Klotzsch)
(Euphorbiaceae), se conoce como “Flor de Pascua, Poinsetia o Estrella federal”. Es
originaria de América Central, México y Guatemala. En climas tropicales y
subtropicales crece a la intemperie como arbusto o arbol pequefio. Se comercializa
como planta ornamental en maceta por sus vistosas bracteas de color rojo (Kew Royal

Botanic Garden. En:http://www.kew.org/science-conservation/plants-fungi/euphorbia-

pulcherrima-poinsettia).

Durante la primavera de 2010 se hallaron plantas de estrella federal, enraizadas
en oasis (material inerte esponjoso), con pudricion de las raices y de la base del tallo,
amarillamiento y caida de hojas. En cultivo se informo hasta un 30% de mortandad. En
plantas de méas edad caus6 menor crecimiento y defoliacion de hojas inferiores. En
muestras recibidas en 2012 se hallé idéntica sintomatologia (Fig. 10).

2.2. Nicotiana tabacum (Solanaceae): Su cultivo constituye una de las principales
economias regionales de las Provincias de Salta, Jujuy, Misiones, Tucuméan, Chaco,
Corrientes, Catamarca, concentrando las tres primeras el 90% de la produccién
(Nobleza Picardo. En: http://www.noblezapiccardo.com/group/sites/bat7x3dc8.nsf/vw
PagesWebLive/DO 7XACZ4/$FILE/medMD7XWJYV.pdf?openelement). En Salta la

superficie destinada a este cultivo es de aproximadamente 80 mil hectareas con una

produccion que ronda los 130 millones de kilos por afio (Gobierno de la Provincia de

Salta. En: http://www.fetsalta.gov.ar/).

La produccion de plantas en almécigos flotantes se basa en el uso de bandejas de
poliestireno expandido, que por sus caracteristicas fisicas flotan en el agua desde la
siembra hasta el transplante. Pueden ubicarse utilizando piletas en micro tineles o en
invernaculo. Si las posibilidades de inversion lo permiten a partir de una explotacion de
aproximadamente 10 hectéreas la utilizacion de un invernaculo empieza a resultar
conveniente (INTA. En: http://www.biblioteca.org.ar/libros/210774.pdf).
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En 2008 se recibieron plantines de 2 cultivos de tabaco de la Provincia de Jujuy.
Otros fueron recolectadas por Palmucci a fines de 2007, en la Provincia de Salta (Valle
de Lerma). Todos los plantines provenian de un sistema de produccion sin suelo, en el
cual el enraizamiento y desarrollo posterior se lleva a cabo en piletas hidropdnicas. En
los 2 establecimientos con piletas a cielo abierto se observaron grandes manchones de
plantas con menor crecimiento, hojas cloréticas, algunas con necrosis parcial en
diferente grado. Al descalzarlas se hallo el sistema radicular disminuido, con raices
necrosadas, mas oscuras. En plantas infectadas que alcanzaron mayor desarrollo, el
sistema radicular también se observo disminuido, y la clorosis afect6 solo a las hojas

basales. Los plantines de Jujuy presentaron los mismos sintomas (Fig. 11).

2. 3. Spinacia oleracea (Familia Amaranthaceae, Subfamilia Chenopodiaceae): Planta
de ciclo anual originaria de regiones asiaticas, probablemente de Persia. Se comercializa
para consumo fresco cruda o cocida, o industrializada en conserva, congelada,
deshidratada y liofilizada (para uso en sopas u otras comidas). Se cultiva en La Plata,
Mar del Plata, Mendoza, Rosario y Valle inferior del rio Chubut. En la zona de La Plata
se produce principalmente bajo invernaculo con riego por goteo (Ferratto et al., 2010).

En el Laboratorio de la Catedra de Fitopatologia de la UNLP se recibieron plantas
de un cultivo de espinaca que presentaron sintomas de amarillamiento de las hojas y
una severa disminucion de raices en las plantas afectadas en comparacion con las sanas
(Fig. 12).

2.4. Pruebas de patogenicidad: Durante este estudio, para los tres patosistemas se
inocularon plantines de primer trasplante (método de inoculacién descripto en
Materiales y Métodos item 5.2). A partir de los 5 dias en estrella federal y espinaca y de
los 7 en tabaco, se iniciaron los sintomas. En espinaca las hojas perdieron coloracion y
turgencia hasta marchitarse debido a la pudricion de las raices. En estrella federal
ademas de estos sintomas en las hojas, a los 7 dias se observé un oscurecimiento y
posterior pudricién de la base del tallo y las raices. Todas las plantas fueron
severamente afectadas. Los plantines de tabaco evidenciaron menor desarrollo y hojas
mas claras, lo cual fue coincidente con menor desarrollo de raices. Esto se observé en
todos los plantines inoculados. Las plantas testigo permanecieron sanas, corroborandose
la patogenicidad de los aislamientos. El reaislamiento presentd en todos los casos

idénticas caracteristicas al aislamiento inicial.
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PYTHIUM APHANIDERMATUM

Fig. 10:Euphorbia pulcherrima a) Detalle del sistema de produccién de gajos
enraizados en Oasis®. b, ¢, e, f, g, j, K) Plantulas con podredumbre basal y radicular. d,
h, 1) Sintomas en plantas adultas, con severa defoliacidn de hojas inferiores. i) Tira de
inmunostrip reaccidn negativa para presencia de Phytophthora.
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PYTHIUM APHANIDERMATUM

=Y

Fig. 11: Nicotiana tabacum. a, d) Vista del invernaculo con sistema de
produccion de plantines en bandejas flotantes b) Bandejas flotantes vacias c)
Plantines de tabaco sanos, obsérvese el desarrollo de raices de absorcion. e)
Plantines de tabaco enfermos con menor desarrollo y necrosis del sistema

radicular.
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PYTHIUM APHANIDERMATUM

Fig. 12: Spinacea oleracea: a, b) Plantas sanas. c) Plantines enfermos con

necrosis foliar y pudricion radicular. d) Detalle de sintomas en raices.
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3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

Todos los aislamientos presentaron idénticas caracteristicas morfoldgicas vy
culturales.
3.1. Caracterizacion de la colonia

Micelio blanco aéreo en AHM sin patron de crecimiento definido, de

crecimiento vigoroso en APG (Fig. 13). Crecimiento diario a 25 °C: 30 mm/dia.
Temperaturas cardinales: min.10 °C, épt. 25-35 °C y max. >37 °C. El cultivo tipo
ATA117 fue depositado en la World Oomycete Genetic Resource Collection (WOC)
bajo el nimero P19654.

3.2. Caracterizacion morfoldgica

Micelio cenocitico, hialino, ramificado, hifa principal > 8 pm  diam.
Esporangios filamentosos, lobulados, formando una estructura torulosa (alargada con
constricciones), medidas variables en largo y ancho. Forma zoosporas a 25°-30°C.
Oogonio globoso de pared lisa y fina, mayormente terminal, 15-27 (x: 24) pm diam.;
oosporas apleréticas (16-) 19-23 (-27) (x: 21) pm diam; 1 anteridio, raramente 2 por
oogonio, mayormente monoclinos o diclinos, intercalares, ocasionalmente terminales,
separados de la hifa por tabiques, forma cilindrica, de campana, con amplio contacto
apical con el oogonio. Estructuras sexuales muy abundantes en AHM y en AA (Figs.
14-17).

Observaciones: Las principales caracteristicas que permiten diferenciar a P.
aphanidermatum de otras especies de Pythium son la presencia de esporangios

lobulados, oosporas apleroticas y los caracteristicos anteridios intercalares.

Fig. 13: Colonia de 5y 7 dias en APG de izquierda a derecha, respectivamente.
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PYTHIUM APHANIDERMATUM

Fig. 14: Pythium aphanidermatum. Esporangios lobulados
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PYTHIUM APHANIDERMATUM

Fig. 15: Pythium aphanidermatum a) Oosporas desarrolladas en el medio de
cultivo. b) Oosporas desarrolladas en tejido de Agrostis. ¢, d ) Oogonio globoso

de pared lisa y anteridio intercalar. BAR= 10 um
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PYTHIUM APHANIDERMATUM

Fig. 16: Pythium aphanidermatum a, b) Conjunto de oogonios y anteridios
intercalares. BAR=10um
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PYTHIUM APHANIDERMATUM

Fig. 17: Pythium aphanidermatum a) Conjunto de oogonios y
anteridios intercalares. BAR= 20 um b, c¢) Detalle de oogonio
intercalar. Obsérvense los tabiques que lo delimitan en la hifa.

b: BAR=10 pum. c: BAR= 20 pm.
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4. CARACTERIZACION MOLECULAR

Fueron secuenciadas las regiones ITS4/ITS5 de los aislamientos ATA1l7 y
ATAL118 obtenidos de plantas enfermas de tabaco, por considerarse éste, un cultivo de
mayor importancia economica en el pais en relacion a los otros dos. Se obtuvieron
secuencias de 815 bases, seleccionandose ATA 118 para su comparacidn con secuencias
homodlogas en el GenBank. Presentd6 un 99 % de homologia con: Pythium
aphanidermatum AY598622-cultivo tipo CBS 118.80 (dos bases de diferencia y un
gap); HQ643438-CBS 118.80 tipo (una base de diferencia y un gap); HQ643440-
“Barcoding” (una base de diferencia y un gap); AB355599-Kobayashi & Tojo (dos
bases de diferencia y un gap).

P. aphanidermatum se ubica en el clado A subclado P. aphanidermatum
(Lévesqué & de Cock, 2004) junto a P. deliense. Ambas especies se caracterizan por
tener esporangios lobados, rapido crecimiento y 1-2 anteridios monoclinos
frecuentemente intercalares. Aislados de dicotileddneas en climas célidos. P. deliense se
diferencia por tener un pie del oogonio curvado hacia el anteridio y oogonios y oosporas
de menor tamafio (oogonio X: 21,9 pum y oospora X: 17 pm diam.) en relacion al

aislado ATA118 que presentd 0ogonio X: 24 pm y oospora X: 21 pm diam.

v' El resultado positivo de las pruebas de patogenicidad y las
caracterizaciones morfoldgicas, culturales y moleculares permiten
identificar a Pythium aphanidermatum como agente causal de
Podredumbre basal y radicular de Euphorbia pulcherrima; Pudricion

radicular de Nicotiana tabacum y Spinacea oleracea.

v’ Este es el primer registro en Argentina de este patégeno afectando

tabaco y espinaca.

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

Afecta a numerosas familias botanicas: Amaranthaceae, Amaryllidaceae,
Araceae, Basellaceae, Bromeliaceae, Cactaceae, Chenopodiaceae, Compositae,

Coniferae, Convolvulaceae, Cruciferae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Gramineae,
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Leguminosae, Linaceae, Malvaceae, Moraceae, Passifloraceae, Rosaceae, Solanaceae,
Umbeliferae, Violaceae, Vitaceae, Zingiberaceae (Waterhouse & Waterston, 1964).

Es una especie distribuida mundialmente, citada en los siguientes paises: En
Africa (Congo, Egipto, Fernando Poo, Ghana, Costa de Marfil, Kenia, Malawi, Mali,
Mauricio, Mozambique, Nigeria, Rhodesia, Senegal, Sierra Leona, Sudéafrica, Sudan,
Tanzania, Togo, Zambia); en Asia (Abu Dhabi, China, India, Indonesia, Sumatra, Iran,
Israel, Japon, Malasia, Pakistan, Filipinas, Sri Lanka, Taiwan, Tailandia, Azerbaiyan,

Vietnam); en Australasia y Oceania (Australia, Hawai, Nueva Caledonia, Paptia Nueva

Guinea); en Europa (Austria, Gran Bretafia, Checoslovaquia, Chipre, Francia, Grecia,

Italia, Paises Bajos, Polonia, Unidn Soviética, Yugoslavia); en América del Norte

(Canada, México, Estados Unidos); en América Central y las Antillas (Antillas, Costa

Rica, Jamaica, Panama, Puerto Rico); en América del Sur (Argentina, Brasil, Chile,
Per(, Venezuela) (CAB International, 1978).

P. aphanidermatum se comporta como patdgeno muy agresivo a altas
temperaturas (Gold & Stanghellini, 1985). Entre las enfermedades que ocasiona se
destacan: Damping-off de pre y post emergencia, en diferentes hospedantes; la
“Pudricién algodonosa de frutos de Cucurbitaceas” (Drechsler, 1925); la “Pudricién
del tallo y raiz de maiz”” (Pontis Videla, 1951); el “Tizén algodonoso del césped”
(Weels et al., 1954, Hall et al., 1980 citados por Abad et al., 1994; Freeman, 1980;
Allen et al., 2004). EI nombre de tizén algodonoso hace referencia al crecimiento de
micelio aéreo blanco y mullido sobre las lesiones. Esta enfermedad fue reportada por
primera vez en Estados Unidos en la década de 1930 y en sucesivos afios afectando
campos de golf. Sin embargo, es ahora reconocida como un problema en el césped en
parques, jardines y campos de deportes. La enfermedad se ha detectado en las especies
de gramineas (céspedes) de los Estados Unidos, Canada, Alemania, Francia y Japén
(Allen et al., 2004).

Afecta, ademas, algodon, cafia de azucar, cafeto, cactaceas, cartamo, citricos,
espinaca, frijol, gramineas, jengibre, papa, pifia, remolacha azucarera, soja, tabaco,
numerosas plantas ornamentales (estrella federal, crisantemo), entre otras y de suelo y
agua (van der Plaats-Niterink, 1981). Se ha comprobado que el extracto crudo de P.
aphanidermatum presenta bioactividad herbicida frente a malezas como Digitaria

sanguinalis, Amaranthus retroflexus, Chenopodium album, Echinochlora crus-galli,
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Chloris virgata y Setaria glauca (Zhang et al., 2005; 2010; Xu et al., 2008 citados por
Ho, 2013).

6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

En Argentina un elevado nimero de hospedantes han sido afectados por P.
aphanidermatum (Tabla 1). La figura 4 muestra la frecuencia relativa de cada relacion
hospedante-Pythium sp. en la Argentina. P. aphanidermatum fue aislado por primera
vez en 1950, en la Provincia de Cérdoba, de plantas grandes de Pisum sativum (arveja)
con podredumbre radical, causando aproximadamente 40% de mortandad. En 1953
provocd marchitamiento y muerte de plantas adultas de poroto debido a podredumbre
parcial o total de raices y necrosis del tallo, en cultivos de Villa Ascasubi (Prov. de
Cordoba). En terrenos anegados las peérdidas fueron totales. Fue reportado en Manfredi
(Prov. de Cordoba) ocasionando muerte de plantas grandes de Capsicum annum
(pimiento), podredumbre total de raices y necrosis del tallo de Cereus aethiops (hachén-
cactus) y causando la muerte de plantas de Euphorbia marginata (copo de nieve) con
podredumbre de raices (Frezzi, 1956). Ademas se menciona su aparicion en cultivos de
Beta vulgaris (remolacha); Citrullus lanatus (sandia); Cucumis melo (melén); Cucurbita
maxima (zapallo); Cucurbita pepo (calabacin-zucchini); Fragaria vesca (frutilla
silvestre); Medicago sativa (alfalfa), Melia azedarach (paraiso); Morus alba (mora) y
Phaseolus vulgaris (poroto). En los ltimos afios fue aislado de Allium cepa (cebolla)
(Kiehr et al., 2002); Amaranthus caudatus (amaranto) (Noelting & Sandoval, 2003);
Allium schoenoprasum (ciboulette); Ocimum basilicum (albahaca) y Solanum
melongena (berenjena) (Colombo et al., 2005). Palmucci & Grijalba (2007)
identificaron a P. aphanidermatum afectando almacigos de Euphorbia pulcherrima
(estrella federal), causando muerte de plantines por pudricion de la base del tallo y
raices. En el cinturén horticola de Bahia Blanca se han encontrado lotes de Cucurbita
moschata (zapallo Anco) con podredumbre de frutos, debida a Pythium cf.
aphanidermatum (Kiehr & Delhey, 2013). En marzo de 2012, en invernaculos del
partido de La Plata, plantas adultas de tomate presentaron una lesion castafia de aspecto
humedo, que se extendid 2-4 cm por encima del suelo. Las plantas afectadas se
marchitaron y murieron, identificindose a Pythium aphanidermatum como el agente
causal de estos sintomas (Grijalba et al., 2015). Posteriormente fue identificado por

afectando plantines de Cucumis sativus (pepino) (Palmucci, ined.).
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Fueron halladas citas sobre otras especies de Pythium afectando estos
hospedantes: en Nicotiana tabacum, P. irregulare ocasioné damping off en la Provincia
de Cordoba (Frezzi, 1956); en Spinacea oleracea, P. ultimum fue registrada por Frezzi
(1956) en Cordoba y por Mazanti (1972) en Corrientes, en ambos casos causando

damping off.

7. COMENTARIOS

a) P. aphanidermatum provoca muchas enfermedades de importancia econémica y es
una de las especies mas patdgenas del género Pythium, siendo comun su aparicién en
cultivos hidropdnicos de lechuga, tomate, tabaco y espinaca. Segun lo ya expuesto en
items anteriores se observa que no sélo puede reducir el rendimiento o la calidad de los
cultivos, sino ademas causar la muerte de las plantas afectadas. Se han reportado
pérdidas importantes del rendimiento en lechugas y en pimiento creciendo en cultivos
hidroponicos debido a infecciones subclinicas de P. aphanidermatum afectando raices
de absorcidn (Stanguellini & Kronland, 1986; Owen et al., 2003).

b) Tal como se observo en el presente relevamiento, P. aphanidermatum afecta con
frecuencia a Euphorbia pulcherima ocasionando pudriciones radiculares en camas de

enraizamiento y plantas en maceta (Moorman et al. 2002; Palmucci et al., 2007).

c) Varias especies de Pythium han sido reportadas en el mundo afectando a las raices de
tabaco. Son comdnmente citadas Pythium aphanidermatum, P. catenulatum, P.
dissotocum, P. helicoides, P. intermedium, P. irregulare, P. mamillatum Meurs, P.
middletonii Sparrow, P. myriotylum Drechsler, P. paroecandrum Drechsler, P.
rostratum, P. sylvaticum, P. ultimum, P. uncinulatum van der Plaats-Niterink & Blok,
P. violae Chester & Hickman, Pythium sp. "grupo F" y Pythium sp. "grupo T"
(Stanghellini & Kronland, 1986, Stanghellini & Rasmussen 1994, Herrero et al., 2003);
P. spinosum; P. oligandrum; P. splendens (Cartwright et al., 1995) y P. myriotylum
(Anderson et al., 1997; Sigobodhla et al., 2010). Ocasionan en menor 0 mayor grado
pudricién radicular, amarillamiento y tizon de hojas. Afectan el vigor de las plantulas
con efectos posteriores en la eficiencia del trasplante. Ho (2013) cita a P.

aphanidermatum como la principal especie de Pythium que afecta cultivos de tabaco en
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China, ocasionando sintomas de atizonamiento y pudricion del cuello de la raiz en
plantulas y plantas a campo. P aphanidermatum se ha citado causando damping off en
tabacos creciendo en camas de siembra en India (Subhashini & Padmaja, 2009) y en
plantulas en cultivos hidroponicos en los Estados Unidos (Gutiérrez et al., 2012). Ho
(2013) en su publicacion sobre el género Pythium en China expresa que “P.
aphanidermatum es la especie dominante causando damping off, podredumbre de
raices, tallos, hojas y frutos en una amplia variedad de plantas a lo largo del pais, a
campo, en transito o durante el almacenamiento. Entre los cultivos més importantes
que afecta destaca al algodon y el tabaco”.

Durante el desarrollo de la enfermedad en tabaco se ha observado que las
temperaturas éptimas de crecimiento del patdégeno (25-35 °C y méax. >40 °C) fueron
coincidentes con la severidad de la enfermedad observada in situ y por los productores

durante el ciclo de cultivo.

d) En los sistemas de produccién hidroponicos, las infecciones radiculares ocasionadas
por Pythium, son mucho més destructivas en la mayoria de los cultivos en épocas donde
se produce una elevacion de la temperatura de la solucién nutritiva y del ambiente del
invernaculo (Sutton et al., 2006). P. aphanidermatum provoca sintomas mas graves de
pudricion de la raiz con temperaturas moderadas a altas en la zona radicular (23-27 °C)
(Gold & Stanghellini, 1985; Martin & Loper, 1999; Owen et al., 2003; Cipriano et
al., 2005). En crisantemos cultivados en contenedores de una sola planta, P.
aphanidermatum caus6 sintomas progresivamente mas severos con el aumento de
temperatura de 20 °C a 32 °C (Gold & Stanghellini, 1985). Estudios realizados por
Stirling et al. (2004) concluyeron que la pudricion radicular causada por este patdégeno

en pimiento fue significativamente mas severa a 35-40 °C que a 30 °C.

En investigaciones sobre la influencia de la temperatura en el desarrollo de P.
aphanidermatum se hallan citados diferentes valores. Middleton (1943) obtuvo una
temperatura 6ptima de 34 °C y en algunos aislamientos, una max. de 46 °C. Van der
Plaats-Niterink (1981) valores 6pt. entre 35-40 °C y max. de 40 °C. Triki et al. (2001)
verificaron una 6pt. de 30 °C y una max. entre 37-40 °C y posteriormente Tojo et
al. (2006) informaron en sus estudios una opt. 37 °C y una max. 40 °C. En tanto que
para Serrano et al. (2008) los valores de temperatura 6ptima fueron de 28-34 °C vy la
max. de 40 °C. Da Silva Patekosky & Pires Zottarelli (2009) verificaron una opt. de 31
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°C y max. 40 °C. De lo expuesto se observa que no existen diferencias considerables
entre las temperaturas presentadas por los diferentes autores y las obtenidas en el
presente estudio (min.10 °C, 6pt. 25-35 °C y max. >40 °C).

El crecimiento diario verificado en el aislamiento ATA117 fue de 30 mm/dia a 25
°C en APG. A esta misma temperatura van der Plaats-Niterink (1981) reporté > 30
mm/dia creciendo en agar papa-zanahoria. Da Silva Patekosky & Pires Zottarelli (2009)

citan valores de 33 mm/diaa 35 °C y 11 mm /dia a 15 °C.

139



PYTHIUM DISSOTOCUM Drechsler (1930)

Syn: Pythium araiosporum Sideris (1932).
Pythium oryzae S. Ito & Tokunaga (1933).
Pythium perigynosum Sparrow (1936).

El aislamiento fue identificado como P. dissotocum de acuerdo con la descripcion
de van der Plaats-Niterink (1981), Frezzi (1956) y Dick (1990). La especie fue descripta
por Drechsler (1930) segun las caracteristicas del aislamiento original procedente de
raices afectadas de Saccharum officinarum L. en Estados Unidos. Puede causar

podredumbres radiculares, damping off, y ser parasito de peces.

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

El aislamiento ATA116.1.2.3 fue obtenido de plantas de Nicotiana tabacum
(tabaco) creciendo en bandejas flotantes, en tres establecimientos de produccion de
plantines localizados en la Provincia de Salta (Valle de Lerma) (Coleccion Ing.
Palmucci, 2007).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1 Nicotiana tabacum (Solanaceae): Se visitaron tres establecimientos de diferente
tamafio y nivel tecnolégico. Dos de ellos con piletas a cielo abierto conteniendo plantas
flotantes, otro de gran superficie con plantines creciendo en bandejas flotantes ubicadas
bajo inverndculo. En los 3 establecimientos se encontrd idéntica sintomatologia:
grandes manchones de plantas con menor crecimiento, hojas cloréticas, algunas con
necrosis parcial en diferente grado. Al descalzarlas se observdO menor desarrollo
radicular, raices necrosadas o con pudricion, algunas ennegrecidas. En plantas
infectadas que alcanzaron mayor desarrollo, el sistema radicular también se observo

disminuido, y la clorosis afect6 solo a las hojas basales (Fig.18).

2.2. Pruebas de patogenicidad. Se inocularon plantines de primer trasplante (método
de inoculacion descripto en Materiales y Métodos item 5.2). A partir de los 7 dias se

iniciaron los sintomas observandose hojas mas claras y menor desarrollo de los
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PYTHIUM DISSOTOCUM

Fig 18: Nicotiana tabacum. Plantas de tabaco creciendo en piletas flotantes a cielo
abierto. a) Foco central con sintomas de clorosis. b-d) Detalle de plantas afectadas con

clorosis y pudricion radicular. e) Plantas cloréticas y manchones sin plantas.
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plantines, lo cual fue coincidente con la disminucion de las raices. A los 10 dias todos
manifestaron los mismos sintomas, mientras los testigos permanecieron sanos,
corroborandose la patogenicidad del aislamiento. El reaislamiento presentd identicas

caracteristicas al aislamiento inicial.

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1 Caracterizacion de la colonia

Micelio blanco aéreo sin patron radial en AHM, de crecimiento vigoroso en
APG. En AHM colonias sumergidas sin un patron especial, en agar de papa-zanahoria
(APZ) patron radial. Temperaturas cardinales: min. 5 °C, opt. 20-28 °C, max. > 35 °C.
Tasa diaria de crecimiento 16 mm/dia en APG a 25 °C. El aislamiento fue depositado en

la World Oomycete Genetic Resource Collection bajo el nimero P19652 (Fig. 19).

3.2. Caracterizacion morfoldgica

Micelio cenocitico, hialino, ramificado. Hifa principal > 7 pm diam., con
apresorios cilindricos o en forma de maza. Esporangios de tipo filamentoso, terminales,
formando estructuras dendroides alargadas, poco dilatadas (en algunos casos se parecen
a hifas, diferenciandose de ellas por su contenido protoplasmatico mas denso).
Formacion de zoosporas entre 5-20 °C. En hojas de Agrostis desarrollé estructuras
sexuales sin dificultad: oogonios terminales, intercalares, separados de la hifa por un
tabique, o laterales, lisos, esféricos, (18-) 21-24 (-25) (x: 22,5) um diam; anteridios
comunmente 1 o 2 por oogonio, sésiles o pedicelados, originados préximos al oogonio,
claviformes, curvos, dilatados en su insercion a la hifa y mas delgados hacia el oogonio,
monoclinos o diclinos, hipdginos en oogonios intercalares; oosporas apleroticas o casi
plerdticas, (16-) 19-22 (-24) (x: 20,5) um didm., con una pared del oogonio de 2,5 pm
de diam. promedio (Figs. 19-21).

v" El resultado positivo de las pruebas de patogenicidad y las caracterizaciones
morfoldgicas y culturales permitieron identificar a P. dissotocum como agente
causal de la Podredumbre radicular de Nicotiana tabacum, siendo éste el primer

registro en Argentina.
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PYTHIUM DISSOTOCUM

Fig. 19: Pythium dissotocum. a) Colonia con desarrollo de 4 dias en AZ
siguiendo un patron radial. b) Colonia de 7 dias en APG. ¢) Colonia de 10 dias en
APG. d) Esporangios filiformes semejantes a hifas e) Apresorio cilindrico o en

forma de maza
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PYTHIUM DISSOTOCUM

Fig. 20: Pythium dissotocum. a, b) Esporangios filiformes y micelio. BAR= 20
pm.
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PYTHIUM DISSOTOCUM

Fig. 21: Pythium dissotocum. a) Zoosporas enquistadas germinando.
b) Oogonio terminal y anteridio diclino. BAR= 25 um.
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4. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

P. dissotocum afecta numerosos hospedantes: Daucus carota (Apiaceae); Lactuca
sativa, Parthenium argentatum (Asteraceae); Beta vulgaris, Spinacea oleracea
(Chenopodiaceae); Cucumis sativus (Cucurbitaceae); Kummerowia stipulacea, Lupinus
digitatus, L. polyphyllus, Medicago sativa, Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Vicia
faba (Fabaceae); Pelargonium cv. (Geraniaceae); Hydrilla verticillata
(Hydrocharitaceae); Iris sp. (Iridaceae); Garya illinoensis (Juglandaceae); Hyacinthus
cv., Tulipa cv. (Liliaceae); Papaver somniferum (Papaveraceae); Oryza sativa,
Saccharum officinarum, Triticum aestivum (Poaceae); Fragaria < ananassa, F. vesca,
Prunus persica (Rosaceae); Citrus nobilis (Rutaceae); Capsicum annuum, Lycopersicon
esculentum (Solanaceae); Pilea pumila (Urticaceae). Neogobius fluviatilis, Neogobius
gymnotrachelus, Perccottus glenii, Pseudorasbora parva (Superclase Pisces). (Spencer,
2004a). Ademas se halla citado afectando cilantro (Coriandrum sativum L.) (Apiaceae)

creciendo en cultivo hidropdnico en Puerto Rico (Romero et al., 2012).

En el afio 2004 el CABI (Centre for Agricultural Bioscience International)
reporta su distribucion en los siguientes paises: de Africa (Sudéfrica); de. América:
(Canada, Estados Unidos); de Asia (China, India, Indonesia, Japon, Corea, Libano,

Rusia); de Australasia y Oceania (Australia, Queensland). Europa (Gran Bretafa,

Islandia y Holanda) (Spencer, 2004a).

Ha sido aislado de agua en Unidn de Estados Socialistas Soviéticos (URSS)
(Meshcheryakova, 1970; Meshcheryakova & Logvinenko, 1970, citados por Lodhi,
2007) y Paises Bajos (Holanda) (van der Plaats-Niterink, 1975); de sistemas de
irrigacion en Inglaterra (Pittis & Colhoun, 1984) y en Egypto (Abdelzaher et al., 1994);
de aguas del lago Dawmat Al-Jandal en Arabia Saudita, junto a otras especies de
Pythium, comportdndose como moderadamente patégeno (Al-Sheikh et al., 2012). En
Pakistan, Lodhi (2007, 2013) en su relevamiento de Oomycetes en la Provincia de
Sindh, recolecté P. dissotocum de estanques (distrito Nawabshah), lagos y agua de

canales.
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5. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

En Argentina P. dissotocum fue aislado por primera vez en 1953, de Morus alba
L. (morera blanca) con damping off, en la localidad de Villa Corina (Prov. de Cordoba).
En 1955, de raices necrosadas de Gladiolus communis L. (gladiolo) en Urundel (Prov.
de Salta) y de Solanum lycopersicum=Lycopersicum sculentum Mill. (tomate)
severamente afectado por damping off en Caimancito (Prov. de Jujuy) (Frezzi, 1956)
(Tabla 1).

Ademas, se encuentra citada P. irregulare ocasionando damping off en plantines

de Nicotiana tabacum, en la Provincia de Cérdoba (Frezzi, 1956).

6. COMENTARIOS

a) van der Plaats Niterink (1981), define claramente las principales caracteristicas
morfoldgicas que diferencian P. dissotocum con otras especies relacionadas como P.
adhaerens, P. angustatum. P. coloratum, P. myriotylum. P. monospermum, P. aquatile,
P. diclinum, P. papillatum, P. apleroticum, P. piriilum, P. tenue, P. marinum, P.

peryginosum.

Con el advenimiento de la biologia molecular la comparacion de secuencias de
ADN permitié agrupar a las especies y correlacionar su ubicacion con caracteristicas
morfoldgicas constantes. Lévesque & de Cock (2004) dividen al género Pythium
filogenéticamente en 11 clados. Algunas de las especies con las que van der Plaats-
Niterink compar6 a P. dissotocum quedan ubicadas en otros subclados, y otras de
aparicion posterior a su publicacion integran el mismo. P. dissotocum se ubica en el
clado B subclado B2, junto a P. apleroticum, P.aquatile, P. pachycaule, P. coloratum,
P. lutarium, P. marinum, P. diclinum, P. capillosum y P. flevoense. El clado B incluye
a las especies de Pythium con esporangios filamentosos, no inflados o ligeramente
inflados, con oogonios lisos, su mayoria menores de 30 pum de diam. y una tasa de
crecimiento moderada (la mayoria 10-20 mm/dia). A excepcion de P. dissotocum, que
afecta cultivos, la mayoria de las especies de este subclado son poco frecuentes. Entre
ellas P. aquatile, si bien es probablemente ubicua, se encuentra poco representada en
las colecciones ya que no causa enfermedades en las plantas, procede de suelo, algas, o

de raices de Pinus y esporadicamente de las dicotiledoneas (Lévesque & de Cock,
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2004). Ademas los estudios moleculares efectuados por Lévesque & de Cock (2004)
demuestran que para las secuencias de ITS, P. coloratum, P. lutarium, P. marinumy P.
dissotocum son idénticas, y P. diclinum difiere por 1 par de bases (pb.). Estas especies
son morfolégicamente bastante similares en sus estructuras sexuales (esporangios
filamentosos, ligeramente inflados, salvo P. marinum). Por consiguiente, debido a las
similitudes que presentan, tanto morfologicas como en sus secuencias de ITS, Lévesque
& de Cock (2004) concluyeron que P. coloratum, P. lutarium, P. marinum y P.
diclinum son probablemente sindnimos de P. dissotocum. Si bien este trabajo es el mas
reconocido, otros estudios previos ya habian mencionado algunas similitudes:
Krywienczyk & Dorworth (1980) reportaron que seroldgicamente P. dissotocum y P.
coloratum estaban estrechamente relacionados; estudios sobre polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) e ITS llevados a cabo por Wang & White
(1997) y Matsumoto et al. (1999) concluyeron que P. coloratum y P. dissotocum son
idénticas especies. Recientemente otras investigaciones sobre LSU rADN permitieron
concluir que P. lutarium, P. marinum y P. coloratum son sindnimos de P. dissotocum
(Lodhi, 2007). Sin embargo tanto Lévesque & de Cock (2004), como Lodhi (2007),
ponen en duda la autenticidad del aislamiento de P. maritimun disponible en el

GenBank, por no representar al aislamiento ex tipo de esta especie.

b) P. dissotocum puede transmitirse por el suelo contaminado, los restos vegetales con

oosporas Yy el agua con esporangios (Spencer, 2004a).

c) En el cultivo de tabaco, si bien la produccién de plantas en almacigos flotantes,
utilizando las bandejas de poliestireno, presentan ventajas desde el punto de vista
productivo, ante la presencia de Oomycetes constituyen un medio ideal para la

dispersion del inoculo hasta los tejidos radiculares del hospedante en crecimiento.

d) En diferentes investigaciones se reporta que los sintomas ocasionados por P.
dissotocum son mas severos con temperaturas moderadas a altas en la zona radicular.
Baptista (2007) estudio su patogenicidad en variedades de lechuga, observando que a 27
°C, el porcentaje de plantulas muertas fue mayor que a 20 °C. Sin embargo en
espinacas, si bien se informo severidad a los 21- 27 °C, los sintomas fueron ain mas

graves en los meses de invierno cuando las temperaturas de la solucion nutritiva fueron
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bajas. En experiencias realizadas en Brasil con cepas de P. dissotocum aisladas de
cultivo hidroponico de Solanum lycopersicum (tomate), el mayor crecimiento se obtuvo
a temperatura de 30 °C, siendo de 23 mm/dia y el menor de 12 mm/dia a 15°C (da Silva
Patekoski & Pires Zottarelli, 2009). Para Middleton (1943) la temperatura éptima de
crecimiento fue de 28 °C y la max. 34 °C y para van der Plaats-Niterink (1981) la opt.
fue de 20-25 °C y la méx. 35 °C. En un cultivo hidropdnico de racula, la temperatura
Opt. de crecimiento fue de 27 °C y la méx. de 35°C (Baptista, 2007). En el presente
estudio las temperaturas obtenidas: min. 5 °C, opt. 20 - 28 °C, méx. > 35 °C y la tasa
diaria de crecimiento de 16 mm/dia en APG a 25 °C, guardan relacion con los
informados por otros autores. Las diferencias podrian deberse a los medios de cultivo

utilizados y a caracteristicas propias de los aislamientos.
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PYTHIUM GRAMINICOLA Subramaniam (1928)

Syn: Pythium graminicola var. stagni Héhnk. 1953

El aislamiento fue identificado como P. graminicola de acuerdo a la descripcion
de van der Plaats-Niterink (1981) basada en el neotipo CBS327.62, Frezzi (1956) y
Dick (1990).

P. graminicola fue descrita por primera vez por Subramaniam (1928) en India,
aislada de raices de trigo afectadas. Es un patdgeno cosmopolita, que produce tizon de
plantulas, podredumbre de la corona y raices. Afecta numerosas gramineas (Poaceae),
entre ellas: Agropyron sp. (agropiro), Agrostis sp. (agrostis), Avena sativa (avena),
Oryza sativa (arroz), Saccharum officinarum (cafia de azucar), Hordeum vulgare
(cebada), Bromus inermis (cebadilla), Secale cereale (centeno), Zea mays (maiz),
Panicum miliaceum (mijo), Poa sp. (poa), Sorghum vulgare (sorgo) y Triticum aestivum
(trigo), causando un dafio considerable a las raices de los cereales y gramineas en
condiciones de suelo himedo y cuando prevalece el monocultivo (Farr & Roosman,
2014).

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

El aislamiento AKIK114.1.2 fue obtenido de plantas de Pennisetum clandestinum
Hochst. (kikuyo) procedentes de 2 jardines de la zona norte del Gran Buenos Aires
(Partido de Pilar).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Pennisetum clandestinum (Poaceae): Es una especie de graminea (césped) de
crecimiento PVO (primavera, verano, otofio) utilizada en zonas célidas de la Argentina.
En dos jardines de la zona norte del Gran Buenos Aires (Partido de Pilar) en diciembre
de 2012, se observaron manchones amarillentos de forma circular. La enfermedad se
inicio a fines de primavera y continué durante el verano. Las plantas evidenciaron en
sus hojas un acentuado amarillamiento. Al descalzarlas se observaron raices con severa
pudricion, menor desarrollo y ennegrecimiento. En el césped se formaron parches de
tipo circular con el centro seco por la mortandad de plantas. Anteriormente esta

enfermedad fue observada por Grijalba & Palmucci (2011), en la primavera de 2009 y
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en el verano de 2010, en parques privados de las localidades de San Isidro y Martinez,

en relevamientos en jardines y ventas al publico (Fig. 22).
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Fig. 22: Pythium graminicola. a) Sintomas de amarillamiento

del césped. b) Manchones vacios por mortandad de plantas.

2.2. Pruebas de patogenicidad: Estas fueron efectuadas en oportunidad de obtenerse el
primer aislamiento en 2010 (Grijalba & Palmucci, 2011). Se utilizaron panes de césped
comercial y en contacto con las raices y estolones se coloco agar con desarrollo del
oomycete (método descripto en el item 5.2 Materiales y Métodos). Luego de 30 dias las

plantas de kikuyo presentaron hojas uniformemente amarillas y raices marron
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amarillentas y podridas. Las plantas finalmente murieron. El reaislamiento del
organismo causal, cuyas caracteristicas fueron idénticas a las del aislamiento inicial,

permitié completar los postulados de Koch. Las plantas control no expresaron sintomas.

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1. Caracterizacion de la colonia

Micelio blanco aéreo de poco crecimiento, patron arrosetado en APG, crecimiento
subsuperficial con leve patron radial en AHM. Las temperaturas cardinales fueron min.
15 °C; 6pt. 30 °C; y max. >35 °C., con una tasa diaria de crecimiento de 20 mm en APG
a 25 °C. El aislamiento AKIK 114 fue depositado en la World Oomycete Genetic
Resource Collection (WOC) con el nUmero P19707 y en la Céatedra de Fitopatologia de
la FAUBA (AKIK 114).

3.2. Caracterizacion morfologica

En los preparados microscopicos se observaron hifas cenociticas con protoplasma
granular y numerosos apresorios subesféricos o irregulares. Hifa principal >6 um diam.
Esporangios terminales o intercalares lobados de tipo irregular. En los tejidos de hojas de
Agrostis desarrollaron oogonios, anteridios y oosporas. Oogonios terminales o
intercalares, globosos de pared lisa, (20-) 21-23 (-25) (X: 22) pm diam.; 1 a 7 anteridios
por oogonio, predominantemente monoclinos, algunos diclinos, con presencia de tubos de

fertilizacion; oosporas pleroéticas lisas de pared gruesa (Figs. 23-26).

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

Se amplificd y secuencio la region ITS mediante los primers generales 1TS4 e
ITS5 (Grijalba & Palmucci, 2011) y la region Beta Tubulina mediante los primers BT5
y BT6 (Grijalba & Palmucci, 2013). Ambas secuencias se alinearon con las secuencias
disponibles del GenBank, observandose un 100% de homologia con Pythium
graminicola AY598625 y 99% con DQ071309.

Como caracteristicas diferenciales de esta especie podemos citar la presencia de
anteridios predominantemente monoclinos; el tamafio de los oogonios 20-25 (X: 22) pm
y los esporangios lobulados. P. graminicola filogenéticamente se ubica en el

agrupamiento o clado B1d P. vanterpoolii (Lévesque & de Cock, 2004) junto a P.
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vanterpoolii, P. arrhenomanes, P. aristoporum, P. torulosum, P. inflatum, P. phragmitis
y P. periilum. Entre estos P. arrhenomanes si bien presenta oosporas plerdticas, se
diferencia por tener un nimero mayor de anteridios (15-20), mayormente diclinos. P.
aristosporum presenta oosporas apleréticas, anteridios diclinos, 8-10 anteridios por
oogonio y oogonios mas grandes. De P. torulosum y P. vanterpoolii, ambos
predominantemente con anteridios monoclinos y oosporas pleréticas; difiere en que
éstos forman 1-2 anteridios por oogonio y oogonios de menor tamafio entre 11-22 (X:
15) um, en P. torulosum y en P. vanterpoolii 11-22 (x: 19) pm. De P. myriotylum se
diferencia por sus oosporas pleroticas y diferentes relaciones temperatura—crecimiento.
P. inflatum presenta sélo anteridios diclinos y 1- 2 por oogonio (van der Plaats Niterink,
1981). Lévesque & de Cock (2004) realizaron un amplio analisis molecular y
filogenético donde compararon 116 especies de Pythium representativas en GenBank
con los ex-tipo correspondientes, entre sus conclusiones afirman que “P. piriilum es
sinénimo de P. graminicola por presentar idénticas secuencias de ITS y similitudes
morfoldgicas, y que difieren en el tamafio del oogonio y la estricta presencia de
esporangios filamentosos™. Idénticos resultados fueron reportados por Lodhi (2007)

considerando sus andlisis de ITS y LSU.

v’ Las caracteristicas culturales, morfolégicas y los resultados del analisis
molecular permitieron identificar a Pythium graminicola como el
causante del ““Amarillamiento y Podredumbre de raices del kikuyo™ en
la Republica Argentina, siendo éste el primer registro en el pais
(Grijalba & Palmucci, 2013). Nuevamente fue confirmada su aparicion

durante los relevamientos posteriores.
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PYTHIUM GRAMINICOLA

c

Fig. 23: Pythium graminicola. a, ¢) Oogonios y anteridios. b)

Apresorios. BAR= 30 pm.
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PYTHIUM GRAMINICOLA

Fig. 24: Pythium graminicola. Oogonios terminales, globosos de pared lisa
y anteridios monoclinos 1-2. BAR= 20 pm.
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PYTHIUM GRAMINICOLA

Fig. 25: Pythium graminicola. a, b) Esporangios lobulados de tipo
irregular. ¢, d) Apresorios. BAR= 10 um.
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PYTHIUM GRAMINICOLA

Fig. 26: Pythium graminicola. Detalle de apresorios formados en
medio de cultivo APG. BAR= 30 pm.
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5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

P. graminicola afecta muchos géneros y especies de la familia Poaceae:
Agropyron sp., Agrostis sp., Avena sp., Bromus sp., Festuca sp., Hordeum sp. , Lollium
sp., Oryza sativa, Panicum sp., Poa sp.; Phleum sp., Saccharum sp., Sorghum sp., Stipa
sp., Setaria sp. Secale cereale, Triticum sp., Zea mays (En: http:/nt.ars-

grin.gov/fungaldatabases/).

Se distribuye en los siguientes continentes y paises: Africa (Mauricio, Sudafrica,
Sudan); Asia (Ceilan, India, Indonesia, Malasia, Filipinas, Taiwan); Australasia y

Oceania (Australia, Hawaii); Europa (Inglaterra, Francia, Italia); América del Norte

(Canada, Mexico, Estados Unidos.); América Central y Antillas (Honduras Britanicas

(actualmente Belice), Jamaica, Puerto Rico, El Salvador); America del Sur (Argentina)
(Waterhouse & Waterston, 1992).

Posteriormente a su primer aislamiento (Subramanian, 1928) fue citado: en
Australia (Birch, 1986) afectando cafia de azlcar; en Brasil (Carvalho & Dec., 1965
citado por Lodhi, 2007) causando podredumbre radicular en anand y cafia de azlcar; en
Canada (Hsiang et al., 1995) provocando dieback en céspedes; en Corea causando tizon
foliar en céspedes de canchas de golf (Kim & Park, 1999); en China Yu & Ma (1989)
efectuaron un relevamiento del género Pythium y posteriormente Wu et al. (1990),
citado por Ho (2013) confirmaron a P. graminicola como el agente causal de la
podredumbre del pie en maiz y Xue (2003), citado por Ho (2013) lo report6 afectando
céspedes de Festuca rubra, Lollium perenne y Poa pratensis. En Egipto (Abdelzaher et
al., 2004) y en Francia (Rouhani et al., 1979) informaron su aislamiento desde la
microflora de maiz; en India fue reportado como patégeno de Curcuma (Rao, 1995).
Ademas fue citado afectando trigo en Pakistan (Lodhi, 2007); cafia de azlcar en Puerto
Rico (Valle-Lamboy & Ayala, 1980), como causante de podredumbre de raices de
anana en Thailandia (Pornsuriya et al., 2008) y afectando Lolium en Nueva Zelanda
(Robertson, 1980). En Estados Unidos fue hallado afectando pimiento (Chellemi et al.,
2000).
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6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

P. graminicola fue aislado por Frezzi (1956) de plantas de maranta (Maranta
arundinacea) con menor desarrollo y clor6ticas a causa de podredumbre de raices. Afios
mas tarde fue reportado como patdgeno de cafia de azlcar (Saccharum officinarum)
(Vazquez de Ramallo, 1985) (Tabla 1).

No se hallaron citas de otras especies de Pythium afectando Pennisetum

clandestinum.

7. COMENTARIOS

a) Verrucalvus flavofaciens Wong & Dick ocasiona en kikuyo una enfermedad con los
mismos sintomas, ademas los aislamientos obtenidos comparten muchas caracteristicas
con ese patogeno, lo cual produjo su errénea identificacion inicial (Grijalba &
Palmucci., 2011). Grijalba (2013) al analisis realizado con el marcador ITS, agregd la
utilizacion de Beta tubulina, con lo cual se logro dar mayor robustez a los resultados de
la secuenciacion, lo que permitio definir la correcta identificacion de la especie como

correspondiente a P. graminicola.

b) van der Plaats-Niterink (1981) para P. graminicola reportd temperaturas cardinales
min. 5 °C, 6pt. 30 °C, max. > 38 °C y una tasa de crecimiento de 20 mm/dia en agar
papa zanahoria (APZ) a 25 °C. Las especies agrupadas en el cluster B1d que incluye a
P. graminicola se caracterizan por presentar altas temperaturas de crecimiento, siendo la
opt. 30 °C y la max. 40 (Lévesque & de Cock, 2004). Estudios posteriores reportaron el
crecimiento diario en diferentes medios de cultivo: 25 mm en AHM, 27 mm en APD, 21
mm en APZ y 33 mm en CMDA-dextrosa agar harina de maiz (Lodhi, 2007). En el
presente estudio se verificaron temperaturas de crecimiento min. 15°C; épt. 30 °C; y

méax. >35 °C y una tasa diaria de crecimiento de 20 mm en APG a 25 °C.
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I1. ESPECIES CON ESPORANGIOS ESFERICOS,
SUBESFERICOS O ELIPSOIDALES

A.OOGONIOS LISOS

PYTHIUM CYLINDROSPORUM Paul (1992)

Syn: Globisporangium cylindrosporum (B. Paul) Uzuhashi, Tojo y Kakish (2010)

La identificacion se realizé utilizando las claves taxondmicas de van der Plaats-
Niterink (1986) y el trabajo publicado por Paul (1992) y fue confirmado por métodos
moleculares. Paul describi6 por primera vez esta nueva especie proveniente de
muestras de suelo recolectadas en Alemania (Paul, 1992). El espécimen tipo se halla
depositado con la identificacion CBS218.94.

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

Dos aislamientos de ALI11 fueron obtenidos de plantas de Eustoma grandiflorum
(lisianthus, lisianto) de reciente implantacion, creciendo en un cultivo bajo invernaculo

ubicado en la localidad de Abasto-Partido de La Plata (Coleccion Ing. Wolcan, 2005).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Eustoma grandiflorum (Gentianaceae): Especie originaria de las praderas humedas
del sur de los Estados Unidos y norte de México (Melgares de Aguilar, 1996). Se
cultiva como planta ornamental por su colorida floracion y alta productividad. Se
produce principalmente en Europa, Japon y Estados Unidos. En la Argentina, las
primeras variedades de lisianto fueron introducidas en la década del ochenta en
Florencio Varela, por productores de origen japonés, dedicados al cultivo de flor de
corte (Schon, 1997 citado por Barbaro et al., 2009).

El plantas de primer repique se observaron sintomas que desarrollaron lentamente:
redujeron su crecimiento, perdieron turgencia, el tejido se necroso y las plantas

murieron, presentando escaso sistema radicular a causa de pudricion.
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El aislamiento AL111 fue usado en pruebas de patogencidad en lechuga y

plantines florales.

2.2. Pruebas de patogenicidad: Para cumplir con los Postulados de Koch se hicieron
inoculaciones en plantines de lisianto. Ademas, por tratarse de un patdégeno nuevo en el
pais y con escasos hospedantes citados en el mundo, se inocularon plantines de
Impatiens wallerana (alegria del hogar), (Dianthus deltoides (clavelina), Lactuca sativa

(lechuga) (método descripto en Materiales y Métodos item 5. 2).

Los plantines de lisianto inoculados manifestaron sintomas semejantes a los
observados en infecciones naturales. A los 5 dias desde la inoculacion las hojas
perdieron turgencia y finalmente se marchitaron, el sistema radicular presentd
pudricién. Ocasiond los mismos sintomas en plantas de alegria del hogar, con alta
patogenicidad, y en clavelina, la cual fue moderadamente afectada. Todos los plantines

testigo permanecieron sanos.

P. cylindrosporum ha sido reportado afectando lechuga (Van Beneden et al., 2009).
Debido a eso se realizaron inoculaciones en plantines de Lactuca sativa var. Mantecosa,
creciendo en macetas y en cultivos hidroponicos ubicados en instalaciones del Instituto
de Floricultura-INTA Castelar. En estos Gltimos, se us6 un sustrato inerte, bajo un
sistema de produccion sin suelo cerrado con aporte de solucién nutritiva Enshi
(CETEFFHO). EIl ino6culo se aplicé a razon de 9 gramos/ maceta. En ambas
inoculaciones (plantines en maceta e hidroponia) se produjeron los mismos sintomas: el
crecimiento fue drasticamente reducido, las hojas perdieron turgencia y se necrosaron
debido a la pudricion de las raices, observandose una alta mortandad de plantines. Las

plantas no inoculadas crecieron normalmente (Palmucci et al., 2008a) (Fig. 27).

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA
Ambos aislamientos presentaron idénticas caracteristicas morfoldgicas vy

comportamiento cultural.

3.1. Caracterizacion de la colonia
En APG y AHM formd escaso micelio aéreo blanco con patrdn de crecimiento
radial (Fig. 29). Las temperaturas cardinales fueron: min. 5 °C, 6pt. 28 °C, max. > 35°C
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y su crecimiento promedio diario a 20 °C en APG fue de 25 mm /dia. El aislamiento
ALI111 fue depositado en la World Oomycete Genetic Resource Collection (WOC) con
el nimero de acceso P19661.

3.2 Caracterizacion morfologica

Micelio hialino, ramificado, cenocitico en colonias jovenes, con presencia de
tabiques en colonias méas antiguas. En agua desarroll6 engrosamientos en las puntas de
las hifas, gruesas con > 10 um diam. Esporangios terminales, en su mayoria esféricos,
de 13-22 (X: 20) um didm., otros, ovales, piriformes, con forma de “mani” o cilindricos
de 32-50 um long., 20-30 um diam. mayor y 13-15 pum. didm. menor. A diferencia de
lo citado por Paul (1991) los esporangios liberaron abundante cantidad de zoosporas.
Cuando se sembraron en hojas de Agrostis sp. flotando en agua se observaron oogonios
esféricos de 12-30 (X: 16,4) um diam.; terminales esféricos o intercalares alargados;
oosporas mayormente esféricas, 9,5-24,5 (X: 13,2) um diam, apler6ticas en oogonios
grandes o cilindricos, no se observaron constricciones, pared de 1-2 um; con anteridios

principalmente monoclinos, a veces diclinos, usualmente 1, a veces 2 (Figs. 28-31).

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

Al comparar la secuencia ITS del aislamiento de Argentina se obtuvo un 100% de
homologia con la secuencia tipo AY598643 para P. cylindrosporum. Filogenéticamente
esta especie se ubica en el cluster o agrupamiento F (Lévesque & de Cock, 2004), junto
con P. sylvaticum, P. irregulare y P. regulare. De estas especies la mas comun es P.
irregulare, seguida por P. sylvaticum, patdgenas de numerosos hospedantes. P.
cylindrosporum y P. regulare son poco frecuentes. A la fecha P. cylindrosporum ha
sido aislada de suelo (Paul, 1992) y unos pocos hospedantes que se mencionan en el
punto 5, en tanto P. regulare fue aislado de suelo en las Islas Canarias (Masih & Paul,
2003). De acuerdo a (Lévesque & de Cock, 2004), las secuencias del ITS de P.
cylindrosporum y de P. regulare son idénticas, sin embargo son morfoldégicamente muy

diferentes.
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v' El resultado positivo de las pruebas de patogenicidad y las caracterizaciones
morfoldgicas, culturales y moleculares permiten identificar a Pythium
cylindrosporum como agente causal de Pudricion radicular y marchitamiento
del lisianto. Este es el primer registro en Argentina de P. cylindrosporum.
Ademas se comprob6 su patogenicidad en Impatiens wallerana, Dianthus
deltoides y Lactuca sativa var. Mantecosa. Es la primera cita a nivel mundial

de estas asociaciones y de P.cylindrosporum afectando lisianto.

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

Paul (1992) identifica como una nueva especie a P. cylindrosporum aislada de
suelo en Alemania. Posteriormente Moorman et al., (2002) lo aislan de plantas de
conejito (Antirrhinum majus), durante el relevamiento de enfermedades en cultivos
florales bajo invernaculo en Pensilvania-USA. En 2009, fue reportada en Beélgica
causando Podredumbre basal en lechuga creciendo bajo invernaculo (Van Beneden et
al., 2009). Diaz Celaya et al. (2011) al efectuar el relevamiento de enfermedades en el
estado de Michoacan, México, durante los afios 2008 y 2009, reportan tres aislamiento
que mostraron una similitud del 99-100% con P. cylindrosporum (AY598643).
Recientemente fue reportado durante un relevamiento de cultivos florales bajo
invernaculo en Long Island-Nueva York-USA, sin especificar hospedantes desde donde
fue aislado (Garrido et al., 2012).

6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

No se hallaron registros previos en el pais sobre la presencia de P. cylindrosporum

ni de otras especies de Pythium afectando Eustoma grandiflorum.

7. COMENTARIOS

Diaz Celaya et al. (2011) citan en su publicacion que las cepas aisladas de P.
cylindrosporum no crecieron a 35 °C. Paul (1992), en su trabajo de descripcion de la
nueva especie no cita diferentes temperaturas de crecimiento, solo informa que su
crecimiento a 25 °C en AHM y APZ fue de 27-30 mm/dia. En el presente trabajo las
temperaturas fueron min. 5 °C, opt. 28 °C, max. > 35 °C y su crecimiento promedio
diario a 20 °C en APG fue de 25 mm /dia.
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PYTHIUM CYLINDROSPORUM

Fig. 27: Eustoma grandiflorum. a) Plantines luego de 5 dias de inoculados,
manifestando pérdida de turgencia en las hojas y testigos sanos. Lactuca sativa
var. Mantecosa. b) Plantines inoculados y testigos. c) Plantas creciendo en un
cultivo hidropdnico con recirculacion de lixiviados, a los 7 dias de la aplicacion
del inéculo. d) Plantas sanas. €) A la izquierda planta inoculada con escaso
crecimiento, a la derecha planta testigo sin inocular. f) Hilera de plantas sanas sin

inocular.
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PYTHIUM CYLINDROSPORUM

Fig. 28: Pythium cylindrosporum. Esporangios tipicos: a) Conjunto de
esporangios esféricos. En zona central de tipo piriforme. BAR= 30 pum.
b) Con forma tipica de “mani”. BAR= 20 um. c) De tipo cilindrico con
centro contraido. BAR= 20 pum. d) Esféricos. BAR= 20 pm.
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PYTHIUM CYLINDROSPORUM

Fig. 29: P. cylindrosporum. a) Desarrollo de una colonia a los 7 dias en
APG. b) Esporangio tipico cilindrico con forma de mani (20-25 x 30-32
pum). BAR= 10 um.
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PYTHIUM CYLINDROSPORUM

-
»
y i - — Y

Se

Fig. 30: Pythium cylindrosporum a) Esporangio con tubo de pasaje hacia la
vesicula desde donde se descargan las zoosporas. b-f) Secuencia de la descarga de
zoosporas. BAR= 20um.
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PYTHIUM CYLINDROSPORUM

Fig. 31: Pythium cylindrosporum. a) Oogonio intercalar con oospora
aplerdtica. b) Oogonio con oospora aplerética y anteridio monoclino. c)
Oogonio con base conica, oosporas semiaplerdtica, y anteridio monoclino. d)

Oogonio con oospora aplerética. BAR= 10 um.
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PYTHIUM SYLVATICUM Campbell & Hendrix (1967)

Syn=Globisporangium sylvaticum Campbell & Hendrix Uzuhashi, Tojo &
Kakish. (2010)

El aislamiento fue identificado como P. sylvaticum Campbell & Hendrix de
acuerdo a la descripcion de van der Plaats-Niterink (1981) y la clave taxonémica de
Dick (1990) y fue confirmado por métodos moleculares. ElI primer reporte de esta
especie, que fue aislada a partir del suelo, fue realizado por Hendrix & Campbell, en
1967 en Estados Unidos.

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

P. sylvaticum se aislo de plantas de Cyclamen persicum Mill, (violeta de los Alpes,
ciclamen) de la localidad de Abasto-La Plata y de Lavandula angustifolia (lavanda,
espliego, alhucema) procedente de Magdalena, Provincia de Buenos Aires (Coleccién
Ing. Wolcan, 2006 y 2005), asignandose respectivamente los codigos ACY104 y
ALA110.

2. SINTOMATOLOGIA

2.1 Cyclamen persicum (Primulaceae): Herbacea perenne que se multiplica a partir de
semillas y se cultiva a partir de un cormo enraizado. Es utilizada como planta en maceta

y en decoracién de jardines por su profusa floracion invernal.

En invierno de 2006, plantas en maceta de Cyclamen persicum cultivadas en
invernaculos comerciales en las cercanias de La Plata, fueron afectados por una nueva
enfermedad. En estos viveros se observaron severas pérdidas en el stock de plantas
debido a su marchitamiento y muerte. La enfermedad afectd plantas jovenes y adultas.
Los plantines de 2-3 meses de edad rapidamente se marchitaron y posteriormente
murieron. En plantas adultas se observd amarillamiento de las hojas basales,
comenzando desde los bordes hasta extenderse por toda la hoja. Finalmente las plantas
se marchitaron y las hojas permanecieron adheridas al cormo. Las raices presentaron
decoloracion y pudricion. La enfermedad fue favorecida por pobre drenaje y exceso de

riego.
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2.2. Lavandula angustifolia (Lamiaceae) es una planta nativa de la regién
mediterranea, utilizada para la ornamentacion de jardines y por sus propiedades
medicinales y arométicas. En 2005 fueron recibidas en el CIDEFI-UNLP, plantas de
lavanda de primer trasplante presentando menor crecimiento y pérdida de coloracion de
sus hojas. En algunos ejemplares la enfermedad produjo su muerte. El aislamiento de
Pythium sp. obtenido fue mantenido en la coleccion de CIDEFI. Se recibe en 2008 para
realizar pruebas de patogenicidad en otras variedades de ciclamen, en lavanda y en

algunas species florales.

2.3. Pruebas de Patogenicidad: Durante este estudio, para ciclamen se efectuaron
inoculaciones en plantines de primer trasplante con 3-4 hojas y en plantas de 25 cm en
macetas de 20 cm de didm., de variedades comin y mini (en ambos ensayos se aplico el
método de inoculacion descripto en Materiales y Métodos item 5.3b). En los plantines, a
los cinco dias de la inoculacién, se observd clorosis en las hojas, con posterior
marchitamiento y muerte, luego de 10 dias. En las plantas adultas de la variedad comun,
las hojas basales se tornaron amarillentas y lentamente la enfermedad progreso sin
afectar a las hojas superiores. En las variedades mini, los sintomas progresaron desde
las hojas basales afectando toda la parte aérea, causando su marchitamiento a partir de
los 20 dias. En lavanda se inocularon plantas de primer trasplante que manifestaron
sintomas de marchitamiento a partir de los 7 dias desde la inoculacion. Al descalzarlas
se observé podredumbre radicular. Tanto en ciclamen como en lavanda, las plantas de
control permanecieron asintomaticas y el reaislamiento de un Oomycete con idénticas

caracteristicas, permitié confirmar los postulados de Koch (Fig. 32).

Ademas se probo la patogenicidad de esta especie en inoculaciones artificiales
(método descripto en Materiales y Métodos item 5.2) en otros plantines herbaceos:
Anthirrinum majus L. (conejito) Bellis perennis L. (coqueta) Senecio cruentus Mass.
(cineraria). Conejito y coqueta fueron muy susceptibles y presentaron amarillamiento de
las hojas basales seguido de marchitamiento de toda la planta y finalmente muerte en 7
dias. Cineraria fue levemente susceptible manifestando clorosis y necrosis de las

primeras hojas pero continuando con su posterior crecimiento (Fig. 33).
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3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

Los aislamientos provenientes de los dos hospedantes tuvieron idénticas

caracteristicas morfoldgicas y comportamiento cultural.

3.1. Caracterizacion de la colonia

En APG a 20 °C desarrollé abundante micelio blanco algodonoso, de rapido
crecimiento, con hifas aéreas en el borde de la caja de Petri. En AZ crecié inmerso con
patron radial. En AHM formo micelio blanco aéreo sin un patrén de crecimiento. Las
temperaturas cardinales fueron: min. <5 °C, épt. 20 - 28 °C y méx. >35 °C. El

crecimiento diario fue de 22 mm/dia a 20 °C en APG.

3.2 Caracterizacion morfologica

Micelio cenocitico con abundantes apresorios simples o complejos con forma de
hoz o de clava (falcados). No se observaron esporangios ni zoosporas. Presentd
hinchamientos hifales frecuentemente esféricos o limoniformes, terminales o
intercalares, diam. (X: 20) um; en Agrostis sp. oogonios lisos, terminales e intercalares,
16-22 (X: 20) pm diam.; 2-4 anteridios por oogonio, diclinos, ramas anteridiales

ramificadas; oosporas aplerdticas, 16 - 20 (X: 18) um diam. (Figs. 34-36).

P. sylvaticum es una especie usualmente heterotalica que ocasionalmente puede
comportarse como homotalica (Campbell & Hendrix, 1967). No produce oogonios en el
cultivo, salvo después de un largo periodo de mantenimiento y especialmente en
aislamientos de comportamiento femeninos (van der Plaats-Niterink, 1981). El
aislamiento ACY 104 formd abundantes estructuras asexuales, solo en un aislamiento de

mas de 4 afos se hallaron escasos oogonios ya descriptos.

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

La secuencia obtenida (ITS4/ITS5) fue comparada en la base de datos NCBI con
secuencias disponibles en GenBank. Se observo una homologia del 100% (863/863) con
la secuencia AY598645 correspondiente a Pythium sylvaticum (cultivo tipo CBS
453.67, obtenido por Lévesque & de Cock, 2004); con HQ643845- CBS453.67

(Robideau et al., 2011-Barcode Project), entre otras. La secuencia fue depositada en
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GenBank, asignandosele el numero de acceso JF436947. Los aislamientos ACY104 y

ALA110 se encuentran en las colecciones de la catedra de Fitopatologia- FAUBA vy del

CIDEFI.

P. sylvaticum se ubica en el clado F, el cual contiene especies de amplia

distribucion mundial, como P. spinosum, P. irregulare, P. mamillatum Meurs, P.

paraecandrum Drechsler y otras, como P. cylindrosporum y P. kunmingense Y.N. Yu,

las cuales han sido raramente aisladas (Lévesque & de Cock, 2004).

v

El resultado positivo de las pruebas de patogenicidad, las
caracterizaciones morfoldgicas, culturales y moleculares permitieron
identificar a Pythium sylvaticum como agente causal de Pudricion
radicular y marchitamiento de Cyclamen persicum y Lavanda
angustifolia. Los sintomas ocasionados por P. sylvaticum fueron severos
en plantas jovenes de lavanda creciendo en maceta, causando mortandad

en condiciones de elevada humedad e irrigacion.

De lo expuesto se concluye que este es el primer registro de esta especie
en Argentina y el primer reporte de las asociaciones P. sylvaticum-

ciclamen y P. sylvaticum-lavanda en el mundo.
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PYTHIUM SYLVATICUM

Fig. 32: Cyclamen persicum. a-c) Sintomas de amarillamiento de hojas por
podredumbre radicular y basal en plantines inoculados. Plantas adultas d) Detalle de
hojas con sintomas. €) Plantas inoculadas con clorosis en las hojas basales. f) Planta de
Cyclamen persicum var. Mini, luego de 20 dias desde la inoculacién, manifestando

necrosis de hojas por podredumbre en raices y cormo, al lado de planta testigo sana.

Fig. 33: Plantas manifestando sintomas a los 7 dias de la inoculaciéon con P.
sylvaticum. a) Antirrhinum majus (conejito). b) Bellis perennis L. (coqueta). ¢) Senecio
cruentus (cineraria). d) Lavanda: planta a 5 dias de la inoculacion con sintomas de

marchitamiento.
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PYTHIUM SYLVATICUM

Fig. 34: Pythium sylvaticum. a-f) Esporangios intercalares. d) Esporangios terminales y
apresorios falcados. BAR= 10 pum.
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PYTHIUM SYLVATICUM

Fig. 35: Pythium sylvaticum. Esporangios intercalares. a) Esférico. BAR= 10 um.
b) Vista general. BAR= 30 um. c) Intercalar, lateral. BAR=5 um. d, e)
Limoniforme y esférico. BAR= 10 pm. f) Intercalar, de forma irregular. BAR= 10

um.
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PYTHIUM SYLVATICUM

b) Oogonios con 4 anteridios diclinos.

Fig. 36: Pythium sylvaticum a

10 pm.

BAR=
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5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

Entre sus hospedantes hallamos: Apium graveolens, Daucus carota (Apiacae);
Dieffembachia sp. (Araceae); Lactuca sativa (Asteraceae); Brassica campestris subsp.
pekinenesis, Brassica oleracea (Brassicaceae); Beta vulgaris (Chenopodiaceae);
Spinacea oleracea (Amaranthaceae), Cucumis sativus (Cucurbitaceae); Chamaecyparis
sp. Juniperus conferta (Cupressaceae); Dioscorea batatas (Dioscoreaceae);
Rhododendron sp. (Ericaceae); Glycine max, Lens culinaris, Medicago sativa,
Phaseolus vulgaris, Pisum sativum (Fabaceae), Pelargonium sp. (Geraniaceae); Allium
cepa, Tulipa sp. (Lilidceae); Abies sp., Pinus thunbergii (Pinaceae); Hordeum vulgare,
Triticum aestivum (Poaceae); Fragaria x ananassa, Malus domestica, Sorbusaria
(Rosaceae); Capsicum annuum (Solanaceae); Valerianella locusta (Valerianaceae)
(Spencer, 2004b).

Ademaés se hallan citados como hospedantes lino, rabano y pepino, algodon,

Pinus, Picea y Liquidambar (van der Plaats Niterink, 1981).

Presenta la siguiente distribucion geografica: Africa (Kenya, Sudafrica); América
(Canada, Estados Unidos, Costa Rica); Asia (Japdn); Australasia (Nueva Zelanda);
Europa (Alemania, Bulgaria, Eslovenia, Espafa, Francia, Gran Bretafia, Holanda,

Irlanda, Republica Checa, Suiza).

Segun expresa van der Plaats-Niterink (1981) en su revision, P. sylvaticum ha sido
aislado de suelo en Estados Unidos y Canada (Campbell & Hendrix, 1967, Hendrix &
Campbell, 1968, 1970, 1971; Vaartaja, 1968), en Holanda (Van der Plaats-Niterink,
1968, 1975), en Alemania (van der Plaats-Niterink, 1981); de canales de riego en
Estados Unidos (Shokes & Mc Carter, 1976) y de canales y lagos en Holanda (van der
Plaats-Niterink, 1975).

Entre las referencias méas recientes se encuentra citado en Inglaterra afectando
plantas ornamentales (Sewell & Roberts, 1985, citado por Lodhi, 2007); Japén
ocasionando podredumbre de raices y tallo del crisantemo (Dendranthema x
morifolium) (Tsukiboshi et al., 2007); Noruega afectando plantas forestales (Venn,
1983); Pakistan en cultivo de cebolla (Lodhi, 2007); Sudafrica como causante de
podredumbre radicular en vegetales (Botha & Coetzer, 1996); Suiza en espinaca

(Larsson, 1994); Taiwan en cruciferas (Kuo et al., 1991) y en Estados Unidos afectando
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manzano (Mazzola et al., 2002, citado por Lodhi, 2007) y causando podredumbre de la
base del tallo y tizon de las hojas de Miscanthus sinensis (Poaceaea) (Ahonsi et al.,
2011) y podredumbre del tubérculo de papa (Peters et al., 2005). En Polonia fue citada

afectando huevos de especies de peces (Czeczuga & Muszynka, 1997).

6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

No se hallaron antecedentes en el pais de Pythium spp. afectando Cyclamen
persicum y Lavandula angustifolia. Pythium sp. fue registrado en plantas de Lavandula
dentata y de Lavandula x intermedia causando Podredumbre de raices y
marchitamiento en cultivos de La Plata, Provincia de Buenos Aires (Wolcan & Grego,
2004).

7. COMENTARIOS

a) Con relacion al crecimiento, van der Plaats-Niterink (1981) menciona en AZ a 25 °C
> 30 mm/dia. En otros trabajos, a 25 °C se citan 19 mm/dia en AHM, 15 mm/dia en
PCA, 17 mm/dia en APG y 20 mm/dia en CMDA (Lodhi, 2007). Las temperaturas
observadas en este estudio fueron min. <5°C, opt. 20 - 28 °C y max. >35 °C y el
crecimiento diario de 22 mm/dia a 20 °C en APG, valores més relacionados con los
obtenidos por van der Plaats-Niterink (1981).
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PYTHIUM ULTIMUM Trow VAR. ULTIMUM (1901)
Syn: Globisporangium ultimum (Trow) Uzuhashi, Tojo y Kakish. (2010)

El aislamiento fue identificado como Pythium ultimum Trow var. ultimum de
acuerdo a las descripciones de: van der Plaats-Niterink (1981), Frezzi (1956) y Dick

(1990). Fue confirmado por pruebas moleculares.

Pythium ultimum var. ultimum fue aislado por primera vez por Trow (1901) y
considerada como una especie no patdgena. Posteriormente fue identificado afectando
plantas de soja (Lehman & Wolf, 1926, citado por van der Plaats-Niterink, 1981).

Presenta amplia distribucion mundial afectando una diversa gama de hospedantes.

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

P. ultimum Trow var. ultimum es una especie muy difundida, de la cual se han
obtenido varios aislamientos: AKI109 de plantas de primer trasplante de Actinidia
deliciosa (Chev.) Liang y Ferg (kiwi) de la localidad de Etcheverry (La Plata);
AEP122.1.2. de Euphorbia pulcherrima Willd. Ex Klotzsch (Estrella federal, Flor de
Pascua o Poinsetia) en etapa de enraizamiento, procedentes de cultivos de la localidad
de Garin; AGA106 de Gazania rigens (L.) Gaertn (gazania) de primer trasplante
procedentes de Loma Verde (Partido de Escobar); ALBH127 de plantas en maceta de
Ocinum basilicum L. (albahaca) de un vivero comercial de la ciudad de Buenos Aires; y
ADTH129 de almécigo de clavel Dianthus caryophillus L. (clavel) de la ciudad de
Escobar (Partido de Escobar).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Actinidia deliciosa = A. chinensis (Actinidiaceae): Planta trepadora originaria de la
China. Se cultiva en Argentina desde fines de la década del 80 y actualmente en zonas
de Mar del Plata, La Plata, Baradero y San Pedro. En 2008, en el CIDEFI-UNLP, se
recibieron plantulas de Kiwi con evidentes sintomas de pudricidn de raices y base del
tallo, procedentes de un cultivo de la localidad de Etcheverry (La Plata) (Coleccion Ing
Wolcan, 2008).
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2.2. Euphorbia pulcherrima (Euphorbiaceae): Originaria de América Central, México y
Guatemala, en climas tropicales y subtropicales crece a la intemperie como arbusto o
arbol pequefo. Se comercializa como planta ornamental en maceta por sus vistosas

bracteas de color rojo (Kew Botanical Garden. En:http://www.kew.org/science-

conservation/plants-fungi/euphorbia-pulcherrima-poinsettia).

Gajos enraizados con podredumbre de raices y base del tallo fueron recibidos en
el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la FAUBA, en los afios 2009 y 2012. Se
encontraban plantados en un material inerte conocido como oasis (Oasis ®. En:

http:/www.oasisgrower.com), utilizado para favorecer la humedad promoviendo el

enraizamiento. En el vivero estaban ubicados dentro de canaletas en mesadas con una
inclinacion de 5% para favorecer el drenaje de la solucion nutritiva. Se hallaron plantas
marchitas, al removerlas del sustrato presentaron sus raices de color marrén oscuro a
negro con pudriciéon blanda. En los preparados microscopicos de raices afectadas se

observaron gran cantidad de oosporas.

2.3. Gazania rigens (Asteraceae): Planta herbacea originaria de Sudéafrica y
Mozambique. Debido a sus grandes flores estivales de variado color, se utiliza para
formar macizos en jardines o como planta en maceta. Su cultivo estd muy difundido en
viveros de las zonas Norte y Oeste del Cinturén verde de Buenos Aires. En 2010 se
observo damping off en almacigo, y en plantas recién trasplantadas menor crecimiento,

clorosis, disminucion y pudricién del sistema radicular.

2.4. Ocimum basilicum (Labiadas): Planta aromatica y medicinal que se utiliza como
saborizante y condimento; en farmacia como estimulante, antiespasmadico,
antialopécico y en industria de perfumeria para aromatizar cosméticos y perfumeria
fina. En 2012, en un vivero comercial se hallaron 3 plantines de primer trasplante que
inicialmente presentaron hojas flacidas, luego podredumbre basal y radicular que

condujeron al marchitamiento de las plantas.

2.5. Dianthus caryophillus (Caryophyllaceae): Se cultiva como flor para corte,
principalmente en la zona sur del Cinturdn verde bonaerense y en el Partido de Escobar.
En 2011 se recibieron plantines enfermos en el Laboratorio de Sanidad Vegetal-

FAUBA, que provenian de un establecimiento de flor para corte que produce sus
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propios gajos enraizados. Estos tenian escaso sistema radicular, pudricion de las raices y
base del gajo, clorosis y necrosis de hojas. La incidencia de la enfermedad se estimo en

un 30%, por muerte de plantas en la cama de enraizamiento.

2.6. Pruebas de patogenicidad: Los métodos de inoculacion utilizados se encuentran
decriptos en Materiales y Métodos, en los items indicados a continuacion para cada
hospedante: Estrella federal, albahaca y gazania item 5.2; kiwi y clavel item 5.3a.

Todos los aislamientos fueron patdgenos, provocando en las plantulas de kiwi y
clavel, pudricion de raices y tallo entre 3 a 4 dias desde la inoculacion. Plantas adultas
inoculadas de gazania, estrella federal y albahaca manifestaron menor crecimiento,

clorosis y defoliacién de hojas basales (Fig. 37).

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

Los aislamientos provenientes de los 3 hospedantes tuvieron el mismo

comportamiento en los medios de cultivo y las mismas caracteristicas morfologicas.

3.1. Caracterizacion de la colonia

En APG a 20 °C desarroll6 una colonia blanca densa algodonosa, de tipo
aracnoide, con moderado micelio aéreo en los bordes de la caja de Petri. Las
temperaturas cardinales fueron: min. 5 °C, 6pt. 25 a 30 °C, max. 35 °C, con una tasa
diaria de crecimiento en APG a 20 °C de 23 mm. Los aislamientos AKI109 (kiwi),
AGA106 (gazania), ALBH127 (albahaca), se encuentran en las colecciones de la
Catedra de Fitopatologia de la FAUBA y de la UNLP.

3.2 Caracterizacion morfologica

Presentd hifas cenociticas con abundante produccion de apresorios grandes y
curvos. Esporangios y zoosporas ausentes (Materiales y Métodos 4.2.3. d: tratamiento
con frio y luego temperatura ambiente); hichamientos hifales globosos, terminales o
intercalares, 16-27 (x: 21) um didm.; oogonio liso, terminal, predominantemente
esferico, raramente intercalar, 16-25 (X: 21) pum diam.; 1-2 anteridios monoclinos,
usualmente 1 por oogonio, con forma claviforme o reniforme, tipicamente sésil,
originado de la hifa oogonial, ubicado préximo al oogonio; oospora esférica, de pared
lisa, aplerética, 12 -23 (X: 18,5) um diam. (Figs. 38-39).
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4. CARACTERIZACION MOLECULAR

Las regiones ITS4/ITS5 obtenidas del aislamiento AGA106 procedente de gazania
fueron secuenciadas exitosamente. Su comparacion con numerosas secuencias en el
GenBank coincidio con la especie P. ultimum var. ultimum. El porcentaje de homologia
fue del 100% con la secuencia AY598657 correspondiente al aislamiento tipo CBS
398.51. Ademés fue del 100% con todas las secuencias de P. ultimum var. ultimum,
entre otras: HQ643942 y HQ643940, KF761217 y KC689906. P. ultimum var. ultimum
se ubica en el clado | Lévesque & de Cock (2004), junto a P. ultimum var.
sporangiiferum, P. splendens y P. heterothallicum. No presentan evidentes caracteres
morfoldgicos o de origen en comuin. P. ultimum var sporangiferum es poco frecuente y
es la Unica especie que presenta zoosporangios y zoosporas, en tanto las otras se
distribuyen en todo el mundo y presentan s6lo hinchamientos hifales de variado tamafio.
P. ultimum var. ultimum y P. ultimum var. sporangiiferum son homotéalicas, mientras

que P. heterothallicum y P. splendens son heterotalicas (Lévesque & de Cock, 2004).

v El resultado positivo de las pruebas de patogenicidad y las
caracterizaciones morfologicas, culturales y moleculares permiten
identificar a Pythium ultimum var. ultimum como agente causal de
Podredumbre de raices en Actinidia deliciosa y Gazania rigens y de
Podredumbre basal y radicular en Euphorbia pulcherrima, Ocimum
basilicum y Dianthus caryophillus. No se hallaron citas previas para
Actinidia deliciosa, Euphorbia pulcherrima, Ocimum basilicum y Gazania

rigens, constituyendo éste el primer registro para el pais.
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PYTHIUM ULTIMUM VAR. ULTIMUM

Fig. 37: Sintomas ocasionados por Pythium ultimun var. ultimum. Euphorbia

pulcherrima. a, b) Plantas adultas con clorosis y defoliacion de hojas basales. c-e)
Plantulas enraizadas en oasis 0 en macetas con podredumbre de raices y base del
tallo Gazania rigens. f) Plantas adultas manifestando clorosis y necrosis de hojas
basales debido a podredumbre radicular. Ocimum basilicum. g) Plantas con
marchitamiento del follaje por podredumbre basal. h) Ennegrecimiento y pudricién
de la base del tallo y raices. Actinidia deliciosa. i) Plantas testigo. j) Plantas
presentando necrosis en el peciolo, epinastia y defoliacion a 7 dias de la

inoculacion.
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5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

Ha sido reportado en 719 hospedantes (Farr & Rossman, 2012). P ultimum var.
ultimum fue citado en Africa (Angola, Congo Republica de Egipto, Kenia, Libia,
Malawi, Nigeria, Sudafrica, Tanzania, Uganda, Zimbawe); en Asia (Burma, China,
Cyprus, India, Irdn, lIraq, Israel, Japon, Korea, Laos, Filipinas, Tailandia, Turquia,

Vietnam); en Australasia y Oceania (Australia, Hawaii, Nueva Zelandia); en Europa

(Gran Bretafa, Islandia, Bulgaria, Checoslovaquia, Dinamarca, Finlandia, Francia,
Alemania, Grecia, Irlanda, Italia, Holanda, Noruega, Suecia, Union Soviética,
Yugoslavia); en América (Canada, México, Estados Unidos, Costa Rica, Haiti, Puerto
Rico, Trinidad, Argentina, Brasil) (CABI, 1981. Mapa 207. En
http://www.cabi.org/dmpd/).

6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

En Argentina se ha citado asociada a 99 hospedantes. La Tabla 1 muestra los
cultivos afectados, su localizacion geogréfica, sintomas causados y referencia
bibliografica de su primer reporte. Se encontraron antecedentes de P. ultimum,
ocasionando damping off en almacigos de Gypsophila sp. en la Provincia de Cérdoba
(Frezzi, 1956) y de Dianthus caryophillus en La Plata, Provincia de Buenos Aires
(Carranza, 1955). Ademas, en la Provincia de Cérdoba en 1947 y 1953, P. ultimum
causd la muerte de plantas grandes de Euphorbia marginata Pursh., debido a la
podredumbre total de las raices y al damping off., donde también provoco la muerte de
plantas grandes de E. splendens Boger (espina de cristo), a causa de podredumbre total

de raices y parte del tallo.

P. irregulare fue reportada ocasionando damping off en Dianthus caryophillus en
Cordoba (Frezzi, 1956), y P. aphanidermatum causando Podredumbre de tallos y raices
de Euphorbia pulcherrima (Palmucci & Grijalba, 2007) y Podredumbre basal en

Ocimum basilicum en la Provincia de Corrientes (Colombo et al., 2005).
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PYTHIUM ULTIMUM VAR. ULTIMUM

Fig 38: Pythium ultimum var. ultimum. a) Colonia de 7 dias creciendo en
APG a 20°C. Db) Esporangio terminal o hinchamiento hifal. c)
“Hinchamientos globosos” y oosporas. d, e) Esporangio intercalar. f)
Oogonio esférico y 1 anteridio tipicamente sésil. g) Oogonio y dos

anteridios, monoclinos, uno claviforme, otro reniforme y sésil. BAR= 10

pm.
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PYTHIUM ULTIMUM VAR. ULTIMUM

Fig. 39: Pythium ultimum var. ultimum. a) Oospora aplerética y anteridio. b)
Oosporas apleroticas. c- €) Oogonio y anteridio reniforme, monoclino, f) diclino.
BAR= 10 pm.
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PYTHIUM ULTIMUN VAR. SPORANGIIFERUM

Syn: Globisporangium ultimum var. sporangiiferum (Drechsler) Uzuhashi,Tojo &
Kakish (2010).

El aislamiento fue identificado como Pythium ultimum Trow var.
sporangiiferum Drechsler de acuerdo a las descripciones de: van der Plaats-Niterink

(1981) y Dick (1990). Fue confirmado por pruebas moleculares.

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

APO113 se aislo de plantas de Polygala myrtifolia L. (poligala) durante
relevamientos efectuados en la localidad de Abasto (La Plata) en 2004 y en 2009

(Coleccidon Wolcan). Ambos aislamientos presentaron idénticas caracteristicas.

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Polygala myrtifolia (Polygalaceae): Arbusto perenne originario de Sudafrica. Se
utiliza en la ornamentacién de jardines y como planta en maceta, de uso muy difundido
en la actualidad. En 2009, se encontraron plantas en maceta de primer repique con

sintomas de clorosis y necrosis foliar, otras con severa marchitez

2.2. Pruebas de patogenicidad: Se realizaron utilizando plantas de primer repique. A
los 7 dias de la inoculacién las hojas comenzaron a perder su coloracién, quedando
totalmente marchitas a los 10 dias. Se observd menor desarrollo del sistema radicular.
Las plantas testigo permanecieron sanas. El reaislamiento fue idéntico al aislamiento

inicial, corroborandose la patogenicidad del aislamiento APO113-2009 (Fig. 40).

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1. Caracterizacion de la colonia

En APG a 20 °C desarroll6 una colonia de identicas caracteristicas a las descriptas
para Pythium ultimun var. ultimun. Las temperaturas cardinales fueron: min. 5 °C, dpt.
25- 35 °C, max. >37 °C, con una tasa diaria de crecimiento de 40 mm en APG a 28y 35
°C. El aislamiento APO113 se encuentra en las colecciones de las Catedras de
Fitopatologia FAUBA y en el CIDEFI (Fig. 40).
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(ITS4/1TS5)3.2. Caracterizacion morfologica

Presentd hifas cenociticas con abundante produccion de apresorios grandes y
curvos. Esporangios subesféericos intercalares o terminales de (23-) 27-32 (X: 28.5) um
diam con 1-2 tubos de descarga, usualmente 1 (obtenidos segin pasos descriptos en
Materiales y Métodos 4.2.3. d: tratamiento con frio y luego temperatura ambiente) (Fig.
41); oogonios esféricos, lisos, generalmente terminales, a veces intercalares, (15-) 19-24
(-26) (X: 22.3) pm diam.; 1-2 anteridios monoclinos, usualmente 1 por oogonio,
claviformes o reniformes, tipicamente sésil, originado de la hifa oogonial, ubicado
préximo al oogonio; con oospora esférica, de pared lisa, aplerética, 12-23 (X:18,5) um

diam.

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

La secuencia obtenida (ITS4/ITS5) fue alineada en la base de datos del servidor
BLAST-NCBI, observandose una homologia de 99% con secuencias disponibles en
GenBank para P. ultimum var. sporangiiferum especie tipo (CBS21965 HQ643879),
AY598656, JQ898477, AY986960, AY986961, HQ643880, AY986953, AY986952,
KJ192359, entre otras. P. ultimum var. sporangiferum, se ubica en el clado | Lévesque

& de Cock (2004), junto a P. ultimum var. ultimum, P. splendens y P. heterothallicum.

v El resultado positivo de las pruebas de patogenicidad y las caracterizaciones
morfoldgicas, culturales y moleculares permiten identificar a Pythium
ultimum var. sporangiferum ocasionando Marchitamiento y Podredumbre

radicular de Poligala myrtifolia.

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

P. ultimum var. sporangiiferum fue citado en Estados Unidos (Ark & Middleton,
1949) aislado de Cattleya. Posteriormente fue registrado en Inglaterra y Grecia por
Kouyeas (1964), quien no considerd las diferencias suficientes para retener a las dos

variedades (P. ultimum var. ultimum y P. ultimum var. sporangiiferum) en P. ultimum.
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6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

Frezzi (1956) no diferencié entre P. ultimum var. sporangiiferum y var. ultimum.

Todas las referencias fueron designadas como P. ultimum.

7. COMENTARIO GENERAL

P. ultimun var. ultimun y P. ultimum var. sporangiiferum presentaron ambos una
temperatura minima de 5 °C, en tanto que la éptima y maxima fueron algo mas altas
para sporangiiferum (6pt. 25- 35 °C, max >40 °C) en relacion a P. ultimum var. ultimum
(6pt. 25-30 °C, max. 35 °C). lgual tendencia se verificd con el crecimiento, que fue de
40 mm/dia en APG a 28 y 35 °C, considerado progresivamente, éste fue mayor que el
presentado por P. ultimum var. ultimum en APG a 20 °C, de 23 mm. En relacion a las
estructuras formadas: los esporangios de P. ultimun var. sporangiiferum fueron de
mayor tamafio (X: 28.5 um didm) que los hinchamientos hifales de P. ultimum var.
ultimum (X: 21 um diam.). Oogonios y oosporas fueron semejantes en formas y

tamanos.
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PYTHIUM ULTIMUM VAR. SPORANGIIFERUM

Fig. 40: Pythium ultimum var. sporangiiferum a) Plantines de poligala
inoculados. b) Colonia de 3 dias de crecimiento en APG.
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PYTHIUM ULTIMUM VAR. SPORANGIIFERUM

Fig. 41: Pythium ultimum var. sporangiiferum. Secuencia de la formacién del tubo
de pasaje y la vesicula. a) Formacién del tubo de pasaje, b-c) elongacion, d) formacion
de la vesicula y pasaje del contenido del esporangio, e) disuelta la vesicula y liberadas
las zoosporas, se observa el esporangio vacio y los restos del tubo de pasaje. BAR= 15
pum (a, ¢). BAR=10 um (b, d, e).
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B-OGONIOS ORNAMENTADOS

PYTHIUM IRREGULARE Buisman (1927)

Syn: P. equiseti Sadebeck (1874)
Pythium irregulare var. irregulare Buisman (1927)
Pythium irregulare var. hawaiiense Sideris (1932)
Pythium polymorphon Sideris (1932)
Pythium fabae G. Cheney (1932)
Pythium kunmingense Yu (1973)

Globisporangium irregulare (Buisman) Uzuhashi, Tojo & Kakish. (2010).

Pythium irregulare Buisman fue aislado por primera vez en Holanda (Buisman,
1927) de raices necrosadas de arveja (Pisum sativum) y semillas de lupino (Lupinus sp.)
y zapallo (Cucumis sativus). Es una especie cosmopolita, patdgena de numerosos

cultivos.

P. irregulare var. hawaiiense Sideris no difiere lo suficiente de la especie tipo
para ser calificada como una variedad, ya que los caracteres mencionados se consideran
circunstanciales. P. polymorphon también es idéntica a P. irregulare como ya fue
indicado por Kouyeas (1964), Vaartaja (1967) y Ahrens (1971). P. equiseti, P. fabae y
P. kunmingense parecen ser similares o idénticos a P. irregulare (van der Plaats-
Niterink, 1981).

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

Se obtuvieron los siguientes aislamientos: APRI102.1.2. a partir de plantas de
Primula obconica (primula) de las localidades de Escobar (Partido de Escobar) y
Moreno; AAL101 de Impatiens wallerana J.D. Hook (alegria del hogar) de la zona de
Abasto (La Plata); ASCA128 de Scindapsus aureus (Linden & André) Engl. & K.
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Krause=Epipremnum aureum (Linden & André) G.S. Bunting (potus) de viveros

comerciales de Escobar (Partido de Escobar) y Matheu (Partido de Escobar).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Primula obconica (Primulaceae): En recorridas efectuadas en 2009 en la localidad
de Moreno y en 2010 en la localidad de Escobar, se observaron plantines de P. obconica
creciendo en speelding, con sintomas de damping off de pre y postemergencia con una
incidencia superior al 50%. Los plantines recién emergidos mostraron sintomas de
podredumbre himeda del cuello, ennegrecimiento y posterior vuelco. Las hojas basales
fueron las primeras en ponerse cloréticas y secarse desde los apices, prosiguiendo luego
por las hojas superiores. En los plantines que sobrevivieron, a pocos dias de
trasplantarse a macetas de 10 cm de diam., presentaron necrosis de la base de tallo, del
borde de las hojas, los peciolos y las raices, produciéndose su vuelco y posterior muerte
(Fig. 42).

2.2. Impatiens wallerana (Balsaminaceae): Planta herbacea de tallos suculentos
originaria del continente africano. Su utilizacion esta muy difundida en jardines para
armado de macizos florales o0 como planta en maceta. Se produce en todo el cinturén
verde La Plata-Buenos Aires, principalmente en las zonas Norte y Oeste. En
relevamientos efectuados en el afio 2009, en la zona de Abasto-La Plata se observaron
en almécigos severos sintomas de damping off, y en plantas de primer repique (maceta

del 10) amarillamiento de hojas y caida posterior, menor crecimiento aéreo y radicular.

2.3. Scindapsus aureus=Epipremnum aureus (Araceae): Se comercializa como planta
en maceta para interior. En plantas de primer repique en las cercanias de la zona basal
con raices adventicias, se observaron hojas con menor tamafio y amarillentas,
oscurecimiento del peciolo y tallo en direccion hacia las raices, avanzando hacia la
pudricién de los 6rganos afectados. Estos sintomas fueron hallados durante las visitas a
viveros de venta al publico en las ciudades de Escobar y Matheu (Partido de Escobar),

en el afo 2011.

2.4. Pruebas de Patogenicidad
Se utilizaron plantines de Primula en plugs, los cuales fueron inoculados en su

base, con el método de siembra de micelio en soporte organico (item 5.3b Materiales y
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métodos). Los testigos fueron inoculados con sustrato organico sin indculo. A los 4 dias
de la inoculacion se observo decaimiento generalizado, necrosis marginal y clorosis en

hojas en el 80 % de los plantines, con una mortandad del 20%.

Para Impatiens se inocularon plantines con la misma metodologia citada para
Primula, los cuales manifestaron sintomas a partir de los tres dias, observandose
marchitamiento a causa de podredumbre radicular. En Scindapsus aureus se depositaron
trocitos de agar (APG) con desarrollo del patdgeno, en la base de plantines de primer
repique (método descripto en el punto 5.2 Materiales y Métodos). A los 5 dias
comenzaron a perder la coloracién de sus hojas basales, volviéndose cloréticas y luego

se desprendieron. Al cabo de 10 dias se produjo la pudricién del 40% de los gajos.

En los tres patosistemas todos los testigos permanecieron sanos y los
reaislamientos fueron idénticos a los aislamientos originales, comprobandose la

patogenicidad de los tres aislamientos.

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1. Caracterizacion de la colonia

A los 7 dias de la siembra en APG a 20 °C, desarroll6 una colonia muy densa,
algodonosa, de crecimiento radiado con abundante micelio aéreo en los bordes de la
caja de Petri (Fig. 43). En AHM formo tenue micelio aéreo. Las temperaturas cardinales
de crecimiento fueron min. 5 °C, 6pt. 30 °C y méax. 35 °C. El crecimiento promedio a 25
°C fue de 23 mm/dia.

Los aislamientos AAL101, APRI102 y AP127 de S. aureus se encuentran en la
coleccion de la Catedra de Fitopatologia-FAUBA.

3.2. Caracterizacion morfologica

Presenté esporangios terminales o intercalares esféricos de 10-28 (x: 19) pm
didm. En agua germinaron répidamente observandose zoosporas. Presencia de
hinchamientos hifales terminales o intercales de forma variada. En APG y AHM se
observaron abundantes oogonios de 10-29 (X: 20) pm diam., esféricos, subesféricos,

limoniformes, terminales o intercalares, con la pared lisa, con 1-3 proyecciones conicas,
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rectas o algo curvas, con apice redondeado o ligeramente curvado; 1-3 anteridios por
oogonio, generalmente monoclinos, claviformes, algo curvos, originados a cierta
distancia del pie del oogonio, algunos ocasionalmente sésiles, hipdginos y oosporas

apleroticas de pared lisa de 10-22 (x: 17) um diam (Figs. 43-44).

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

Las regiones ITS4/ITS5 de los aislamientos AAL102, obtenido de I. walleriana
y APRI102 de P. obconica, fueron secuenciados. Las secuencias correspondientes
presentaron un 99% de homologia con la secuencia del aislamiento tipo CBS 250.28.,
nimero de acceso Genbank HQ643596, con una diferencia de un par de bases
(923/925). Otras secuencias seleccionadas para la comparacion, HQ643612, HQ643595
y AY598702, mostraron idénticos resultados.

P. irregulare se ubica en el clado F que comprende especies fitopatdgenas de
rapido crecimiento con distribucion mundial. Se caracterizan por la presencia de
esporangios globosos no proliferantes e hinchamientos hifales. La mayoria de las
especies de este agrupamiento no producen, o raramente producen zoosporas (Lévesque
& de Cock, 2004).

v En concordancia con las caracteristicas culturales y morfoldgicas
(oogonio con proyecciones, oosporas apleroticas y esporangios esféricos a
subesféricos) y los resultados de la secuenciacion se identifica a P.
irregulare como el agente causal de Podredumbre de raices y base del tallo

en Primula obconica, Impatiens wallerana y Scindapsus aureus.

v' Esta es la primera cita en Argentina para la mencionada enfermedad en

los tres hospedantes.

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

Luego del primer aislamiento realizado de plantas de Pisum sativum, C. sativus
y Lupinus sp., ha sido aislado de numerosos hospedantes, entre otros: Allium spp.,
Ananas comusus, Antirrhinum sp., Apium graveolens, Atropa belladona, Beta vulgaris,

Capsicum annuum, Citrullus sp., coniferas, Daucus carota, Eucaliptus sp., Fragaria x
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ananassa, Gossypium hirsutum, Ipomoea sp., Iris sp., Jacintus sp., Lactuca sativa,
Linum usitatissimum, Medicago sativa, Nicotiana sp., Persea americana, Phaseolus
vulgaris, Rhododendrom sp., Rheum rhabarbarum, Saccharum officinarum, Scilla spp.,
Solanum lycopersicum, Spinacea oleraceae, y del suelo, turba y agua (van der Plaats-
Niterink, 1981). A la fecha se hallan citadas 230 relaciones hospedante—patégeno (Farr
& Rossman, 2014).

Se halla distribuido en: Europa (Alemania, Bélgica, Bulgaria, Chipre,
Dinamarca, Escocia, Espafia, Finlandia, Francia, Italia, Islas del Canal Inglaterra y
Gales, Lituania, Noruega, Paises Bajos, Polonia, Reino Unido, Rusia, Serbia, Suecia,
Suiza, Ucrania); Asia (Corea, China, Filipinas, India, Iran, Iraq, Israel, Japon, Libano,
Malasia, Republica Popular Democratica, Republica de Corea (Corea del Sur), Sabah,
Taiwan, Vietnam); Africa (Egipto, Ghana, Sudafrica, Tunez); América del Norte
(Canada, EE.UU); América Central y el Caribe (Puerto Rico); América del Sur

(Argentina, Brasil); Oceania (Australia, Islas Cook, Fiji, Nueva Caledonia, Nueva
Guinea, Nueva Zelanda, Papua, Polinesia francesa, Tasmania, Vanuatu) (CABBI/EPPO,
2011).

P. irregulare esta citado en Bélgica causando podredumbre basal de lechuga
(Van Beneden et al., 2008); Bulgaria afectando plantas de pepino, tomate y clavel
(llieva, 1995); Canada en plantas de geranio con podredumbre basal (Orr & Martin,
1987) y en zanahoria (Bernard & Punja, 1995); Espafia en arboles y arbustos (Tello et
al., 1999); Japén como patdgeno de lisianto (Uematsu et al., 1993). En Pakistan fue
aislado de berenjena (Lodhi, 2007) y en Sudafrica causando marchitamiento y
podredumbre de raices de plantas en cultivos hidropdnicos (Gull et al., 2004) y en vid
(Spies et al., 2011a); en Yugoslavia provocando podredumbre de corona y raices en
frutilla (Vico, 1994).

6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

En Argentina fue identificado por Frezzi, en 1949, afectando plantas de cebada
(Hordeum vulgare) con menor desarrollo y clorosis seguida de necrosis parcial o total
de las hojas (Frezzi, 1956). Ademas se hallan citados 36 hospedantes afectados por P.
irregulare: Alternanthera sp. (alternantera), Arachis hypogaea (mani); Avena sativa

(avena), Camellia thea (camelia), Cupressus lusitanica (ciprés lambertiana), Cynara
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scolymus (alcaucil), Daucus carota (zanahoria), Dianthus caryophillus (clavel), Eruca
sativa (rucula), Erythrina crista-galli (seibo), Eucalyptus occidentales (eucalipto),
Foeniculum vulgare (hinojo), Gaillardia aristata (gallardia), Glycine max (soja),
Gypsophila sp. (gipsofila), Lactuca sativa (lechuga), Lupinus sp. (lupino), Solanum
lycopersicum (tomate), Medicago sativa (alfalfa), Nicotiana tabacum (tabaco),
Petroselinum crispum (perejil), Phaseolus vulgare (poroto), Phoenix dactylifera
(palmera datilera), Pinus halepensis (pino de Alepo), Pisum sativum (arveja), Solanum
melongena (berenjena), Sorghum vulgare (sorgo), Thuja sp. (tuya), Thuja occidentales
var compacta (tuya compacta), Tragopogon porrifolius (salsifi), Trifolium repens
(trébol blanco), Zinnia sp. (zinnia). Los sintomas ocasionados, las localidades donde se

hall6 la enfermedad, el autor y afio de la primera cita se detallan en la Tabla 1.

No se hallaron referencias previas de otras especies de Pythium afectando

Primula obconica, Impatiens wallerana o Scindapsus aureus

7. COMENTARIOS

Las altas temperaturas (33 °C) a menudo inducen el desarrollo de oogonios
anormales, reducen el nimero de oogonios ornamentados y aumentan el nimero de
anteridios diclinos (Biesbrock & Hendrix, 1967, citado por van der Plaats-Niterink,
1981). En cultivos en agua, los oogonios tienen una mayor tendencia a formar
proyecciones que en medios solidos. La mayoria de las oosporas son apleroticas pero a
menudo, un nimero de oosporas plerédticas o casi pleréticas también estan presentes. En
estas caracteristicas, P. irregulare se diferencia de sus congeneres, P. ultimum y P.

paroecandrum (van der Paats-Niterink, 1981).
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PYTHIUM IRREGULARE

Fig. 42: Pythium irregulare: a) Sintomas en almacigos de Primula sp.
Damping off en pre y post emergencia. b. Plantines enfermos con podredumbre

de raices y tallo.
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PYTHIUM IRREGULARE

Fig. 43: Pythium irregulare a) Detalle de oosporas en tejido de Agrostis sp.
b) Esporangios esféricos terminales. ¢) Oogonios con proyecciones conicas 0
digitadas. d) Oogonio intercalar. €) Colonia de P. irregulare (7 dias de
crecimiento en APG). f) Detalle de oogonio con 1 anteridio sésil. BAR= 10

fm.
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PYTHIUM IRREGULARE

Fig. 44: Pythium irregulare a) Hoja de Agrostis sp. con oosporas inmersas en
el tejido. b, d, €) Oogonios con proyecciones conicas. ¢) Oosporas y un
oogonio con anteridio sésil. f) Oogonio liso y anteridio monoclino. BAR= 10
pm.
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PYTHIUM SPINOSUM Sawada (1926)

Syn: Globisporangium spinosum (Sawada) Uzuhashi, Tojo & Kakish. (2010).

El aislamiento fue identificado como P. spinosum comparando los resultados
biométricos y las morfologias observadas, con las descripciones de van der Plaats-
Niterink (1981) y los trabajos taxondmicos de Frezzi (1956) y Dick (1990).

P. spinosum fue aislado por primera vez por Sawada & Chen (1926) en Taiwan,
de plantulas de Antirrhinum majus (conejito) con damping off (van der Plaats-Niterink,
1981). Yamamoto & Maeda (1961) establecieron a P. artotrogus var. macracanthum
como sinénimo de P. spinosum. No obstante, segun van der Plaats-Niterink (1981)
considera que las dimensiones y ornamentaciones del oogonio y oosporas, descritas por
estos Gltimos autores, difieren de las de P. spinosum y como no existe el material
original para su observacion, dicha sinonimia resulta dudosa. Uzuhashi et al. (2010) en
una nueva clasificacidn taxonémica planteada para Pythiaceas proponen nombrar a esta

especie como Globisporangium spinosum (Sawada) Uzuhashi, Tojo & Kakish.

Es una especie cosmopolita, que afecta especies de plantas de diferentes géneros
y familias botanicas y también ha sido recolectada desde el suelo y el agua. Produce
sintomas de damping off, tizén, podredumbre de corona y raices.

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

P. spinosum fue aislado de plantas de Hebe speciosa (hebe) = Veronica speciosa
(veronica), obtenidas en cultivos afectados de la zona de Abasto-La Plata (Coleccion Ing.
Wolcan, 2007).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1 Hebe speciosa (Scrophulariaceae): Arbusto adaptado a condiciones de media
sombra. Se comercializa para la ornamentacion de jardines por su profusa floracion a
principios y mediados de verano. En recorridas efectuadas en 2007 (Wolcan, com. pers.)

en un cultivo comercial se observaron plantas de Hebe de primer trasplante, con

201



sintomas de podredumbre en los apices de las raices, clorosis de hojas basales y escaso

crecimiento, a partir de las cuales se aislé Pythium sp. (AHE107).

2.2. Pruebas de Patogenicidad: Las inoculaciones, que se efectuaron en este periodo
con la incorporacion al sustrato del medio de Bayles con el patdgeno (método de
inoculacién descripto en Materiales y Métodos item 5.3a), dieron resultados positivos
en plantas con y sin heridas en raices. A los 5 dias de la inoculacién se iniciaron
sintomas de podredumbre basal, que fueron notorios a los 10 dias. Al descalzar las

plantas se observo pudricién de raices. Todas las plantas testigo permanecieron sanas.

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1 Caracterizacioén de la colonia

La colonia en medio APG desarrollo un micelio blanco con abundantes hifas
aéreas de aspecto algodonoso, sin seguir un patron de crecimiento. Las temperaturas
cardinales fueron min. 1 °C, opt. 28 °C y méax. < 35 °C y la tasa de crecimiento en APG
a 25 °C, de 30 mm/dia. La cepa AHE107 se halla depositada en la WPC con el nimero
P19653 y en la coleccion de la Catedra de Fitopatologia de la FAUBA (Fig. 45).

Fig. 45: a) Pythium spinosum. Desarrollo de colonia en medio APG. b) Detalle de hifas

ramificadas.

3.2 Caracterizacion morfologica Micelio cenocitico fino con hifas principales < a 7
um de ancho, con ramificaciones secundarias bastante separadas entre si y a su vez muy

ramificadas, tabicado al envejecer (Fig.44). No se observaron apresorios. Desarrolld
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“esporangios” no formadores de zoosporas, denominados por algunos autores
hinchamientos hifales (van der Plaats-Niterink, 1981; Lodhi, 2007), terminales o
intercalares de forma esférica o limoniforme, pared fina, mayormente lisa, 10-23 (X: 20)
um; oogonios terminales o intercalares, amarillentos, globosos o fusiformes, 14-21 (x:
17,38) um diam., ornamentados con numerosas proyecciones o espinas de forma
digitada, 4,5-8,5 pum long. X 1,5-2,0 um didm., con apice obtuso; 1-3 anteridios por
oogonio, mayormente monoclinos, ocasionalmente diclinos, pedicelados, evanescentes
luego de la fertilizacion, con una célula anteridial, claviforme, alargada, con apice
redondeado, lisa y oosporas amarillentas pleréticas, ocasionalmente apleroticas,
esféricas, lisas (13-) 16-19 (-20) (x: 18) um diam., de paredes finas (Figs. 46-47).

4 CARACTERIZACION MOLECULAR

Se hallaron en el GenBank numerosas secuencias de P. spinosum procedentes de
diferentes hospedantes y paises. La secuencia de la region ITS (ITS4/ITS5) del
aislamiento AHE107 fue comparada con la secuencia AY598701 correspondiente al
aislamiento tipo CBS27567, presentando un 99% de homologia con un par de bases de
diferencia, y 99% de homologia y tres bases de diferencia con secuencias
correspondientes a P. spinosum HQ643793- CBS27567, HQ643794, HQ643792,
HQ643791 y con muchas otras secuencias del GenBank. También presentd 99% de
homologia con HQ643672-P. kunmingense CBS55088, difiriendo en 6 pares de bases.
P. kunmingense es considerado como un sinénimo de P. spinosum de acuerdo a los
resultados del analisis del ITS (Lévesque & de Cock, 2004) y del ITS y LSU (Lodhi,
2007).

Lévesque & de Cock (2004) relacionaron la filogenia y los caracteres
morfoldgicos. P spinosum se ubica en el clado F junto a P. cylindrosporum, P.
kunmingense, P. irregulare, P. mamillatum, P. paraecandrum, P. sylvaticum, P.
debaryanum, P. intermedium y P. macrosporum. Entre estas especies P. kunmingense,
P. irregulare, P. mamillatum, P. paraecandrum y P. spinosum presentan esporangios
no formadores de zoosporas Yy tienen oogonios con un nimero variable de espinas romas
en su mayoria de forma digitada y diferente de la ornamentacion predominantemente
aguda en oogonios de las otras especies ornamentadas. Considerando la clave

taxondmica planteada por Dick (1990) se observa que de las 23 especies con 00gonios
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ornamentados, s6lo las mencionadas anteriormente, exhiben ambas caracteristicas
enunciadas, diferenciandose claramente P. spinosum de estas especies, por el tamafio de

los oogonios y de sus proyecciones.

v El aislamiento es identificado como P. spinosum en base a sus caracteres
culturales y morfobiométricos. Los estudios moleculares afirman los
resultados obtenidos. Las Pruebas de Patogenicidad positivas, permiten
concluir que P. spinosum es el agente causal de Podredumbre basal y
radicular de Hebe speciosa, constituyendo ésta la primera cita de la
enfermedad sobre este hospedante en el pais y en el mundo.

5 RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

Ha sido reportada en diferentes paises: Australia, Bulgaria, Corea, China.
Estados Unidos, Inglaterra, India, Japon, Holanda, Nueva Zelanda, Pakistan, Sudéfrica,
Taiwan, Brasil y Espafia. P. spinosum se encuentra citado en 77 especies botanicas.
Considerando los cultivos ornamentales que predominan en la regién en estudio
hallamos: Actinidia chinensis, Aphelandra squamosa, Brassica oleracea, Calendula
officinalis, Callistephus sinensis, Camellia japonica, Capsicum annuum, Cucurbita
maxima, Cucurbita sp., Chrysanthemum sp., Dianthus chinensis, Eustoma
grandiflorum, Fatsia sp., Gypsophila sp., Lactuca sativa, Lycopersicon esculentum
Rhododendron sp., Spinacia oleracea, Zinnia sp. (Farr & Rossman, 2014). En Sudafrica
se hallg asociado a marchitamiento y pudricion radicular en cultivos hidroponicos (Gull
et al., 2004) y en Vitis vinifera (McLeod et al., 2009). En Taiwan afectando
Antirrhinum majus, Calendula officinalis, Campanula media, Chrysanthemum
coronarium, Dianthus chinensis. Ademas ha sido aislado de suelo y agua en Brasil
(Baptista et al., 2004).

6 ANTECEDENTES EN ARGENTINA

En Argentina, P. spinosum se halla citado ocasionando podredumbre de frutos
en mani (Arachis hipogea) en la Provincia de Cordoba (Frezzi, 1960); podredumbre de
raices en frutilla (Fragaria ananassa) (Meneguzzi et al., 2011) y damping off en
gipsofila (Gypsophilla sp.) y berenjena (Solanum melongena) en la Provincia de
Tucuman (Frezzi, 1956) (Tabla 1).
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No se hallaron referencias previas de especies de Pythium afectando Hebe spp.

7. COMENTARIOS

a) Van der Plaats-Niterink (1981) cita temperaturas de 5 °C, 25 °C y 35 °C,
como minima, Optima y maxima, respectivamente y una tasa diaria de crecimiento de
30-35 mm en APG a 25 °C. Frezzi (1956) no cita temperaturas cardinales para la
especie presente en Argentina. Robertson (1980) en Nueva Zelanda reporta
temperaturas min. de 1 °C, dépt. 30 °C y max. 40 °C y crecimiento a 30 °C de 29

mm/dia.

b) Las descripciones de Middleton (1943), Frezzi (1956) y Robertson (1980)
mencionan la presencia de esporangios en esta especie. Frezzi no indica la formacion de
zoosporas sino un tipo de germinacion directa, por lo cual estas estructuras (que unos
autores llaman esporangios y otros hinchamientos hifales (van der Plaats-Niterink,
1981; Lodhi, 2007) serian las mismas, de acuerdo a sus descripciones. En el presente
estudio tampoco se observd la presencia de zoosporas. Las caracteristicas culturales y

morfoldgicas observadas estan dentro de los rangos mencionados por otros autores.

c) Sobre el género Hebe sblo se encontré una cita de P. spinosum afectando H.
odora en Nueva Zelanda (Robertson, 1980). A nivel mundial se hallan citadas
Phytophthora nicotianae, Ph. drechsleri y Ph. cactorum infectando al género Hebe.
(Farr & Rossman, 2014).

Aclaracion: van der Plaats-Niterink, (1981) incluye erroneamente algunos hospedantes
de P. spinosum en Argentina citando a Frezzi (1956) como referencia bibliografica.
Menciona “Allium spp., Antirrhinum majus, Arctium lappa, Brassica spp., Calendula
officinalis, Callistephus sinensis, Campanula media, Carica papaya, Chrysanthemum
coronarium, Citrullus vulgaris, Coriandrum sativum, Cucumis melo, Daucus carota,
Gypsophila sp., Lactuca sativa, Lycopersicon sculentum, Papaver rhoeas, Piptadenia
rigida, Primula sinensis, Solanum melongena, Zinnia elegans’. De la lectura del trabajo
original de Frezzi, se desprende que estos hospedantes no se encuentran en Argentina,
correspondiendo a una referencia histérica que hace el autor sobre los trabajos
realizados por Sawada (1926) y Sawada & Chen (Frezzi, 1956).
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PYTHIUM SPINOSUM

Fig. 46: a) Desarrollo de oogonios, anteridios y oosporas en hoja de Agrostis
sp. en agua. b) Esporangio terminal. ¢) Esporangio intercalar. d) Oogonios y
anteridios. e) Detalle de oospora con proyecciones del oogonio digitadas de

apice obtuso. BAR= 10 pm.
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PYTHIUM SPINOSUM

Fig. 47: Pythium spinosum. a) Oogonio inmaduro intercalar, fusiforme con
anteridio diclino y proyecciones. b) Oogonio y anteridio. c) Detalle de
medicion de una oospora con proyecciones del oogonio digitadas. BAR= 10

pm.
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C-ORGANOS SEXUALES AUSENTES

PYTHIUM INTERMEDIUM De Bary (1881)

Syn: Artotrogus intermedius (de Bary) G.F. Atk. (1895)
Globisporangium intermedium (de Bary) Uzuhashi, Tojo & Kakish (2010).

El aislamiento fue identificado como P. intermedium de Bary de acuerdo a la
descripciones de Frezzi (1956), Waterhouse (1968), van der Plaats-Niterink (1981) y
Dick (1990). P. intermedium fue descripto por primera vez por de Bary en 1881, quien
lo aisl6 en Alemania a partir de material vegetal muerto. Luego ha sido aislado
reiteradamente de suelo, agua y plantas enfermas. Afecta numerosos géneros y especies
cultivadas donde ocasiona damping off en almacigos, podredumbre de la base del tallo y
de raices en numerosas plantas ornamentales y ocasionalmente en plantas cultivadas y

arboles.

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

El aislamiento AING108 se obtuvo a partir de plantas enfermas de Impatiens x
hawkerii (impatiens Nueva Guinea, impatiens) de viveros de la localidad de Lomas de
Zamora y el ASPH115 de plantas en maceta de primer y segundo repique de
Spathiphyllum wallisii Regel (espatifilo), procedentes de viveros de produccién de la
ciudad de La Plata (Coleccién Ing. Wolcan, 2006).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Impatiens x hawkerii (Balsaminaceae): Planta herbacea de tallos suculentos
originaria del continente africano. Su utilizacién esta muy difundida en jardines para
armado de macizos florales o como planta en maceta. Se produce en todo el cinturdn

verde La Plata- Buenos Aires, principalmente en las zonas Norte y Oeste.

Wolcan (2006), en invernaculos de produccion de este cultivo, encontr6 un foco de

plantas con sintomas de marchitamiento y podredumbre del tallo. Los ejemplares
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enfermos se hallaban en plena floracion y al descalzarlos se observé podredumbre de
raices. El aislamiento obtenido de estas lesiones fue identificado como Pythium sp. Las
Pruebas de Patogenicidad fueron efectuadas con resultados positivos, manteniéndose el
aislamiento en la coleccion CIDEFI- UNLP (Wolcan & Grego, 2007).

Idéntica sintomatologia fue encontrada en 2009 en la misma zona, aislandose un
Oomycete de caracteristicas iguales al encontrado por Wolcan (com. pers.),
procediéndose a la identificacion especifica de ambos aislamientos (2006-coleccion y

2009), repitiéndose las Pruebas de Patogenicidad.

2.2. Spathiphyllum wallisii (Araceae): Presenta difusion mundial, se cultiva
principalmente como planta en maceta para decoracion de interiores. A fines de
primavera de 2006 en un cultivo comercial bajo invernaculo, se hallaron plantas
enfermas de “espatifilo”. Se observo el prematuro amarillamiento de las hojas basales y
al descalzar las plantas las raices mostraban necrosis en los apices. De esas lesiones fue
aislado Pythium sp., sin comprobarse su patogenicidad (Wolcan, com. pers.),
permaneciendo la cepa en la coleccion CIDEFI-UNLP. Durante la ejecucién de la
presente tesis este aislamiento fue identificado y se efectuaron las correspondientes

Pruebas de Patogenicidad.

2.3 Pruebas de patogenicidad: El in6culo se prepard segun lo descripto en Materiales
y Meétodos (item 5.3a): 1) Se tritur6 y se mezclé con suelo sin esterilizar (1: 10,
peso:peso) en macetas en las que se colocaron a) plantas de “impatiens” de dos meses,
cuyas raices se lesionaron previamente. b) plantas de “espatifilo” de primer trasplante
con 5 a 7 hojas. 2) En plantas de “impatiens” se hicieron heridas en la base del tallo
colocandose porciones de APG colonizadas por Pythium y se cubrieron con algodén
embebido en agua destilada y cinta de papel, de acuerdo a lo mencionado en Materiales
y Métodos, item 5.1) (Fig. 48).

Las plantas se mantuvieron en invernadero bajo condiciones naturales (22 °C * 4).
Las evaluaciones se realizaron diariamente a partir de la inoculacion. Las Pruebas de
Patogenicidad dieron resultado positivo en ambos casos, manifestandose los sintomas a
las 48-72 h. P. intermedium demostré ser altamente patdgeno en Impatiens Nueva

Guinea y en Spathiphyllum wallisii.
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3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA
Los aislamientos provenientes de los 2 hospedantes tuvieron el mismo

comportamiento en los medios de cultivo y las mismas caracteristicas morfologicas.

3.1. Caracterizacion de la colonia

En APG a 20 °C formd una colonia blanca de crecimiento lento con abundantes
hifas aéreas de aspecto algodonoso (Fig. 48). En AHM las colonias fueron
subsuperficiales o inmersas. Las temperaturas cardinales de crecimiento fueron: min. 5
°C, oOpt. 20-25 °C y max. 30 °C. El crecimiento promedio en APG a 20 °C fue de 31
mm/dia. Los aislamientos AING108 y ASPH 115 se encuentran en las colecciones de
las Facultades de Agronomia de la FAUBA y del CIDEFI- UNLP.

3.2 Caracterizacion morfologica

Micelio cenocitico, hialino, muy ramificado y uniforme, esporangios, esféricos,
9,60-28 (X: 15) um diam., terminales, a veces intercalares, a menudo formando cadenas
regulares con formacion basipeta hacia el extremo de la hifa, de rapida liberacion. Estos
aislamientos no formaron estructuras sexuales. Tampoco fueron observados en la cepa
de coleccion (2006) (Figs. 49-51).

Segun van der Plaats-Niterink (1981) se forman hinchamientos hifales y los
oogonios se producen raramente y siempre en edad avanzada del cultivo, pero la especie
es rapidamente identificada debido a la formacion de hinchamientos hifales catenulados
en sucesion basipeta y de facil desprendimiento. Otros autores mencionan la produccion
de esporangios y zoosporas (Matthews, 1931; Middleton 1943 citados en van der Plaats-
Niterink, 1981). También Frezzi (1956) cita la formacion de zoosporangios y zoosporas

en agua.

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

La secuencia (ITS4/ITS5) del aislamiento AING108 fue comparada en GenBank
hallandose un 100% de homologia para P. intermedium con numerosas secuencias.
Entre estas con HQ643572 correspondiente al cultivo tipo CBS266.38, HQ643579,
HQ643578; KF525843; KF889750. Estos resultados son coincidentes con la

identificacién morfologica efectuada, validando los resultados obtenidos.
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Filogenéticamente P. intermedium se ubica en el clado F junto a P.
cylindrosporum, P. kunmingense, P. irregulare, P. mamillatum, P. paraecandrum P.
sylvaticum, P. debaryanum y P. macrosporum (Lévesque & de Cock, 2004). Son
caracteristicas diferenciales la formacién de sus hinchamientos hifales en regulares
cadenas con desarrollo basipeto hacia el extremo de la hifa, de rapida liberacion, que
permite ver los agrupamientos en cadena en las preparaciones microscopicas. Los
aislamientos AING108 y ASPH115 presentaron caracteristicas similares a las

mencionadas por Lévesque & de Cock para este agrupamiento.

v’ La caracterizacion morfoldgica y molecular y el resultado de las pruebas de
patogenicidad demostraron que P. intermedium es el agente causal del
“Marchitamiento y podredumbre basal’> en Impatiens Nueva Guinea y en

espatifilo. Ambas patologias se citan por primera vez en el pais.

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

P. intermedium afecta un amplio rango de hospedantes de las siguientes familias
botanicas: Begoniaceae, Bromeliaceae, Chenopodiaceae, Compositae, Coniferae,
Cruciferae, Euphorbiaceae, Geraniaceae, Gramineae, Leguminosae, Liliaceae, Linaceae,
Moraceae, Onagraceae, Ranunculaceae, Rosaceae, Solanaceae, Ulmaceae, Violaceae; y

Ordenes Equisetales y Filicales. (Waterhouse & Waterston, 1964).

Especie cosmopolita se halla distribuida en diferentes paises: Asia (China);

Australia y Oceania (Hawaii); Europa (Inglaterra, Bélgica, Francia; Alemania, Holanda,

Suiza, Unién Soviética); América (Estados Unidos, Argentina). Ha sido aislado de
suelo en China, Hawai, Irlanda, Suiza, Unidn Soviética, Estados Unidos, Libano, Japon
y del agua en Alemania, Union Soviética y Egipto (van der Plaats- Niterink, 1981).

Con referencia a las especies ornamentales que afecta ha sido reportado por
van der Plaats-Niterink (1981), como patdgeno de coniferas en Australia (Vaartaja,
1967); en Abutilum (Butler, 1907), en Begonia sp. (Middleton, 1938, 1943), helechos
(Atkinson, 1895) y Tulipa sp. (Middleton, 1943) en los Estados Unidos; en Holanda en
Chrysanthemum sp. (Buisman, 1927), Aquilegia, Godetia (Meurs, 1928); Jacintus
(Saaltiwk, 1969), bulbos de flores, Antirrhinum, Saintpaulia (van der Plaats-Niterink,
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1975) y Viola (Eek, 1937, 1938). Ademas, fue citado afectando Rosa sp. en Francia
(Metzger et al., 2007).

Aclaracion: van der Plaats-Niterink, (1981) errbneamente menciona para Argentina
hospedantes que fueron citados por Frezzi (1957) como antecedentes en Estados
Unidos: “ornamentales, Phaseolus, Pisum, Pyrus, Ricinus, Lycopersicum esculentum y
Ulmus, lino, Fragaria, hierbas”; debiendo decir para Estados Unidos: Begonia lloydii,
B. tuberhybride Woss, helechos, Ricinus communis L., Aquilegia vulgaris L., Arabis
alpina L., Chrysanthemum morifolium Ram, Festuca duriuscula L., Fragaria vesca L.;
Godetia willdenowiana Spach; Hesperis matronalis L., Linum usitatissimum L., Lolium
annuum L. var. westerucoldicum, Pelargonium sp., Phaseolus vulgaris L. Pisum
sativum L., Ulmus campestris L. var. latifolia y Viola tricolor L.. Para Estados Unidos,

en su lugar sélo se citan como hospedantes a begonia, helechos y tulipan.

6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

En Argentina Frezzi (1956) cita a P. intermedium causando damping off en:
Capsicum annuum (pimiento) y Morus alba (morera) en la Provincia de Cdérdoba,
Solanum lycopersicum (tomate) en la Provincia de Tucuman, y Piptadenia rigida
(anchico colorado) en la Provincia de Misiones.

No se encontraron antecedentes de otras especies de Pythium afectando

Spathiphyllum wallisii o Impatiens x hawkerii.

7. COMENTARIOS

Entre las especies de Pythium que afectan a impatiens Nueva Guinea, han sido
identificadas: en Estados Unidos P. ultimum ocasionando la podredumbre de la corona
(Castillo & Peterson, 1990) y P. irregulare afectando cultivos creciendo bajo
invernaculo en Pennsylvania (Moorman et al., 2002); en Japon P. spinosum
ocasionando podredumbre de raices (Shoji et al., 1999). Con referencia a la
diseminacion de las enfermedades ocasionadas por Pythium spp. en un cultivo, es
necesario destacar que la etapa larval de Bradysia impatiens sirve como un importante

vector de Pythium spp. en el cultivo de impatiens (Gardiner, 1990).
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PYTHIUM INTERMEDIUM

Fig. 48: Impatiens x hawkerii. a) Plantas con sintomas de marchitamiento y
podredumbre basal. b) Plantas de impatiens 3 dias después de la inoculacion.
c) Plantas inoculadas en la base del tallo, luego de 24 (izquierda) y 48 horas
(derecha). d) Mancha acuosa de la podredumbre humeda que avanza a partir
del punto de inoculacion. ) Plantas de espatifilo sanas recién inoculadas. f)
Plantas de espatifilo a los 10 dias de la inoculacion. g) Colonia en APG con

crecimiento de 5 dias.
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PYTHIUM INTERMEDIUM

Fig. 49: P. intermedium. a, c¢) Esporangios desprendidos luego de su
formacidn basipeta. b) Desarrollo de esporangios en hoja de Agrostis. sp.
BAR= 10 pm.
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PYTHIUM INTERMEDIUM

Fig. 50: P. intermedium. a, ¢, d) Esporangios en cadenas de sucesion basipeta, ya

desprendidos. b) Esporangio intercalar. BAR= 10 pum.
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PYTHIUM INTERMEDIUM

Fig. 51: P. intermedium. a) Esporangios terminal e intercalar.
b) Esporangio terminal. c) Esporangios de reciente formacion.
BAR= 10 pm.
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PYTHIUM SPLENDENS Braun (1925)

Syn: Pythium splendens var. hawaiianum Sideris (1932)
Globisporangium splendens (Braun) Uzuhashi, Tojo & Kakish
(2010)

El aislamiento fue identificado como Pythium splendens Braun, de acuerdo a la
descripciones de van der Plaats-Niterink (1981), Waterhouse & Waterston (1966) y
Dick (1990). Fue descripto por primera vez por Braun (1925), quien lo aisld de gajos de
geranio (Pelargonium hortorum Bailey y P. zonale Ait.) con damping off en viveros de
Estados Unidos. Cosmopolita, afecta numerosos géneros y especies. Ocasiona damping
off, podredumbre negra del pie, tizon, podredumbre de raices y marchitamiento. Es una
especie de amplia distribucion mundial, predominantemente heterotélica, aunque se han
reportado cepas homotalicas. Entre otras, la primera es citada por Leonian (1925),
cultivo tipo depositado como CBS 252.28, aislado de raices de tabaco creciendo bajo

invernaculo en la localidad de Baarn (Holanda) (van der Plaats-Niterink, 1969).

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS
El aislamiento AAZ124-24 fue obtenido de gajos de Rhododendron indicum (L.)

Sweet (azalea) de un cultivo de la localidad de Garin (Provincia de Buenos Aires).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Rhododendron indicum (Ericaceae): Su produccion en Argentina se concentra en
los alrededores de Buenos Aires, principalmente en los partidos de Escobar, Tigre y
General Rodriguez y en menor proporcion en los partidos de la zona sur de la Provincia.
En el interior del pais se cultiva en las cercanias de Concordia (Provincia de Entre
Rios). Se producen diferentes variedades de diferentes especies de Rhododendron. Es
una de las principales plantas ornamentales utilizada como planta en maceta. Ademas se
usa como arbusto para la ornamentacién de jardines. Su produccién se destina al

mercado interno, que demanda ejemplares de floracion abundante y durable.
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En 2010, en camas de enraizamiento de gajos de azalea se observé pérdida de
raices a causa de podredumbre, la cual se extendio hasta la base del tallo. Las hojas se

volvieron cloréticas y se produjo su defoliacién, pudiendo causar la muerte de los gajos.

2.2. Pruebas de patogenicidad: Se inocularon gajos enraizados mediante la
incorporacion de trocitos de agar con desarrollo del Oomycete en contacto con las raices
(descripto en Materiales y Métodos, item 5.2). Bajo condiciones de alta humedad se
produjo amarillamiento y defoliacidn de las hojas comenzando por las basales a partir
de los 10 dias desde la inoculacion. Si bien hubo una severa defoliacion asociada a
pérdida de raices por podredumbre, que se manifestd en la totalidad de los plantines

inoculados, las plantas no murieron ya que la lesion no se extendié a los tallos (Fig. 52).

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1 Caracterizacion de la colonia

En APG a 20 °C desarroll6 una colonia blanca de crecimiento radial, con
produccion de micelio aéreo en los bordes de la caja de Petri. Las temperaturas
cardinales de crecimiento fueron: min. 5 °C, épt. 30-35 °C y méax. 37 °C. El crecimiento
promedio a 20 °C fue de 21 mm/dia y a 30 y 35 °C de 41 mm/dia. El aislamiento
AAZ124 se encuentra en las colecciones de la Catedra de Fitopatologia FAUBA y del
CIDEFI-UNLP.

3.2. Caracterizacion morfoldgica

Formé abundantes “esporangios terminales”, esféricos, entre 24-43 (X: 37) um
diam., que al madurar presentaron en su interior predominantemente 1, a veces 2
glébulos oscuros de aceite. No se observé produccion de zoosporas, por lo que algunos
autores los reportan como hinchamientos hifales. No se formaron estructuras sexuales.
Micelio heterotélico (Fig. 53).

El gran tamafio de los hinchamientos hifales, la presencia de glébulos de
aceite en su interior (observandose un contenido oscuro y denso), y la ausencia de
esporangios, zoosporas y oogonios al sembrar en Agrostis sp. permiten la diferenciacion
morfoldgica de esta especie.
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4. CARACTERIZACION MOLECULAR

La secuencia obtenida (ITS4/ITS5) fue alineada en la base de datos del servidor
BLAST-NCBI, observandose una homologia de 98% con secuencias disponibles en
GenBank para P. splendens AY375242, HQ237486, GU983648, FJ415950, FJ415951,
AB796303 y AB796300, entre otras.

Filogenéticamente P. splendens se ubica en el cluster o agrupamiento | de
Lévesque & de Cock (2004), junto con P. heterothallicum, P. ultimum var. ultimumy P.
ultimum var. sporangiiferum. No presentan caracteristicas morfoldgicas en comdn que
permitan su diferenciacion de otros agrupamientos. P. ultimum var. sporangiiferum es
de rara aparicién, mientras las otras especies estan distribuidas en todo el mundo. Forma
esporangios y zoosporas, el resto de las especies del cluster presenta hinchamientos
hifales. P. heterothallicum y P. splendens son heterotalicos, mientras P. ultimum var.
ultimum y P. var. sporangiiferum son homotélicos. Son patégenas de dicotileddneas,
salvo P. heterothallicum sobre el cual hay escasa informacion sobre su patogenicidad.
van der Plaats-Niterink (1981) reporta que P. heterothallicum fue originalmente aislado
de suelo en Canada y posteriormente reportado en otros paises (Alemania, Costa Rica,
Checoslovaquia, Estados Unidos, Holanda, Ibiza, Kenya, Nueva Zelandia, Sardinia

(Cerdefia), siempre a partir de muestras de suelo.

4 La caracterizacién morfoldgica y molecular y el resultado de las pruebas
de patogenicidad demostraron que P. splendens es el agente causal de
Podredumbre radicular de Rhododendron indicum, siendo éste el primer

reporte de la enfermedad en el pais.

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

P. splendens afecta un amplio rango de hospedantes, encontrandose entre los
principales algunas plantas ornamentales de hoja, como Aglaonema simplex,
Dieffenbachia picta, Epipremnum aureum, Hedera helix, Monstera deliciosa,
Peperomia caperata, Philodendron scandens subsp. oxycardium, Scindapsus aureus,
Caladium sp., Chamaedorea elegans, Chrysalidocarpus lutescens, Syngonium spp.;

ornamentales de flor como Anthurium scherzerianum, Chrysanthemum spp., Cymbidium
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spp., Begonia sp., Coleus sp., Pelargonium spp. y cultivos a campo: Ananas comosus,
Capsicum sp., Carica papaya,Cucumis sativus, Helianthus annuus, Hordeum vulgare,
Ipomoea batatas, Lactuca sativa, Gossypium hirsutum, Manihot utilissima, Phaseolus
vulgaris, Nicotiana tabacum, Raphanus sativus, Spinacia oleracea, Trifolium spp.,
Triticum aestivum, Vicia faba, Vigna sinesis, Zea mays y otros. En helechos:

Platycerium grande (van der Plaats-Niterink, 1981; Farr & Rossman, 2014).

Se encuentra distribuido en numerosos paises de Africa (Congo, Costa de Marfil,
Madagascar, Nigeria, South Africa, Tanzania); Asia (India, Iran, Japon, Malasia,

Singapur, Taiwan, Vietnam); Australasia y Oceania (Australia (Tasmania), Fiji, Hawaii,

Nueva Caledonia, Nueva Zelandia, Papua, Nueva Guinea, Islas Salomon); Europa
(Bélgica, Inglaterra, Francia, Alemania, Irlanda, Italia, Netherlands (Holanda),
Portugal); América del Norte: Estados Unidos; América Central (Jamaica, Puerto Rico,
Trinidad y Tobago); America del Sur (Colombia) (CABI, 1979).

Luego de su primera cita en los Estados Unidos, afectando gajos de Pelargonium,
fue reportado en numerosos paises y hospedantes, entre los cuales van der Plaats-
Niterink (1981) menciona: en Canada afectando Peperomia (Chase & Munneke, 1978),
Pelargonium (Dodge & Swift, 1932), Begonia (Middleton, 1942); en Estados Unidos
Peperomia (Kidney, 1979), Phaseolus, Ipomoea (Harter & Whitney, 1927), Citrus,
Hordeum (Middleton, 1943), Pisum (Middleton, 1952), maiz (Hooker, 1952) y peral
(Sprague, 1957); en Hawaii afectando Cajanus, Canavalia, Helianthus, Ipomoea,
Saccharum, Triticum, Vicia, Vigna, Ananas, y Phaseolus (Klemmer & Nakano, 1964;
Sideris & Paxton, 1931); en Malasia sobre Piper (Thomson & Johnston, 1953),
Anacardium, Celosia, Citrus, Elaeis, Hevea, Mangifera, Manihot, Persea, Pinus, Piper,
Solanum, Theobroma, Vitis y Zingiber (Liu, 1977); en Indonesia en Corchorus (Thung,
1950), tabaco y Brassica (Vermeulen & Batsman, 1977); en Australia en Pelargonium
(Johnson, 1955), Pisum y Pinus (Teakle, 1960); en Nueva Zelanda en Nerium, Aralia,
Fatsia, Eucalyptus, Polygala y Luculia (Robertson, 1973); en Nigeria en palmera y en
suelo (Moreau & Moreau, 1958); en el Congo (Ravlise & Boccas, 1969); en Camboya,
Laos y Vietnam desde pimienta-pepper (Barat, 1952); en Taiwan de suelo y raices
(Hsieh, 1978), en Puerto Rico de Anthurium (Liu, 1977); en Alemania de Cattleya
(Kréber, 1977); en Italia de Capsicum-pimiento y Cucumber (pepino) (Ciccarone, 1953)
y en Irlanda (Kouyeas, 1977).
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6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

No se hallaron citas previas de su presencia en el pais, ni de otras especies de

Pythium afectando Rhododendron indicum.

7. COMENTARIOS

a) Braun (1925), citado por Van der Plaats- Niterink (1981), en su descripcion original
menciona: hinchamientos hifales globosos, lisos terminales 33-42 um din. con
contenido oscuro, densamente granuloso; oogonios entre 25-38 (X: 35) um diam.,
temperaturas medias min. 4 °C, 6pt. 30 °C y méx. 37 °C, y un crecimiento de 27-30
mm/dia en APD a 24°C y de 23-25 mm/dia en agar extracto de malta (AEM). Idénticos
valores son mencionados por Fu & Chen (2005). En tanto que van der Plaats-Niterink
(1981) reporta crecimientos diarios en agar papa zanahoria (APZ), de 30-35 mm a 25 °C
y Waterhouse & Waterston (1966) citan min. 4 °C, opt. 30 °C y max. 37 °C y un
crecimiento en agar de 20 mm/dia a 27-32 °C (medio de cultivo no especificado, citado
por MycoBank, (http://www.mycobank.org/). Los valores obtenidos en el presente
estudio: temperaturas cardinales min. 5 °C, dpt. 30-35 °C y méax. 37 °C y crecimiento
promedio diario de 21 mma 20 °C y de 41 mm a 30 y 35 °C, son consistentes con las
temperaturas informadas por otros investigadores. Los valores mayores de crecimiento

se deberian a caracteristicas del medio de cultivo utilizado y de los aislamientos.
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PYTHIUM SPLENDENS

Fig. 52: Pruebas de patogenicidad. a) Plantas de azalea inoculadas con
severa a moderada defoliacion desde la parte basal del tallo. b, ¢) Detalle del
sistema radicular con sintomas de podredumbre. d) Planta inoculada con
detencion del crecimiento, clorosis, defoliacion y podredumbre radicular. e)

Sintomas de necrosis y defoliacion.
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PYTHIUM SPLENDENS

Fig. 53: Pythium splendens. a) Desarrollo de la colonia a los 6 dias en APG a 20°C. b, c, d,
f, h) Hinchamientos hifales o “esporangios” terminales vistos desde arriba con vacuola

interna. i) “Esporangio” terminal. e) “Esporangios” y apresorios. g) Detalle de apresorios.
Fotos b, ¢, g, i, BAR=10 pum. Foto h, BAR= 20 um.
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PYTHIUM sp. nov. 1

El aislamiento fue identificado como Pythium sp. nov.l, de acuerdo a los

resultados de las pruebas moleculares.

1.ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

En el laboratorio del CIDEFI se recibieron muestras de agua que irrigaban una
plantacion de pimientos en la Provincia de Salta. La consulta se origin6 debido a la
aparicion de plantas, creciendo bajo invernaculo y al aire libre, con sintomas de
marchitamiento por pudricion radicular. Se solicit6 al laboratorio, que comprobara si el
agua de riego que llegaba a las plantas de pimiento podia ser vehiculo de Phytophthora
sp.. Se enviaron tres muestras, recolectadas en tres lugares distanciados entre si a lo
largo de un recorrido que culminaba con el riego del cultivo de pimiento: muestra 1,
recogida del trayecto desde la bomba a la pileta decantadora de agua (paso intermedio
para liberar de impurezas al agua, antes de introducirla en las represas); muestras 2 y 3,
de dos represas.

A partir de las muestras no se aislo Phytophthora sp. sino una especie de Pythium,
la cual fue codificada como APS112. La toma de muestras y su procesamiento fueron

detallados en Materiales y Métodos item 3.2.
Los cebos seleccionados no fueron efectivos.

A partir de la siembra de alicuotas, de las 3 muestras de agua se aislaron
colonias de un Oomycete del género Pythium. La observacion de todos los aislamientos

confirmo que se trat6 de la misma especie.

Se estimuld la formacion de estructuras vegetativas y reproductivas, que
permitieran su identificacion taxonémica (descrito en Materiales y Métodos items 4.3.3.

a,cye).

2.SINTOMATOLOGIA

2.1. Capsicum annun (Solanaceae): En la region saltefia los principales cultivos de
Capsicum annun (pimiento) se destinan a venta como primicia, preparacion de

pimenton, venta estacional y elaboracion de conserva.
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2.2. Pruebas de patogenicidad: Como el aislamiento de Pythium sp. nov. 1 fue
obtenido desde el agua, se utilizaron técnicas especificas de inoculacion:

a) Colocacion de plantines de pimiento en el agua recibida: Se colocaron 10 plantines

en un recipiente con el agua recibida y como testigo 10 plantines en un recipiente con
agua de canilla.

Luego de 10 dias de observacion no se hallaron diferencias entre los plantines de
ambos tratamientos. Se hicieron aislamientos y s6lo se obtuvo un aislamiento de
Pythium sp. de un plantin de la muestra 3.

b) Infestacién del suelo: 1) plantines de 10 cm de altura y 2) plantas cercanas a

floracion, de 25 cm de altura, en ambos casos con y sin heridas, transplantadas a suelo
infestado. EI Oomycete se sembré en placas de sustrato (salvado-harina de maiz-perlita
- agua, 1:1:1:1) esterilizado en autoclave (Fig. 54), se incub6 durante 9 dias, se triturd y
mezcld con suelo (1:10; v: v). Las plantas se regaron y se mantuvieron en condicion de
saturacion de agua por 48 hs. Se colocaron en invernaculo a 22 +2°C, con riego

frecuente y se observaron diariamente hasta la aparicion de los sintomas.

En las dos pruebas los resultados fueron positivos. Casi todos los plantines
inoculados se enfermaron, manifestando marchitamiento a partir de los 4-5 dias. En las
plantas adultas, a los 8-10 dias se produjo marchitamiento cuando se lesionaron las
raices y el cuello. Las raices presentaron puntas necrosadas de las cuales se reaisld

Pythium sp. idéntico al inoculado (Fig. 54).

En la inoculacion con agua de riego solo el 10% de los plantines manifest6
sintomas y cuando se colocd sustrato con desarrollo del Oomycete el porcentaje

aumento al 60%.

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1. Caracterizacion de la colonia: El aislamiento desarrollé6 micelio aéreo con patrén
tipo roseta en APG y escaso crecimiento con patron radial en AHM + PARB (Fig. 53).
Las temperaturas cardinales fueron: min. 5 °C, 6pt. 25 °C, max. 35 °C. La tasa de
crecimiento diario en APG (20°C) fue 40 mm/dia. El aislamiento APS112 se deposito
en el World Oomycete Genetic Resource (P19662), y en las colecciones de las Catedras

de Fitopatologia de la Universidades Nacionales de Buenos Aires y de la Plata.
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PYTHIUM sp. nov. 1

Fig. 54: Pythium sp. nov. 1 a) Micelio aéreo con patron tipo roseta con crecimiento de
3 dias en APG. b) Escaso crecimiento con patron radial en AHM + PARB con 5 dias de
desarrollo. ¢) Siembra de alicuotas de agua en medio de cultivo agarizado selectivo para
Oomycetes. d) Placas de sustrato (salvado-harina de maiz-perlita-agua, 1:1:1:1) antes y
después de 10 dias de incubacion, con desarrollo del indculo, utilizadas para la
infestacion de suelo. e) Plantas de almacigo de 10 cm de altura, a los 5 dias de
inoculadas. f) Plantas cercanas a floracion, de 25 cm de altura a los 12 dias de
inoculacion: izquierda inoculada, derecha testigo.
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3.2 Caracterizacion morfoldgica: Esporangios esféricos, elipsoidales intercalares, 21-
25 pm. Oogonios mayormente intercalares, pocos terminales, 20-32 um, pared lisa,
anteridios elongados a globosos, 20 x 10 um, extremos angostos en la insercion al
oogonio, rama anteridial larga, predominantemente monoclinas, pocos diclinos; oospora

aplerética, pared lisa, 18-25 (x: 21) um diam. (Figs. 55-58).

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

La secuencia de ITS (ITS4/ITS5) de Pythium sp. nov. 1 (APS112) fue comparada
mediante BLAST con secuencias disponibles de la base de datos genéticos GenBank.
No se obtuvo homologia con ninguna de las secuencias correspondientes a especies
reconocidas, hallandose un 99 % con el aislamiento Pythium sp. P15703 (GenBank
GU259268) con una base de diferencia y con otras Pythium sp. nov como JF431916,
HQ643818 y JF431914. Con JF431916 y JF431914, los cuales correspondieron a
aislamientos nombrados como P. aff. heterothallicum, tuvo 3 bases de diferencia, y
éstos a su vez 99% de homologia con P15703 (Spies et al., 2011b). Con HQ643818
presento 3 bases de diferencia y no se hall6 descripcion de este aislamiento (Robideau et
al., 2011). Debido a estos resultados se comparé con la secuencia de la especie tipo de
P. heterothallicum (CBS450.67) con la que mostré un 96% de homologia con 24 bases
de diferencia. Los posteriores estudios morfologicos mostraron el caracter homotéalico
del aislamiento APS112. La Fig. 59 muestra la ubicacién filogenética de APS112 con

respecto a estas secuencias.

v' Las caracteristicas morfologicas y moleculares no coincidieron con las
especies descritas hasta el momento, por lo que se identifico al aislamiento en
estudio como Pythium sp. nov. 1, agente causal de una Podredumbre
radicular de plantas de pimiento. Se describe por primera vez esta especie,

proponiéndose el nombre de Pythium saltensis sp. nov. (Inéd.).
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PYTHIUM sp. nov. 1

Fig. 55: Pythium sp. nov. 1. a, b) Oogonios intercalares con anteridios
cilindricos. BAR= 20 um. c, d) Esporangios esféricos intercalares. BAR= 10 um
(c) 40 pm (d).
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PYTHIUM sp. nov. 1

..
.

Fig. 56: Pythium sp. nov. 1. a-d) Secuencia de imagenes donde se

observa el oogonio rodeado por dos anteridios procedentes de rama
anteridial monoclina. BAR= 20 pm.
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PYTHIUM sp. nov. 1

Fig. 57: Pythium sp. nov. 1. a-c) Ooporas apleroticas. d) Oogonio

intercalar con anteridio diclino. BAR= 20 um.
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PYTHIUM sp. nov. 1

Fig. 58: Pythium sp. nov. 1. a) Vista lateral de oogonio con anteridio
monoclino b) Vista frontal de oogonio con anteridio alargado, con
engrosamiento en su parte media y extremos mas delgados, donde se
observa el tubo de fertilizacion ingresando en el oogonio. ¢) Oogonio

intercalar con anteridio. BAR= 20 um.
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JF431916_Pythium_aff. _heterothallicum
HQ643818 Pythium_sp. CAL_2011f voucher
6 GU259268_Pythium_sp._P15703
99JF431915Pythium_aff._heterothallicum
TJF431914Pythium_aff._heterothallicum
100 APS112. Pythium sp. nov. 1 Argentina

r AB468801_Pythium_sp. UzZ284
88 7T;DQ091298 Pythium_heterothallicum

Pythium heterothallicum voucher CBS45067
AF452162.1.Pythium_heterothallicum
( HQ643596 Pythium_irregulare voucher CBS25028
| HQ643302Phytophthora nicotianae
100 AF266776Phytophthora nicotianae
HQ643955 Pythium vexans

0.02

Fig. 59: Arbol filogenético de Pythium sp. nov. Puede observarse su ubicacion cercana
a Pythium heterothallicum, P. aff. heterothalicum y del aislamiento P15703 de Pythium

sp. obtenido en Espana.

Finalmente debemos considerar que las 3 muestras de agua de riego contenian
Pythium sp. Esta especie de Pythium es capaz de infectar plantas de pimiento en
diferente estado de crecimiento. La presencia de esta misma especie (por caracteristicas
culturales iguales) en otro analisis de agua recogida con méas de un mes de anticipacion
y los distintos puntos de recoleccion de las tres muestras actuales indicaria la
permanencia del patdgeno en el agua de riego y descarta la posibilidad de una
contaminacion circunstancial. Aunque la densidad en el agua fue baja, el patégeno pudo
quedar en el suelo, en raices de pimiento, 0 en malezas e incluso en el mismo suelo,

acumularse y con condiciones favorables provocar la infeccién
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PYTHIUM sp. nov. 2

El aislamiento fue identificado como Pythium sp. nov. 2, de acuerdo a los

resultados de las pruebas moleculares.

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

El aislamiento AZY119 fue obtenido a partir de plantas de Schlumbergera truncata

(Haw) Moran provenientes de un cultivo de La Plata-Abasto.

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Schlumbergera truncata (Cactaceae) es una especie endémica de Brasil, cultivada
mundialmente como ornamental en maceta. Se comercializa por su vistosa floracion y la
forma de sus cladodios. En 2009, plantas jovenes procedentes de las cercanias de La
Plata, con dos o tres gajos enraizados por maceta, evidenciaron marchitamiento de
algunas ramas o pencas a nivel del suelo, pérdida de color y podredumbre humeda en

los cladodios basales y raices.

2.2. Pruebas de patogenicidad: Se inocularon cladodios de zygocactus mediante
deposito de agar con inoculo en heridas. Los cladodios testigo recibieron igual
tratamiento, utilizandose so6lo agar (técnica descripta en Materiales y Métodos item 5.1).
Luego de tres dias alrededor de las lesiones desarroll6 un mancha oscura que avanzé
hacia la pudricion y desprendimiento del cladodio. Los testigos solo desarrollaron una

linea necrdtica alrededor de la lesion (Fig. 60).

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1. Caracterizacion de la colonia: El aislamiento desarroll6 abundante micelio aéreo
en APG y escaso con leve patron radial en AHM + PARB (Fig.59). Las temperaturas
cardinales fueron: min. algo <1 °C, dpt. 28-35 °C, méax. >35 °C. La tasa de crecimiento
diario en APG (28°C y 35°C) fue 40 mm/dia. El aislamiento AZY 119 se deposito en el
World Oomycete Genetic Resource (P19664), y se encuentra en las colecciones de la

Catedra de Fitopatologia-UBA y del CIDEFI, a efectos de continuar su caracterizacion.
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3. 2. Caracterizacién morfoldgica: Micelio cenocitico con presencia de apresorios
falcados. En los diferentes medios de cultivo y en cultivo de Agrostis sp. en agua, sélo
desarrollaron esporangios principalmente esféricos terminales, algunos intercalares, 19-
25 (X: 20,5) um didm. Se observd germinacion directa de algunos de los esporangios
(Figs. 61-65).

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

La secuencia ITS (ITS4/ITS5) de Pythium sp. 2 (AZY119) fue comparada mediante
BLAST con secuencias de ITS disponibles de la base de datos genéticos GenBank
(HQ643476; HQ643477; HQ643473; HQ643474; HQ643576, AY833605; AY833606,
entre otras) No se obtuvo homologia total con ninguna de las secuencias
correspondientes a especies reconocidas. Se hallo 97-98% con P. attrantheridium con
15-17 bases de diferencia. Debera continuarse con la caracterizacion morfolégica y
molecular de esta especie con otros marcadores. Hasta tanto se hara referencia a ella

como P. aff. attrantheridium por su afinidad molecular con esta especie.

Las caracteristicas morfoldgicas y moleculares no presentaron alta homologia
con las especies descritas hasta el momento. El aislamiento, agente causal de
una Podredumbre radicular de plantas de zygocactus, AZY119 fue
identificado como una especie nueva. Se reportan por primera vez la especie

y la enfermedad en el pais.
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PYTHIUM sp. nov. 2

Fig. 60: Pythium sp. nov. 2. Inoculacion en cladodios a) Colocacion de
agar con desarrollo del Oomycete en contacto con pequefias heridas hechas
con bisturi, cubiertas con algodén humedecido y adherido con cinta
engomada. b) Diferentes estadios de las lesiones formadas a partir de los 3
dias de la inoculacion.
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PYTHIUM sp. nov. 2

Fig. 61: Pythium sp. nov. 2. a) Colonia de 3 dias de desarrollo en AHM
+PARB. b) Colonia de 4 dias en APG a 20°C.

236



PYTHIUM sp. nov. 2

Fig. 62: Pythium sp. nov. 2 a) Esporangios esféricos terminales.
b) Esporangio esférico intercalar. ¢) Esporangio con germinacién
directa.
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PYTHIUM sp. nov. 2

Fig. 63: Pythium sp. nov. 2. Detalle de esporangio terminal.
BAR= 20 um.
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PYTHIUM sp. nov. 2

Fig. 64: Pythium sp. nov. 2. Formacion de apresorios. BAR= 20 um.
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PYTHIUM sp. nov. 2

Fig. 65: Pythium sp. nov. 2 a) Apresorio falcado. b) Esporangio
atipico irregular. c, d) Esporangio germinando. BAR= 10 pum.

5. COMENTARIOS

Para ampliar los conocimientos sobre estas nuevas especies y continuar con su
caracterizacion se deberan: a) buscar mas aislamientos, de ser posible, de areas
geograficamente diversas y caracterizarlos morfolégicamente para observar la variacion
intraespecifica en estas caracteristicas, b) realizar estudios moleculares y de
secuenciacion utilizando otros genes o regiones: gen codificante de la subunidad beta de
la tubulina y el gen codificante de la citocromo ¢ oxidasa isoforma 1 e isoforma 2, para
resolver cualquier ambiguedad, c¢) Para Pythium sp. nov. 1, efectuar estudios
complementarios de patogenicidad sobre distintos cultivares de pimiento y otros
hospedantes.
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PHYTOPYTHIUM CHAMAEHYPHON (Sideris) Abad, de Cock,
Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque. (2014).

Basionym. Pythium chamaehyphon Sideris (1932)
= Qvatisporangium chamaehyphon (Sideris) Uzuhashi, Tojo & Kakish (2010).

El aislamiento fue identificado como perteneciente al genero Phytopythium Abad,
de Cock, Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque, de acuerdo con la descripcién de Abad et
al. (2010) y a la especie Phy. chamaehyphon (Sideris) Abad, de Cock, Bala, Robideau,
Lodhi & Lévesque (de Cock et al., 2015), confirmandose por pruebas moleculares. La
especie Pythium chamaehyphon Sideris (1932) fue aislada originalmente por Sideris de
Carica papaya en Hawai, en 1930. Puede causar podredumbres radiculares y damping
off (van der Plaats-Niterink, 1981). Recientemente, fue renombrada por de Cock et al.
(2015) como Phytopythium chamaehyphon. Phy. sindhum Lodhi, Shahzad & Lévesque,
es la especie considerada como tipo (Bala et al., 2010), MycoBank MB517068. La
aparicion del nuevo género Phytopythium (Abad et al., 2010) fue apoyada
molecularmente por estudios previos efectuados en P. vexans, que sefialaron las
diferencias entre los miembros del agrupamiento K y otras especies de Pythium y
Phytophthora (Briard et al., 1995; Cooke et al., 2000; Bedart et al., 2006, Villa et al.
2006).

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

El aislamiento AAZ126 fue obtenido de plantas Rhododendron indicum (azalea)
procedentes de establecimientos de produccidon de la localidad de San Isidro (Partido de

San Isidro, zona Norte Buenos Aires).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Rhododendron indicum (Ericaceae): La azalea es un cultivo de importancia
econémica que se comercializa como planta en maceta y como arbusto para
ornamentacion de parques y jardines. Proviene de Japén, Corea del Sur, China y

Taiwan.
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Durante los relevamientos de enfermedades en el afio 2010, se observaron plantas
de azalea (R. indicum) de primer repique, con menor crecimiento y defoliacion. Al
descalzarlas evidenciaron un menor desarrollo del sistema radicular ocasionado por

podredumbre de raicillas.

2.2. Pruebas de patogenicidad: Se inocularon plantines mediante la colocacion del
agar con inéculo en contacto con las raices, segun la técnica descripta en el item 5.2 de
Materiales y Métodos. Los sintomas se iniciaron a partir de los 5 dias, observandose una
moderada defoliacion de las hojas basales e intermedias, lo cual fue coincidente con
extremos necrosados de raices de las cuales se reaisl6 un microorganismo idéntico al

inicial. Las plantas testigo no presentaron sintomas (Fig. 66).

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA
3.1. Caracterizacion de la colonia

A los 7 dias de la siembra el aislamiento desarroll6 micelio algodonoso en AHM y
tipo petaloide en APG (Fig. 66). Las temperaturas cardinales de crecimiento fueron:
min. 5 °C, opt. 30°C y max. 35°C. El crecimiento promedio en APG a 25 °C fue de 23
mm. El aislamiento AAZ126 fue depositado en la World Oomycete Genetic Resource
Collection (WOC) con el niUmero P19666.

3.2. Caracterizacion morfoldgica

Form6 abundante micelio cenocitico, hialino con presencia de abundantes
esporangios, predominantemente terminales, globosos a subglobosos, algunos ovoides
(18-) 21-30 (-25) pm, con vesiculas y tubos de descarga (Figs. 66-69). Se observaron
oogonios globosos, lisos, terminales e intercalares y laterales sobre corto pie (21-) 23-27
(-28) (x: 25) um diam. y anteridios alargados en estrecho contacto con el oogonio
(lateralmente apoyado sobre el oogonio, cercano al pie oogonial), mayormente
monoclinos (1-2), oosporas mayormente apleréticas (19-) 20-26 (-27) (x:24) pm diam.
(Figs. 67 y 69).
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PHYTOPYTHIUM CHAMAEHYPHON

Fig. 66: Phytopythium chamaehyphon: a) Micelio algodonoso tipo petaloide en APG.
b) Plantin testigo sin inocular. ¢) Plantines de Rhododendrom indicum con sintomas de
clorosis y defoliacion de hojas basales. d) 1. Esporangios con papila. 2. Inicio de

formacion del tubo de descarga 3. Esporangio vacio. BAR= 10 um.

244



PHYTOPYTHIUM CHAMAEHYPHON

Fig. 67: Phytopythium chamaehyphon: a) Esporangios terminales globosos vy
subglobosos. A la izquierda esporangio con una papila apical y un tubo de descarga
basal bifurcado. b) Oogonio con anteridio alargado, apoyado lateralmente, en estrecho
contacto con el oogonio, ubicado cercano al pie oogonial. ¢) Caracteristicas de Pythium
chamaehyphon seglin van der Plaats-Niterink (1981), a > oogonio y anteridio; b'®

esporangio con tubo de descarga. BAR= 10 pum.
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PHYTOPYTHIUM CHAMAEHYPHON

Fig. 68: Phytopythium chamaehyphon: Esporangio con papila de la que sale el tubo de
descarga: a) Estadio inicial, b) Esporangio vacio con tubo de descarga. BAR= 10 um.
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PHYTOPYTHIUM CHAMAEHYPHON

Fig. 69: Phytopythium chamaehyphon: a) Oospora con restos de anteridio adherido. b-
d) Oogonio globoso, liso, terminal y anteridio alargado, lateralmente apoyado, en
estrecho contacto. BAR= 10 pum.
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4. CARACTERIZACION MOLECULAR

El rADN del micelio de los aislamientos fue extraido de cultivos puros con 7-10
dias de crecimiento utilizando un kit comercial (Lyse-n-Gotm). La region ITS rADN
fue amplificada (ITS5/1TS4), secuenciada y alineada usando el servidor BLAST- NCBI,
para verificar su % de homologia con las secuencias tipo u holotipo disponibles. En
GenBank se encontraron pocas secuencias de P. chamaehyphon para comparar, de las
cuales la 25930, corresponde al ex tipo de P. chamaehyphon utilizado por Lévesque &
de Cock (2004), para definir los diferentes clados, entre ellos el clado K, dentro del cual
se encuentra comprendida esta especie. La region ITS presentd un 99 % de homologia
con la especie Phy. chamaehyphon (GenBank HQ643379; GU266220; FJ415975;
AY598666) ex Pythium chamaehyphon clade K.

Como resultado de la comparacion de la secuencia de AAZ126 con las secuencias
mencionadas y con las de otras especies de Phytopythium y de Phytophthora se
construyo un arbol filogenético (programa MEGA 5.0- método de Neighbor-joining con

1000 repeticiones de bootstrap) (Fig.70).

v’ La utilizacién integrada de técnicas moleculares, el analisis morfologico
y el resultado positivo de las Pruebas de Patogenicidad, permitieron
identificar a Phytopythium chamaehyphon (=Pythium chamaehyphon)
afectando azaleas en los alrededores de Buenos Aires, manifestando leve
patogenicidad. Se cita por primera vez en el pais al género Phytopythium
(Palmucci et al., 2011a) y se describe a la especie Phy. chamaehyphon
(Palmucci & Grijalba, 2013).

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

Phytopythium chamaehyphon fue aislada por primera vez en el afio 1932, de
plantas de Carica papaya (papaya) en Hawai (Sideris, 1932). Afios después fue citada
por Jung et al. (1996) en Alemania, Suecia, Hungria, Italia y Eslovenia, durante sus
relevamientos sobre el declinamiento de Cedrus sp. (cedro). En el afio 2000, fue aislada
de Anacardium exelsum (mijao) en Jamaica (Davidson et al., 2000) y posteriormente, de
la rizosfera de Saccharum officinarum (cafia de azucar), Mangifera indica (mango) y

Psidium guayava (guayaba) en la provincia de Sindh, Pakistan (Lodhi, 2007).
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Fig. 70: Arbol filogenético donde se observa la posicion del aislamiento AAZ126 junto

con otros Pythium chamaehyphon.

6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

No se hallaron antecedentes de este género previos a la presente tesis. La

evidencia molecular y filogenética aportada por de Cock et al. (2014), permitio

incorporar a este género las especies de Pythium del clado K (Lévesque & de Cock,

2004), y proponer para éstas una nueva denominacion. Entre las especies

correspondientes a este agrupamiento citadas en Argentina, se encuentra P. vexans de

Bary, la cual tendria como nueva denominacion Phytopythium vexans (de Bary) Abad,

de Cock, Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque (ex. P. vexans de Bary). Phy. vexans fue

citada afectando Begonia sp., Begonia rex, Celosia cristata (cresta de gallo), Celosia

plumosa (celosia), Citrullus lanatus (sandia), Dianthus chinensis (clavel chino),

Piptadenia rigida (anchico colorado) (Frezzi, 1956) y Eucaliptus teritiformis (eucalipto)
(Frezzi, 1956; Merlo, 1981) (Tabla 1).
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7. COMENTARIOS

La mayoria de las especies del género Phytopythium producen esporangios
similares a los de las formas papiladas de Phytophthora, globosos, subglobosos, ovoides
y se producen por proliferacion interna, caracteristica que nunca muestran estas formas
papiladas. La combinacion de la proliferacion interna y la formacion de papila son
caracteristicas de los esporangios de Phytopythium y de algunas especies de Pythium.
Esta papila es diferente de la papila de los esporangios de Phytophthora, ya que en el
género Phytopythium, los esporangios son inicialmente no papilados, y recién en la
madurez la papila se desarrolla. Esta no se manifiesta como un “engrosamiento apical
hialino”, como en Phytophthora (Blackwell, 1949), sino que se caracteriza porque
puede crecer para formar un tubo de descarga mas corto o mas grande en el extremo del
cual se forma una vesicula, dentro de la cual se diferencian las zoosporas, como en
Pythium. En algunas especies, uno 0 mas tubos de descarga, se forman no a partir de la
papila sino méas basales en el esporangio. En otras la papila crece y puede ramificarse.
Ademés el género Phytopythium se caracteriza por la forma de los anteridios, que son
elongados, cilindricos, a veces con constricciones y el tubo de la fertilizacién se
desarrolla principalmente en posicion medial. Ocasionalmente se producen anteridios en

forma de maza con insercion apical (Bala et al., 2010; de Cock et al., 2015).
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IDENTIFICACION DE ESPECIES

DEL GENERO PHYTOPHTHORA
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GENERO PHYTOPHTHORA

ESPECIES HETEROTALICAS

A. ESPORANGIOS PAPILADOS
Ph. capsici

Ph. nicotianae= parasitica

B. ESPORANGIOS NO PAPILADOS

Ph. cinnamomi
Ph. cryptogea

Ph. taxon kelmania
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ESPECIES HETEROTALICAS

A. ESPORANGIOS PAPILADOS

PHYTOPHTHORA CAPSICI Leonian (1922)

Syn: Phytophthora hydrophila Curzi (1927)
Phytophthora parasita var. capsici (Leonian) Sarejanni (1936)
Phytophthora palmivora MF4 Griffin (1977)

Los caracteres morfologicos observados en el aislamiento en estudio coinciden
con los presentados por Erwin & Ribeiro (1996), Frezzi (1950), Stamps et al., (1990) y
Waterhouse (1963) para Ph. capsici.

Leonian (1922) describid por primera vez esta especie. El aislamiento fue
obtenido en Nuevo México (USA), de cultivos de Capsicum annuum (pimiento) con
sintomas de tizon en las ramas y podredumbre en frutos. Es una especie cosmopolita
que puede ocasionar podredumbre de raices, tallos, frutos en contacto con el suelo y
tizon de hojas y ramas. Limita la produccion de pimiento, cucurbitaceas (zapallo,
calabaza, pepino, meldn y sandia) y otras solanaceas (tomate, berenjena) en muchos
paises (Erwin & Riveiro, 1996; Hausbeck & Lamour, 2004; Tian & Babadoost, 2004;
Hurtado-Gonzales et al., 2008). Ph. capsici puede infectar todas las partes de la planta y
su diseminacion se efectla a través del agua (Erwin & Ribeiro, 1996; Gevens et al.,
2007).

8. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

Fueron aislados: BPLP113-39 obtenido a partir de plantas de pimiento cultivado
en sistema sin suelo, en contenedores con sustrato, de un cultivo bajo cubierta de la
localidad de La Plata; APSP112-38 de plantas de pimiento, creciendo en suelo bajo

invernaculo y BZAP120-45 de frutos de Cucurbita moschata (calabaza, Anquito)
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provenientes de un cultivo ubicado en la localidad de San Pedro (NE de la Provincia de
Buenos Aires). Los ultimos dos aislamientos fueron obtenidos de muestras que
ingresaron a través del Laboratorio de Sanidad Vegetal (LASAVE- FAUBA).

9. SINTOMATOLOGIA

2 1. Capsicum annuum (Solanaceae): El género Capsicum es originario del continente
americano y comprende 25 especies, siendo 5 las mas cultivadas. C. annuum es la
especie que se produce para consumo fresco. En Argentina se cultivan unas 10.000 ha
(Galmarini, 2009), localizadas en las provincias de Salta, Corrientes y Buenos Aires, de
las cuales el 80% se destina a pimiento para consumo fresco. Considerando los cultivos
que se producen bajo cubierta en la zona de La Plata, el pimiento ocupa el cuarto lugar
(Fernandez Lozano, 2012).

A fines del invierno de 2005 en oportunidad de visitar un establecimiento de
produccion de pimiento, se observd que aproximadamente el 1% del cultivo estaba
afectado. Las plantas crecian en contenedores conteniendo como sustrato perlita y tierra,
con fertirrigacion aplicada mediante riego por goteo y conducidas en el plano vertical
mediante el uso del hilo de nylon a dos hileras paralelas por contenedor (Fig.71). Se
observd menor crecimiento y formacién de tejido suberoso oscuro en la base de las
plantas, que avanzaba hasta rodear el tallo. Al descalzarlas el sistema radicular presentd
menor desarrollo y raices necrosadas (Fig. 72). Plantas enfermas con la misma
sintomatologia se recibieron en 2010 provenientes de la localidad de San Pedro,
Provincia de Buenos Aires.

De los aislamientos obtenidos fue seleccionado el BPLP113-39 para realizar las

pruebas de patogenicidad y los estudios moleculares.

2.2. Pruebas de patogenicidad: Todos los plantines de pimiento fueron inoculados
mediante la aplicacion de sustrato con desarrollo del Oomycete (método descripto en
Materiales y Métodos, item 5.3a). Evidenciaron sintomas de marchitez luego de 7 dias.
Los testigos permanecieron sanos. Se corrobor6 que el aislamiento BPLP113-39 fue el

agente causal de los sintomas hallados (Fig. 73).
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2. 3. Cucurbita moschata (Cucurbitaceae): El zapallo es originario de América, con
120 géneros, entre los cuales Cucurbita comprende unas 27 especies anuales o
perennes. En Argentina para consumo de fruto maduro se cultivan 21.956 ha.,
principalmente en las provincias de Santiago del Estero, Mendoza, Formosa, Chaco,
Buenos Aires, Santa Fe. Catamarca, Salta, Cérdoba, Tucuman, Jujuy y Corrientes
(Della Gaspera & Rodriguez, 2013). EI fruto del zapallo es muy sensible al exceso de
humedad del suelo. Desde hace algunos afios el zapallo tradicional o criollo (C.
maxima) ha sido desplazado de la preferencia del mercado consumidor por las
variedades Anco o Anquito (C. moschata). Si bien tiene un alto requerimiento hidrico
sobre todo en el periodo de engrosamiento del fruto, el exceso de agua favorece la
aparicion de enfermedades debidas a pseudohongos. En 2010 se recibieron frutos de
zapallo Anco con marcada podredumbre y presencia de una eflorescencia blanca (signo
de la enfermedad, consistente por micelio cenocitico) sobre las lesiones (Fig. 74). En el
campo la podredumbre se presenté con manchas acuosas, en la region del fruto en
contacto con el suelo o en su parte superior, a la cual el indculo Ileg6 transportado por
salpicaduras del agua de lluvia o riego. Luego siguié avanzando y en muchos casos
afectd a todo el fruto que al ser cortado, se presentd muy blando. Se hicieron los
aislamientos de la zona de transicion entre el tejido sano y enfermo, y el patdgeno fue
identificado como Ph. capsici de acuerdo a las descripciones de Erwin & Ribeiro (1996)
y Frezzi (1950).

2.4. Pruebas de patogenicidad: La inoculacion se efectud aplicando trocitos de agar
en contacto con pequefias lesiones practicadas en frutos de zapallo Anquito, ubicadas en
4 puntos distanciados y opuestos (Materiales y Métodos, item 5.1). A los tres dias se

observaron manchas acuosas de 4 a 6 cm diam.

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1. Caracterizacion de la colonia

En APG al 2% a 20 °C colonias blancas compactas, con abundantes hifas aéreas
(Fig. 73). En AHM menos densa con escasas hifas aéreas. Temperaturas cardinales:
min. 10 °C, opt. 28-30 °C, méax. >35 °C. Crecimiento promedio a 20 °C en APG: 20

mm /dia.
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3.2. Caracterizacion morfologica

Micelio cenocitico muy ramificado de tipo toruloso (Fig. 73). En APG y AHM,
principalmente en cultivos nuevos; esporangios obovoides, elipsoidales, o globosos,
hialinos, con papila prominente, 50 x 30 um, caducos, pedicelo largo, algunos con una
vacuola central; zosporangiéforos simples o ramificados, gruesos, con un
engrosamiento préoximo a la base del zoosporangio. Formacion de zoosporangios
secundarios a partir de la zona de la papila. Sin clamidosporas ni estructuras sexuales.
Especie predominantemente heterotalica. Por sus caracteres morfologicos se ubica en el
grupo 11 de Waterhouse (1963) (Figs. 75y 76).

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

El analisis de la secuencia de las regiones 1TS4/ITS5 del aislamiento BPLP113-39
(procedente de pimiento), reveld una homologia del 100% con la secuencia
correspondiente a Phytophthora capsici DQ464056- CBS12823 cultivo tipo, y con
numerosas secuencias homoélogas del GenBank. En concordancia con la caracterizacién
morfoldgica Ph. capsici se ubica filogenéticamente en el clado 2 (Blair et al,. 2008).
Este agrupamiento incluye 21 especies de Phytophthora, todas ellas con esporangios

papilados o semipapilados, siendo la mayoria (71%) homotalicas.

v' Los resultados moleculares, las caracteristicas culturales y
morfobiométricas y las pruebas de patogenicidad, permiten identificar a Ph.
capsici como el agente causal de Podredumbre radicular de C. annuum y de

Podredumbre de frutos de C. moschata.

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

Afecta diferentes familias boténicas, principalmente cultivos horticolas de
importancia econdmica. Erwin & Ribeiro (1996) presentan un listado de hospedantes,
entre los cuales se encuentran, ademas de los citados: Solanum lycopersicum (tomate),
Citrullus lanatus (sandia), Cucumis sativus (pepino), Cucurbita maxima (zapallo)
(Kreutzer et al., 1940); Solanum melongena var. sculentum (berenjena) (Curzi, 1927);
Persea americana (palto) (Tompkins & Tucker, 1937); Pisum sativum (arveja)
(Critopoulus, 1955); Brassica oleracea var. botrytis (coliflor) (Satour & Butler, 1967);

entre otras. Frezzi (1950) menciona a Phaseolus lunatus (arveja). Ademas Ph. capsici se
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encuentra citado afectando algunos hospedantes ornamentales como Anturium
andreanum (anturio) (Aragaky & Uchida, 1980, citado por Erwin & Ribeiro, 1996);
Dianthus barbatus (clavelina) (Leu & Kao, 1981 citado por Ho, 1990), Philodendron
scandens subsp. oxycardium (filodendro) (Cundom & Cabrera, 2004). Mundialmente se
encuentra distribuida en: Africa (Morocco, Nigeria); Asia (China, India, Indonesia, Iran,

Irak, Israel, Japdn, Corea, Libano, Malasia, Filipinas, Arabia Saudita, Taiwan, Turquia)

Australasia y Oceania (Caroline Islands, Hawaii);_Europa (Bulgaria, Espafia, Francia,
Grecia, Italia, Rusia), Asia (Arabia, China, Corea, India, Iran, Israel, Japén, Libano,

Malasia, Turquia), América del Norte (Canada, Estados Unidos, México), América

Central (Costa Rica, Guatemala, Puerto Rico, Salvador, Trinidad); Ameérica del Sur

(Argentina, Bolivia, Brasil, Per(, Venezuela) (Stamps, 1985). Posteriormente se

agregaron Yugoslavia y Panamé (CABI, 1990).

6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

Ph. capsici fue aislada por primera vez por Lindquist (1932), de plantas de
pimiento con sintomas de damping off, cultivadas en los alrededores de La Plata
(Provincia de Buenos Aires). Posteriormente Godoy profundiz6 su estudio y citd su
aparicién en 1936 en San Rafael (Provincia de Mendoza) y en 1937 en las provincias de
Salta y Jujuy (Godoy, 1940). Ademas fue citada afectando cultivos de pimiento de las
provincias de: Cordoba (Carrera, 1941, Frezzi 1942-1949, En: Frezzi, 1950); Chaco
(Bonacic Krecic & Campagnat (1982); Tucuman (Traversi, 1948); Jujuy (Alcoba et al.,
2005); Corrientes (Colombo, 1988); Catamarca (Raggi, 1945); La Rioja (Carrera,
1940); La Pampa (Vitoria, 1941); Salta (Carrera, 1937); San Luis (Carranza, 1945);
Neuquen (Cipolla, 1948); Santa Fe (Rista et al., 1969); San Juan (Oriolani & Gatica,
1980); Formosa (Mazzanti de Castafion, 1994); Mendoza (Feldman & Pontis, 1960);
Rio Negro y Neuquen (Bergna, 1963; Rossini et al., 1992).

Otros hospedantes citados son Citrus sinensis (naranjo dulce), C. limonia (limén),
Cucumis sativus (pepino), Cucurbita pepo (zapallo de angola), Cucurbita maxima var.
zapallito (zapallito de tronco), Cucurbita moschata (zapallo anquito), Cucurbita
maxima subsp. maxima (zapallo), Phaseolus lunatus (poroto manteca), Solanum
lycopersicum (tomate), Philodendron scandens subsp. oxycardium (filodendro),

Solanum, melongena (berenjena). La informacion sobre la localizacion de estos
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cultivos, los sintomas y referencias bibliograficas se observan en la Tabla 6 de
Phytophthora spp. en Argentina.

Ph. capsici limita la produccion de pimiento en Argentina, especialmente en las
zonas de cultivo bajo riego. Ha ocasionado importantes pérdidas (Godoy, 1940;
Fernandez Valiela, 1978; Colombo, 1988; Roig et al., 2009), en algunos afios su
produccion se ha reducido en casi un 40 % (Galmarini, 1997). Ademas se han registrado
severos ataques de Ph. capsici en Cucurbita spp.; (Mitidieri, 1976; Rossini et al., 1992;
Kiehr et al., 1996). Afortunadamente, para pimiento existen en el pais variedades
resistentes a Ph. capsici, liberadas por el INTA La Consulta (Mendoza) (Galmarini,
1997, 1998). Para zapallo, actualmente se dispone de algunos cultivares de Anco
obtenidos en el pais, que muestran un comportamiento aceptable frente a la infeccion.
En cuanto a C. maxima se han identificado algunos genotipos que son menos

susceptibles que los cultivares actualmente disponibles (Roig et al., 2008).

Otras especies de Phytophthora que afectan a C. annuum son Ph. citrophthora, Ph.

drechsleri, Ph. Infestans y Ph. nicotianae (Tabla 6).

7. COMENTARIOS

a) El caracter diferencial de Ph. capsici con otras especies del grupo Il de
Waterhouse es principalmente el largo de su pedicelo sobre esporangios caducos
esfericos a elongados estrechandose en su base (“tapering base”). Se diferencia de Ph.
parasitica en que ésta produce esporangios mas redondos que son no caducos y de Ph.
palmivora porque tiene esporangios ovoides que son caducos pero con un pedicelo
corto (Erwin & Ribeiro, 1996). Abad et al. (2011) identificaron una nueva especie
(Phytophthora glovera G. Z. Abad & Shew), que afecta plantas de tabaco en Brasil y
que esta estrechamente relacionada con Ph. capsici, pero presenta claras diferencias en
sus estructuras sexuales y asexuales. Ph. capsici es una especie heterotalica con
anteridios anfigenos, mientras que Ph. glovera es una especie homotalica que produce

anteridios anfigenos o paraginos (Abad et al., 2011).

b) Los valores de temperaturas de crecimiento obtenidos en este estudio se
encuentran comprendidos entre los informados por otros autores: Stamps (1985) reportd
min. 10 °C, 6pt. 28 °C y max. >35 °C; Krober (1985) citado por Erwin & Ribeiro
(1996), min. 7,5, 6pt. 30 y max. 35 °C. Tsao (1991) rangos de min. 6-9, 6pt. 27- 30 y
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max. 33-39 °C; en tanto que Mchau & Coffey (1995) obtuvieron temperaturas opt. de
24-33 °C.

c) Tucker (1931), citado por Erwin & Ribeiro (1996), menciona que la
formacion de clamidosporas en cultivos in vitro de aislamientos obtenidos de C.
annuum es rara. En coincidencia Ristaino (1990), expresa que aislamientos procedentes
de pimiento o de cucurbiticeas no formaron clamidosporas. Tampoco fueron
observadas por Frezzi (1950) en aislamientos desde solanaceas y cucurbitaceas, ni por
Mchau & Coffey (1995) en aislamientos desde pimiento. Igual comportamiento se
obtuvo en el aislamiento de este estudio. Por otra parte, en un trabajo publicado en Iran,
se menciona la produccién de clamidosporas en aislamientos desde pimiento (Ershad,
1971, citado por Erwin & Ribeiro, 1996) y hay referencias de su produccion en otros
hospedantes como Piper niger (pimienta negra), Theobroma cacao L. (cacao) y

Macadamia sp. (macadamia).

d) Ph. capsici es una especie heterotalica. En aquellos sitios donde la poblacion
presenta ambos tipos de apareamiento (Al y A2), las oosporas formadas sirven como
inoculo latente para provocar nuevas infecciones (Erwin & Ribeiro, 1996; French-
Monar et al., 2007). De alli la importancia de conocer el comportamiento de las
poblaciones locales.

En los aislamientos de Ph. capsici obtenidos en el presente estudio no se
observaron oosporas, estos resultados son consistentes con los obtenidos por otros
investigadores del pais: Frezzi (1950) estudié numerosos aislamientos de Capsicum
annuun, Cucumis sativus (pepino), Cucurbita spp., Phaseolus lunatus (poroto manteca),
Solanum lycopersicum (tomate) y expresé que Ph. capsici, “es inconstante y precaria en
su aptitud para producir 6rganos sexuales”, basandose en que solo encontré oogonios y
oosporas en algunos casos procedentes de una de las localidades. Ademas realiz6 mas
de 60 combinaciones de cultivos en pares en diferentes medios de cultivo, con
resultados negativos en todos los casos.

Recientemente Gobena et al., (2012) estudiaron la conformacion poblacional de
Ph. capsici en Argentina con 41 aislamientos de 11 localidades, obtenidos entre los afios
2006-2008, observando que todos se comportaron como Al, que la diversidad
genotipica de la poblacion es limitada y que un Unico linaje clonal es responsable de

gran parte de la enfermedad en Argentina. Concluyeron que la recombinacién sexual
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juega un papel limitado o ausente, en el impulso de la estructura de la poblacion.
Atribuyen la limitada variacion genética a procesos de mutacion y recombinacion
mitética (Goodwin et al., 1995; Dobrowolski et al., 2003). Los cultivares resistentes
Fyuco INTA y Calafyuco INTA, siguen siendo ampliamente utilizados por los
cultivadores de pimiento y a la luz de los resultados obtenidos por Gobena et al., (2012),
la variacion genética limitada en la poblacion del patdégeno puede ser un factor que
permite que la resistencia a enfermedades, de dichos cultivares, permanezca viable
durante periodos prolongados.

En Estados Unidos, por el contrario, dentro de un mismo campo o areas
agricolas, hay poblaciones con ambos tipos de apareamiento, con alta diversidad
genotipica y linajes clonales, lo que hace més dificil el uso de variedades resistentes
(Hausbeck & Lamour, 2004; Gevens et al., 2007; Dunn et al., 2010; Granke et al.,
2012, citados por Gobena et al., 2012).

e) Filogenéticamente Ph capsici se ubica en el clado 2 (Blair et al., 2008) y las
especies mas cercanas son Ph. tropicalis (Aragaki & Uchida, 2001) y Ph. mexicana
(Hotson & Hartge 1923, citado por Erwin & Ribeiro, 1996). Anteriormente, Ph. capsici
y Ph. tropicalis fueron consideradas como la misma especie en base a sus caracteristicas
morfoldgicas e informacion de isoenzimas (Mchau & Coffey, 1995; Oudemans et al.,
1994, citado por Erwin & Ribeiro, 1996). Ambas producen esporangios caducifolios
oblongos con prominentes papilas y pedicelos largos. Son heterotalicas, debiendo
cruzarse para producir oosporas anfigenas. EIl analisis de isoenzimas no fue
suficientemente sensible para diferenciar entre las especies. Posteriormente los estudios
moleculares y la secuenciacion han permitido notar estas diferencias (no obstante
subsisten citas de Ph. tropicalis mencionadas como Ph. capsici, debido a las similitudes
morfoldgicas, asi también como a erroneas clasificaciones de secuencias de ITS
depositadas en GenBank. Ademéas ambas especies difieren en el rango de hospedantes.
Generalmente Ph. capsici es aislada de plantas horticolas; en tanto que Ph. tropicalis es
aislada de plantas ornamentales de vivero o cultivos perennes (Lamour, 2013). Los
aislamientos de Ph. capsici no son especificos de un cultivo (Sanago & Claryl, 2006;
Isakeit, 2007, citados por Sanogo & Bosland, 2013 In: Lamour, 2013). En Argentina
Ph. capsici fue aislada de hospedantes horticolas (Asparagus, Solanaceae,
Cucurbitaceae, Phaseolus lunatus) de Philodendron scandens subsp. oxycardium
(Cdndom & Cabrera, 2004) y de Ficus carica (Alcoba et al., 2005).
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PHYTOPHTHORA CAPSICI

Fig. 71: Capsicum annuum. Plantas sanas creciendo bajo invernaculo en contenedores
conteniendo como sustrato perlita y tierra. Se observa el tipo de conduccion de las
plantas con hilo de nylon a dos hileras paralelas por contenedor. Fertirrigacion aplicada

mediante riego por goteo.
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PHYTOPHTHORA CAPSICI

Fig. 72: Capsicum annuum. a) Presencia de cancro basal. b) Formacion de un
tejido suberoso oscuro que rodea el tallo en la base de las plantas afectadas. c)
Corte longitudinal del tallo donde se observa el tejido necrético avanzando hacia
el interior de la médula. d) Sistema radicular con menor desarrollo y raices

necrosadas.
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PHYTOPHTHORA CAPSICI

Fig. 73: Phytophthora capsici. a) Planta inoculada con marchitamiento

(izg.) y planta testigo sana (der.). b) Micelio coraloide. BAR= 10 um.
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PHYTOPHTHORA CAPSICI

Fig. 74: Cucurbita moschata. Frutos de zapallo Anco presentando
manchas acuosas, podredumbre en la regidn del fruto en contacto con el
suelo y en la zona de insercion del pedunculo. Presencia de una

eflorescencia blanca (micelio de Ph. capsici) sobre las lesiones (signo).
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PHYTOPHTHORA CAPSICI

Fig. 75: Phytophthora capsici. Esporangios hialinos con papila prominente
y largo pedicelo. a) Esporangio elipsoidal. b) Esporangio obovoide. BAR= 20

um.

265



PHYTOPHTHORA CAPSICI

Fig. 76: Phytophthora capsici. a) Formacion de esporangios secundarios por
proliferacion interna. b) Esporangios subglobosos con vacuola central en uno de

los esporangios y esporangioforo ramificado, grueso. BAR= 20 pum.
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PHYTOPHTHORA NICOTIANAE Breda de Haan (1896).

Syn: Phytophthora parasitica Dastur (1913)
Phytophthora parasitica var. parasitica Dastur (1913)
Phytophthora allii Sawada (1915)
Phytophthora melongenae Sawada (1915
Phytophthora jatrophae Rosenbaum (1917)*
Phytophthora terrestris Sherbakoff. (1917)
Blepharospora terrestris (Sherb.) Peyronel (1920)
Phytophthora parasitica var. rhei Godfrey (1923)
Phytophthora tabaci Sawada (1927)
Phytophthora parasitica var. nicotianae (Breda de Haan) Tucker (1931)
Phytophthora formosana Sawada (1942)
Phytophthora lycopersici Sawada (1942)
Phytophthora ricini Sawada (1942)
Phytophthora parasitica var. sesami Prasad (1957)
Phytophthora nicotianae var. parasitica (Dastur) Waterhouse (1963)

Las variedades nicotianae y parasitica de Ph. nicotianae no han sido aceptadas
(Hall, 1993).

Los caracteres morfoldgicos observados en los aislamientos coinciden con los
presentados por Waterhouse (1963); Frezzi (1977); Stamps et al., (1990); Hall (1993) y
Erwin & Ribeiro (1996) para Ph. nicotianae. Se ubica en el Grupo Il de Waterhouse
(1963) y en el Clado 1 de Blair et al. (2008).

Ph. nicotianae es una especie cosmopolita, produce damping off, podredumbre

de raices y de corona, tizon de hojas, podredumbre de frutos.

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

Fueron aislados: BDF110-36 de plantas de Dieffenbachia picta Schott
(diefenbaquia) y BV1109-35 de Catharanthus roseus (L.) G. Don fil. (vinca) de cultivos

de la localidad de Moreno (zona Oeste del Cinturdn verde bonaerense) y de un vivero
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comercial de la localidad de Escobar (Zona Norte); BPR116-42 de Primula obconica
Hance (primula), de un cultivo ubicado en Moreno y de un vivero comercial de la
ciudad de Buenos Aires); BFCH103-29 de Chamelaucium uncinatum Schauer (flor de
cera) y BGY115-41 de Gypsophila paniculata L. (gipsofila, mosquito), ambos de la
localidad de Abasto- La Plata; BSCH 117-43 de Schlumbergera truncata (Haw) Moran
(zygocactus, Santa Teresita, Cactus de Pascua) y BHE118-44 de Hebe speciosa (hebe)
de un vivero comercial de la ciudad de Buenos Aires.

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Dieffenbachia picta (Araceae): Planta herbacea perenne nativa de la region central
y tropical de América del Sur. Se comercializa como planta de interior en maceta por las
caracteristicas ornamentales de sus hojas que alternan colores verdes y blancos,
destacandose por su brillo. Se cultiva principalmente en las Provincias de Corrientes y
Buenos Aires y en menor escala en provincias del norte argentino (JICA-INTEA, 2003).

En la primavera de 2008 y 2009, se hallaron plantas afectadas de D. picta var.
Alex con sintomas de clorosis y marchitamiento de las hojas basales, pertenecientes a
un productor de la localidad de Moreno (provincia de Buenos Aires). Inicialmente se
observd una zona humeda en los peciolos y en la base del tallo, a nivel del suelo. Al
progresar rapidamente la enfermedad, bajo condiciones de altas temperaturas y elevada
humedad relativa ambiente, las plantas afectadas se marchitaron debido a la
prodredumbre basal y de las raices (Fig. 77). Sintomas y pérdidas similares fueron
citados por Grijalba et al. (2008), quienes en la primavera de 2007 encontraron plantas
enfermas de difenbaquia var. Mariana, cultivadas en los alrededores de Buenos Aires,
causando pérdidas de hasta el 70% por invernaculo, valores semejantes a los observados
por Palmucci en el relevamiento de 2008. En ambos casos los sintomas se presentaron
tempranamente, a los 2 a 3 meses del primer trasplante, coincidiendo con exceso de

agua en el sustrato debido a abundante irrigacion.
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PHYTOPHTHORA NICOTIANAE

Fig. 77: Dieffenbachia picta. a) Plantas con marchitamiento en hojas inferiores b)
Estado méas avanzado de la enfermedad con podredumbre basal. ¢) Detalle del tallo con

podredumbre basal.

2.1.1.Pruebas de patogenicidad: Se realizaron utilizando el aislamiento BDF11. Las
plantas se cultivaron en macetas con una mezcla de turba, perlita y 20% de suelo y
fueron inoculadas con discos de AV8 con desarrollo del Oomycete (Materiales y
Métodos item 5.2). Los sintomas comenzaron a manifestarse a los 7 a 10 dias luego de
la inoculacion en plantas del cultivar Mariana, alcanzando el 90% de mortandad a los 17
dias. Las plantas testigo permanecieron sanas. Ph. nicotianae fue reaislada de las

plantas enfermas.

2.1.2.Comportamiento varietal: Palmucci et al. (2011b) evaluaron el comportamiento
de variedades de Dieffenbachia sp. frente a la infeccion por Ph. nicotianae, observando
una respuesta diferencial frente a este patdgeno. Todas las variedades mostraron

podredumbre basal y pérdida total del sistema radicular a exepcion de la variedad
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Tropic snow. Ninguna otra diferencia se pudo detectar estadisticamente como
significativa aunque la variedad Alex se comportd6 como moderadamente susceptible en

comparacién con las otras variedades (Palmucci et al., 2011b).

2.2. Chamelaucium uncinatum (Myrtaceae): Arbusto nativo de Australia. Fue
introducida en la Provincia de Buenos Aires-Argentina a fines de 1990 y se cultiva
principalmente en los alrededores de la ciudad de La Plata y también hay algunas
plantaciones en Corrientes. Las plantas crecen directamente en el suelo, cultivadas bajo
invernaculo. Se utilizan en ramos florales, bouquets y como planta en maceta. Durante
la primavera de 2009, 2010 y 2011, en los alrededores de La Plata (Abasto) en cultivos
de flor de cera creciendo bajo cobertura, se hallaron plantas con sintomas de
podredumbre basal. Las plantas presentaron un progresivo amarillamiento de las ramas
desde la base hacia el extremo de los tallos. Se detiene el crecimiento de las plantas, las
hojas (aciculas) se van “cerrando”, cambiando su color verde intenso al amarillento
hasta finalmente tornarse de tono pajizo-bronceado y quedando adheridas a las ramas
después que la planta muere. Al descalzarlas del suelo se ve destruccion de raices,
descortezamiento y oscurecimiento del interior de la parte basal de los tallos (Fig. 78).
Con anterioridad, esta enfermedad se manifestd con los primeros implantes del cultivo
en la region y fue descrita inicialmente por Wolcan et al. (1996) y luego por Wolcan &
Lori (2001).

2. 2. 1. Pruebas de patogenicidad: Se llevaron a cabo utilizando el aislamiento
BFCH103, el cual fue caracterizado morfoldgica y molecularmente. El inéculo se aplicd
segun se describe en Materiales y Métodos item 5.3d, utilizando como soporte un
sustrato de arroz, perlita y salvado de trigo (1:1:1) humedecido con agua. Se incorporo
a plantas de 4 meses de cultivo (10 repeticiones/ cultivar). Se dejaron 10 plantas como
controles sin inocular con adicién de agar sin desarrollo del oomycete Los sintomas
comenzaron a manifestarse 25 dias después de la inoculacion en plantas del cultivar
Snowflake. Al final del ensayo (4 meses) el 70 % de las plantas habia muerto. El
desarrollo de la enfermedad fue mas lento en el cultivar Orchid, observandose una baja
mortandad de plantas. Los controles permanecieron sanos. Ph. nicotianae fue reaislado

desde las plantas sintomaticas.
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PHYTOPHTHORA NICOTIANAE

Fig. 78: Chamelaucium uncinatum. a) Progreso de los sintomas en plantas jovenes. b)
Detalle de sintomas en hojas: cierre de aciculas y cambio de coloracion. c) plantas

marchitas. d) Invernaculo con plantas enfermas.
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2. 3. Gypsophila paniculata (Caryophyllaceae): Cultivo de flor para corte ubicado
principalmente en la zona Sur y algo en la zona Norte (Escobar, Pilar) del Cinturén
verde bonaerense. Se utiliza como complemento de ramos de otras especies de mayor
produccion como rosal, clavel, crisantemo, lilium, entre otras. En la zona Sur, principal
centro de produccién floricola del pais, su cultivo se ha incrementado durante los
ltimos afios (Barreiro, 1999). Pertenece a la misma familia que el clavel, por lo que
ambos suelen cultivarse en los mismos establecimientos y posiblemente usando los

mismos invernaculos.

En recorridas efectuadas en la zona de Abasto-La Plata (2011, 2012), se
encontraron plantas de gipsofila con severo decaimiento de la parte aérea y
podredumbre de la corona. El problema se manifestd especialmente durante los meses
templado-célidos y afect6 a plantas en distintos estados de desarrollo. En el cultivo se
observé que la enfermedad se distribuye en manchones sobre el cantero; las plantas se
marchitan, las hojas pierden turgencia, quedando adheridas a los tallos, con una
coloracion verde grisacea para finalmente volverse amarillentas (Fig. 79). En
correspondencia con estas lesiones, al descalzar las plantas se hallaron porciones de las
raices primarias y secundarias descortezadas. La raiz primaria afectada comenzo a
ponerse marron desde su parte terminal y avanzo hacia la corona con ablandamiento de
los tejidos. Desde alli se extendid a la base del tallo, el cual se oscurecid. Esta
enfermedad fue descripta por Wolcan et al. (2007), quienes oportunamente realizaron
las pruebas de patogenicidad, coincidiendo lo observado en este estudio con sus
descripciones de sintomas y epidemiologia. Una de las cepas de ese trabajo, aislada en
2005, mantenida en Coleccion, fue caracterizada molecularmente y secuenciada en
2010. Esta enfermedad aparece en la zona de cultivo desde la década del 90 (Wolcan et
al., 2000).
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Fig. 79: Gypsophilla paniculata. a) Plantas sanas. b) Pérdida de turgencia en las hojas.
c¢) Cantero con manchones de plantas muertas. d) Sintomas en almacigo.
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2. 4. Catharanthus roseus. (Apocynaceae): Planta herbacea perenne, cultivada en
regiones tropicales y subtropicales por su profusa y variada floracién. Florece desde
fines de primavera hasta principios de invierno. En climas frios se comporta como
anual. Se utiliza para la ornamentacién de jardines como planta en maceta o para
canteros. En la primavera de 2009, en plantas adultas se observaron apices curvados,
hojas que perdian turgencia, luego marchitamiento general y finalmente muerte de la
planta. Al descalzar los ejemplares enfermos, se pudo observar una intensa
podredumbre de cuello y raices (Fig. 80). Ocasionalmente pueden encontrarse tallos que

aparecen manchados o con lesiones ulcerosas (Rivera et al., 2000).

PHYTOPHTHORA NICOTIANAE

Fig. 80: Catharanthus roseus. a) Testigo sano y planta afectada con severo
marchitamiento. b-d) Sintomas iniciales de clorosis en hojas basales. e€) Menor
desarrollo radicular y raices necroticas.
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2.4.1. Pruebas de patogenicidad: La inoculacién se realizé de acuerdo a lo descripto
en Materiales y Métodos item 5.3b, utilizando como sustrato del Oomycete: arroz,
salvado de trigo (1:1), humedecido con agua. Los sintomas se iniciaron a los 7 dias
desde la inoculacion, con amarillamiento de hojas basales. En dias subsiguientes una
podredumbre basal avanzd, observandose ejemplares volcados a los 20 dias, con escaso
sistema radicular. A los 40 dias la totalidad de las plantas se hallaba afectada por
podredumbre basal y radicular. Todas las plantas inoculadas manifestaron sintomas. Los

testigos permanecieron sanos (Fig. 81).

PHYTOPHTHORA NICOTIANAE

Fig. 81: Catharanthus roseus. a) Plantas a los 3 dias de inoculadas con pérdida de
turgencia en hojas. b, ¢) Plantas a los 7 dias de inoculadas con clorosis de hojas basales.
d) Testigo sano. e) Planta con rama con avanzada marchitez. f) Testigo en el centro y a
ambos lados plantas marchitas por pudricion basal y radicular, a los 40 dias de

inoculadas. g) Sistema radicular con menor desarrollo y raices muertas.
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2.5. Primula obconica Hance (Primulaceae): Planta herbacea perenne cultivada como
anual. En nuestra latitud florece desde el otofio hasta la primavera. Se comercializa en
maceta y su produccion se realiza bajo invernaculo, concentrandose en las zonas Norte
y Oeste del Cinturon verde bonaerense. Se siembran en plugs (bandejas alveoladas con
pequefias celdas) y desde alli se trasplantan a la maceta definitiva. Es durante este
periodo, siembra- primeros dias del trasplante, que la planta estd mas vulnerable a los

cambios en el ambiente que la rodea (nutrientes, oxigeno, pH, sales solubles, humedad).

En 2009, en un establecimiento productivo de plantas en maceta de la zona de
Moreno, se recolectaron 10 plantas de P. obconica con avanzados sintomas de
marchitamiento. Las hojas amarillentas yacian flaccidas sobre el borde de la maceta. Al
descalzarlas se observd pudricién de raices, coincidentemente con los sintomas aéreos.
En algunas plantas las hojas centrales presentaban pudricion humeda (Fig. 82). Las
plantas crecian en macetas con sustrato organico y riego por fertirrigacion. Visitado
nuevamente el cultivo en 2010 se hallé idéntica sintomatologia. También esta
enfermedad fue encontrada en un vivero de venta al pablico de la ciudad de Buenos

Aires.

2.5.1. Pruebas de patogenicidad: En Materiales y Meétodos item 5.3b, se describio el
método de inoculacién, usando como sustrato del Oomycete: arroz-salvado de trigo
(1:1). Todas las plantas inoculadas evidenciaron sintomas con caracteristicas semejantes
a los observados en el cultivo, comenzando a los 7 a ponerse las hojas amarillentas y

flaccidas. Las plantas testigo permanecieron sanas.
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Fig. 82: Primula obconica. a-e) Sintomas en cultivo. Hojas amarillentas y flaccidas. f)
Pudricion de raices.
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2.6. Schlumbergera truncata (Cactaceae): Planta endémica de Brasil, cultivada
mundialmente como ornamental en maceta. En noviembre de 2012, en un vivero
comercial ubicado en la ciudad de Buenos Aires se hallaron plantas de zygocactus con
pérdida del color de sus cladodios, marchitamiento de algunas ramas y podredumbre
himeda en los cladodios basales y raices (Fig. 83). Anteriormente, a fines de 2011
plantas adultas con sintomas mas acentuados, provenientes de un jardin particular de la

ciudad de San Isidro, fueron recolectadas por el Ing. Grijalba.

2.6.1. Pruebas de patogenicidad: El in6culo BSCH117-43 se aplic6 cercano a las
raices vehiculizado con un sustrato. Estas técnicas de inoculacion fueron descritas en el
capitulo 2, Materiales y Métodos punto 5.3a. Se hicieron 10 repeticiones, dejandose 10
plantas testigo. Se incubaron 48 h a 20°C y 100% humedad relativa con luz natural
durante 10 dias. En cladodios los sintomas se iniciaron a los 5 dias, observandose
alrededor de las heridas una zona infectada que avanzo progresivamente hasta abarcar
todo el cladodio en algunos casos, ocasionando su desprendimiento. Plantas inoculadas
en las raices presentaron sintomas a los 10 dias, observandose ramas con pérdida de
turgencia y lesiones en las bases de los tallos (Fig. 83). Los testigos permanecieron

Sanos.

2.7. Hebe speciosa = Veronica speciosa (Scrophulariaceae): Planta perenne de mediana
altura, hojas persistentes. Florece a comienzos de verano o de otofio segun la variedad.
Forma abundantes flores de color violaceo, azul o blanco, en espigas terminales. A fines
de 2012, en un vivero comercial en Buenos Aires, se hallaron plantas de Hebe que
presentaron menor crecimiento y podredumbre radicular. Anteriormente, en primavera
de 2012, plantas con la misma sintomatologia fueron recolectadas en jardines
particulares de la zona Norte de Buenos Aires. Grijalba & Palmucci (Inéd.) identificaron

a Ph. nicotianae como el agente causal de esta enfermedad.
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Fig. 83: Schlumbergera truncata a, c) Plantas con sintomas de podredumbre basal. b)
Sintomas de pudricién en cladodios. d) Detalle de cladodios con podredumbre himeda.
e) Planta sana. f) Aplicacion del inéculo cercano a las raices utilizando un soporte

organico.

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1. Caracterizacion de la colonia: En APG al 2%, temperatura de 20 °C,
desarrollaron colonias de forma variable observandose dos tipos de colonia que

Ilamaremos A y B. El grupo A incluyé los aislamientos obtenidos de plantas de Ch.
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uncinatum y G. paniculata, los cuales en APG formaron colonias blancas con
crecimiento de tipo aracnoide o estolonifero, de mayor diametro en AV8. Las colonias
del grupo B, integrado por los aislamientos provenientes de plantas de D. picta, C.
roseus, P. obconica, Sch. truncata y H. speciosa, desarrollaron en APG abundante
micelio aéreo blanco de tipo difuso cuando joven, luego méas denso, de bordes no
definidos, semicompacto, de menor desarrollo en AV8, de aspecto levemente
algodonoso. También se observaron dos patrones atipicos de crecimiento (Fig. 84).

El crecimiento fue medido en 1 aislamiento del grupo A proveniente de Ch.
uncinatum y 2 del grupo B de D. picta (BDF110-36) y C. roseus (BV1109-35). A 20 °C
el crecimiento promedio de diefenbaquia fue de 8,3 mm/dia, llenando la caja en 11 dias;
el de vinca y flor de cera de 7 mm/dia, llegando a cubrir la mitad de la caja de Petri. A
28 °C (temp. Opt.), diefenbaquia tuvo valores de 20 mm /dia tardando 4 dias para el
llenado de la caja, y flor de cera y vinca de 11 mm/dia y 10 mm/dia, respectivamente.
Las temperaturas cardinales fueron min. 5-8 °C, opt. 28 °C y méax. >35 °C. Una minima
de 8 °C se observo en flor de cera y >1 <5 en difenbaquia (Tabla 12). Todos los

aislamientos se conservan en las colecciones de la FAUBA y el CIDEFI.

3.2. Caracterizacion morfologica: Micelio tipicamente coraloide (Fig. 85).
Esporangios obypiriformes, redondos, ovales o elipsoidales, pocos irregulares,
persistentes, mono, a veces bipapilados, de insercion basal o a veces lateral en el
esporangioforo no ramificado, formados solos o en forma simpodial en esporangidforos
largos, sobre todo persistentes o caducos, con corto pedicelo (Figs. 86-88).

Clamidosporas terminales e intercalares y presencia de hinchamientos hifales (Figs. 87).
No se observaron estructuras sexuales, siendo una especie heterotalica. Las dimensiones
fueron variables en los distintos aislamientos, pero se mantuvieron dentro de los rangos

conocidos para la especie (Erwin & Ribeiro, 1996) (Tabla 13).
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PHYTOPHTHORA NICOTIANAE
TIPOS DE COLONIAS DESARROLLADAS EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

Fig. 84: Detalle de colonias. Aislamiento de difenbaquia creciendo en APG a 20°C:
colonia de 5 dias (a) y de 7 dias (b). ¢) Aislamiento obtenido de flor de cera de 7 dias en
APG. d) Aislamiento obtenido de gipsofila con 10 dias de desarrollo en AVS. e)
Aislamiento tipico procedente de vinca. f, g) Formas atipicas con crecimiento de 10

dias en APG.
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Tabla 12: Crecimiento promedio de los aislamientos de Ph. nicotianae a 20 y 28 °C

islamiento BDF110 BFCH103 BVI1109-35
Dieffenbachia Chamelaucium Catharanthus
picta uncinatum roseus
Temperatu
20 °C 8,3 mm/dia 7 mm/dia 7 mm/dia
28 °C 20 mm/dia 11 mm/dia 10 mm/dia

Tabla 13: Caracteristicas culturales, morfoldgicas y biométricas de los aislamientos de
Ph. nicotianae.

HOSPEDANTE COLONIA ESPORANGIO OOSPORA | CLAMIDOSPORA | SW.
BDF110 Colonias (30-) 37 (-49) x (18-) | No formo Esféricas terminales | si
Dieffenbachia picta | blancas 26 (-37) pm o intercalares.
(difenbaquia) abundante Relacion largo: ancho

micelio aéreo | 1,4:1.

>1-5 -28->35

OC *k%k
BFCH103 Colonias (28-54 x 42-46) um | No formé Terminales o Si
Chamelaucium blancas tipo relacion intercalares
uncinatum estolonifera largo/ancho 25 - 48 ym diam.;
(flor de cera) 8°-28 >35°C 1,3:1. X: 37 um)

**
BGY115-41 Colonia (22,5-) 37,72 (- 48,75) x | No formé Terminales o si
Gypsophila blanca, (18,75-) 24,75 (-37,50) | sobre APG y | intercalares
paniculata estolonifera, Hm, con una relacion | Avsg, 22,5-37,30 um
(gipsofila) 5-28-36°C. | largo: ancho de diam. (x: 28,30
(descripto por *x 1,31 um).
Wolcan et al., 2007)
Catharanthus roseus | Colonia |  =-=-—-—--—- No formo Terminales o Si
(vinca) blanca micelio intercalares

aéreo

5_35 OC *k*k

*Swellings: hinchamientos hifales

**min-opt-max. *** min. max.
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PHYTOPHTHORA NICOTIANAE

Fig. 85: Phytophthora nicotianae. a) Detalle de ramificaciones del micelio tipo
coraloide. BAR=10 pum
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PHYTOPHTHORA NICOTIANAE

Fig. 86: Phytophthora nicotianae. Micelio con esporangios. BAR= 30 pum.
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PHYTOPHTHORA NICOTIANAE

Fig. 87: Phytophthora nicotianae. a) Esporangio terminal papilado. BAR= 20

um. b) Esporangio intercalar papilado. BAR= 10 um. c) Esporangio irregular.
d) Esporangio irregular semi vacio. BAR= 10um.
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PHYTOPHTHORA NICOTIANAE

Fig. 88: Phytophthora nicotianae. a-b) Esporangios papilados. c¢) Clamidospora
intercalar. d) Clamidospora terminal. e) Hinchamientos hifales. BAR= 10um.
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4. CARACTERIZACION MOLECULAR

Se realizaron estudios con las secuencias de ITS (ITS4/ITS5), de los aislamientos
BDF110-36 y BFCH103.

4.1. Las regiones ITS 4 e ITS 5 del rADN del aislamiento BDF110-36 obtenido de
difenbachia fueron secuenciadas. La comparacion con otras secuencias del GenBank
mostré que el aislamiento BDF110 presenté 100% de homologia con numerosas
secuencias, entre ellas HQ643302, HQ643301, AY423299 (neotipo), GU902246 y 99%
con la especie AF266776 (neotipo de Ph. nicotianae) con 1 base de diferencia y 0 gaps.

La combinacion de las pruebas moleculares, caracteristicas morfologicas y
culturales y su ubicacion en el arbol filogenético, mostraron que el aislamiento BDF110
claramente pertenece a Ph. nicotianae, que se ubica en el clado 1 (Blair et al., 2008).
La secuencia obtenida fue depositada en la coleccion de nucledtidos del GenBank (ACC
HQ615719).

4.2. Dado que, los aislamientos que se obtuvieron inicialmente a partir de plantas
enfermas de flor de cera fueron identificados en base a sus caracteristicas culturales y
morfoldgicas como Ph. boehmeriae (Wolcan & Lori, 2001) y luego de su revision como
Ph. nicotianae (Wolcan et al., 2005), la secuencia del aislamiento BFCH103 obtenido
en este estudio (con similares caracteristicas culturales y morfologicas que los
anteriores), se compar6 con secuencias del GenBank. La secuencia en estudio tuvo un
100% de identidad con los especimenes de Ph. nicotianae y fue depositada con el N ° de
acceso JN160803.

De acuerdo a lo observado, dos secuencias del ITS de Ph. boehmeriae: AY428533
y DQ297406 y dos secuencias fiables de Ph. nicotianae: AF266776 (neotipo) y
AY423299, fueron alineadas utilizando el programa Clustal W. Se construy6 un arbol
filogenético con el programa MEGA 5.0, utilizando el método de Neighbor-joining con
1000 repeticiones de bootstrap. El agrupamiento muestra que la especie en estudio se
agrupa con las secuencias de Ph. nicotianae, quedando en otro grupo, las

correspondientes a Ph. boehmeriae (Fig.89).
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ar JN160803_Query Ph._nicotianae (Argentina)
ﬂ AF266776 Neotipo Ph._nicotianae UQ848

l AY423299 Ph. nicotianae

B AY428533_P._boehmeriae_ BRAZIL

100 DQ297406_P. boehmeriae_ CHINA

—
0.02

Fig. 89: Arbol filogenético usando rDNA ITS mostrando la relacion entre secuencias de

Ph. nicotianae y Ph. boehmeriae

Las secuencias de los aislamientos BVI1109-35, BGY115, BSCH 117-43 y
BHE118-44 obtenidos en el presente estudio, mostraron resultados semejantes, con
100% de homologia con los especimenes representativos de Ph. nicotianae
[AF266776 (neotipo) y AY423299], entre numerosas secuencias del Genbank.

v Este es el primer reporte de Ph. nicotianae como causante de
Podredumbre de tallo y raices de Dieffenbachia picta en Argentina y en
América del sur y de Podredumbre basal en Primula obconica, Hebe
speciosa y Schlumbergera truncata. Se confirma la identidad de Ph.
nicotianae afectando cultivos de Chamaelucium uncinatum. Se aplican
por primera vez las técnicas moleculares para la identificacion especifica
de Ph. nicotianae como agente causal de Podredumbre basal de

Gypsophilla paniculata y de Catharanthus roseus.

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL
Afecta 255 géneros en 90 familias (Farr & Rossman, 2015). Se halla presente en
los siguientes paises en Africa: Egipto, Ghana, Libia, Madagascar, Malawi, Mauricio,
Nigeria, Senegal, Sudéafrica, Tanzania. En Asia, Brunei, China, Corea, India, Indonesia,
Irdn, Iraq, Israel, Japdn, Java, Jordania, Libano, Malasia, Pakistan, Sabah, Sararak,

Sumatra, Sri Lanka, Taiwan, Tailandia, Australasia y Oceania. En Australia:

Queensland, WA, Islas Carolinas, Fiji, Francia, Polinesia, Hawaii, Nueva Zelanda,
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Papua Nueva Guinea. En Europa: Alemania, Bulgaria, Chipre, Francia, Grecia,

Inglaterra, Italia, Paises Bajos, Reino Unido, Yugoslavia. América del Norte: Estados

Unidos, Canada, México. América central y las Antillas: Antillas, Puerto Rico, Jamaica,
Trinidad. América del Sur: Brasil, Chile, Colombia, Guyana, Venezuela. (CABI, 1989).

Para Dieffenbachia picta, sintomas de podredumbre basal en plantas de
Dieffenbachia infectadas por especies del género Phytophthora, fueron descriptos en
diferentes paises. La primera cita de esta enfermedad fue reportada para Estados Unidos
por Tompkins & Tucker (1947), quienes identificaron a Ph. palmivora afectando a D.
maculata var. Rudolph Roehrs. Posteriormente fue reportada en Puerto Rico (Wellman,
1977). En Europa fue citada por primera vez en Alemania afectando a D. maculata y el
agente causal fue identificado como Ph. mexicana Hots. & Hart. (Krober et al., 1983).
Phytophthora sp. fue citada en Grecia afectando Dieffenbachia sp. (Holevas et al.,
2000); Ph. nicotianae sobre D. maculata en Polonia (Orlikovsky et al., 2001), y Ph.
citrophthora en Dieffenbachia sp. en el Reino Unido (Jones & Baker, 2007). En los
paises asiaticos, Ph. nicotianae fue citada en Taiwan causando tizon foliar (Ann, 1992)
y en India sobre D. picta y D. amoena (Nema & Sharma, 2000).

Gypsophilla paniculata puede ser afectada por diferentes especies de
Phytophthora causando podredumbre de la corona, marchitamiento o “podredumbre
del cuello. Se han registrado cronoldgicamente los siguientes antecedentes: Ph.
cryptogea en Alemania (Krober & Plate 1971); Ph. parasitica en Estados Unidos
(Engelhard, 1974); Ph. cactorum (Leb.& Cohn.) Schroéter en Estados Unidos (Wick et
al., 1987); Ph. nicotianae var. nicotianae en lItalia (Garibaldi et al., 1990), Ph.
nicotianae var. nicotianae en Polonia (Orlikowski et al., 1991; Werner, 1997); Ph.
nicotianae en Sudéafrica (Thompson & Naude, 1992); Ph. nicotianae var. parasitica en
Japén (Sekiyama & Venatsu, 1992); Ph. parasitica en Taiwan (Ann & Liu, 1993); Ph.
cryptogea en México (Ojeda & Zac, 1993); Ph. capsici en Taiwan (Ann & Liu, 1993).
Como fuera mencionado anteriormente Hall (1993) redescribié a Ph. nicotianae vy
establecio la prioridad de esta denominacion sobre otros sinénimos, por lo cual algunos
de los reportes citados como patdgenos de gipséfila corresponderian a esta especie
(Engelhard, 1974; Garibaldi et al., 1990; Orlikowski et al., 1991; Thompson & Naudé,
1992; Sekiyama & Venatsu, 1992; Ann & Liu, 1993).
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Otras especies citadas como causantes de la podredumbre de la corona y raices de las
primulas son Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schrét.; Ph. citricola Sawada;

Ph. parasitica Dastur (Daughtrey, 2000).

En Catharanthus roseus la especie citada con mayor frecuencia es Ph.
nicotianae. Ha sido registrada en India, Indonesia, Java, Japén, Venezuela (Erwin &
Ribeiro, 1996), Estados Unidos (Gill et al., 1977; Schubert & Leahy, 1989); en Cuba
(Sandoval et al., 1999); en Espafia (Moralejo et al., 2009) y en México (Alvarez
Rodriguez et al., 2013), entre otros. Ademas se mencionan a Ph. cactorum y Ph.
citricola en Estados Unidos (Daughtrey, 2000), Ph. citrophthora y Ph. cryptogea en
Polonia (Orlikowski et al., 2011) y Ph. tropicalis en Estados Unidos (Hao et al., 2010).

Ph. nicotianae se halla citada afectando Schlumbergera truncata en Corea
(Hyeong et al., 1998; Cho & Shin, 2004) y Estados Unidos (Erwin & Ribeiro, 1996),

Para Hebe speciosa, la bibliografia internacional cita a Ph. cactorum, Ph.
drechsleri, Ph. nicotianae var. nicotianae y Ph. nicotianae var. parasitica (Hardy, 1988;
Shivas, 1989).

6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

Ph. nicotianae ha sido reportada sobre: Psidium guajava L. (Carrera, 1947),
Begonia spp., Brachychiton populneus (Schott. & Endl.) R. Br., Callistephus chinensis
L., Carthamus tinctorius L., Catharanthus roseus L. G. Don fil., Celosia plumosa L.,
Celosia argentea L., Dianthus caryophyllus L., Dianthus chinensis L., Eucalyptus
vimynalis Labill, Fuchsia sp., Hedera helix L., Heliotropium arborescens L., Impatiens
balsamina L., Lochnera rosea (Reichb.), Magnolia grandiflora L., Melia azedarach L.,
Phaseolus lunatus L., Pinus halepensis Mill., Punica granatum L., Salvia splendens
Sellow ex Roemer & Schultes, Schinus molle L., Sesamum orientale L., Solanum
lycopersicum L., Solanum melongena L., Tradescantia virginiana L. (Frezzi, 1950);
Cucumis melo L. subsp. melo (Frezzi, 1977). Fue citada afectando Nicotiana tabacum
L. (Castell6, 1986). En los ultimos afios se ha reportado sobre Chamelaucium
uncinatum Schauer, Gypsophila paniculata L. (Wolcan et al., 2005, 2007); Hibiscus
cannabinus (Vecchietti & Zapata, 2005) y Simmondsia chinensis (Link) C.K. Schneider
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(Lucero et al., 2006) (Tabla 6). Numerosas citas sobre Citrus spp. a partir de 1938 han

sido compendiadas por Cantero et al. (2010).

7. COMENTARIOS

a) Erwin & Ribeiro (1996) describen los sucesos cronolégicos referidos a la
nomenclatura de Ph. nicotianae: Breda De Haan (1896) efectud la descripcion de una
nueva especie de Phytophthora aislada de tabaco y otros hospedantes a la cual
denominé Ph. nicotianae. Posteriormente Dastur (1913) aislo de plantas de ricino
(Ricinus conmunis) en la India una especie a la cual llamé Ph. parasitica, que diferia de
la anterior en la presencia de anteridios anfigenos. Ashby (1928) not6 que en los dibujos
de Breda De Haan, los anteridios eran paragynos y no anfigenos, como fueron obtenidos
en aislamientos de tabaco efectuados con posterioridad a esa primera descripcion y
supuso que el error se debi6 a una contaminacion de los aislamientos por alguna especie
de Pythium. Por esta razén Ashby planteé la utilizacion del nombre Ph. parasitica para
todos los aislamientos provenientes de tabaco y otros hospedantes. Hasta 1963 se
conservd esta denominacién, cuando Waterhouse propuso reemplazarla por Ph.
nicotianae Breda De Haan dandole prioridad a pesar del error en la descripcion y
notando la falta de una descripcién del aislamiento inicial en latin (Waterhouse, 1963).
Esto no es aceptado universalmente, por lo cual desde entonces hasta la actualidad han
coexistido ambas denominaciones, si bien de acuerdo a la reglamentacion del Codigo de
Nomenclatura Botéanica, deberia prevalecer el nombre de Ph. nicotianae (Erwin &
Ribeiro, 1996).

Waterhouse (1963) separa Ph. nicotianae var. nicotianae de Ph. nicotianae var.
parasitica basada en pequefias diferencias morfoldgicas, pero no en su patogenicidad
sobre tabaco (Waterhouse, 1963). Erwin & Ribeiro (1996) en su amplia revisién citan
diferentes trabajos que cuestionan estas diferencias considerandolas insuficientes para
plantear variedades: estudios morfologicos (Ho & Jong, 1989; Hall, 1993; Lucas, 1975;
Gallegly, 1983; Tsao & Sisemore, 1983; Oudemans & Coffey, 1991); andlisis proteicos
(Erselius & de Vallevielle, 1984), seroldgicos (Morton & Dukes, 1967) y moleculares
(Forster et al., 1989).
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b) Hall (1993) redescribio a esta especie y establecié la prioridad de Ph.
nicotianae sobre otros sindbnimos. En su publicacion ha reportado que la mayoria de los
aislamientos de Ph. nicotianae detienen su crecimiento a 5 y 35 °C y unos pocos crecen
a 40 °C. Erwin & Ribeiro (1996) citan temperaturas cardinales min. 5-7 °C, opt. 27-32 y
méax. 37°C. Watherhouse et. al. (1983) hallaron una temperatura épt. 25° C- 30° C. Los
resultados obtenidos en los ensayos coinciden con los citados en la bibliografia para la
temperatura méaxima y minima y difieren para la temperatura minima del aislamiento de

difenbaquia, que no detuvo su crecimiento a los 5° C.

¢) Chamelaucium uncinatum: Hasta que se ajusto el manejo del riego y se adoptd
el cultivo de flores para corte en camellones, en la zona platense se registro la pérdida
de numerosas plantas, dado que es un cultivo que requiere suelo bien drenado y arenoso,
caracteristicas opuestas al tipo de argiudoles presentes en esta region. Aunque estas
practicas culturales se han adoptado y ha disminuido la intensidad de la enfermedad, las
condiciones fisicas del terreno favorecen la aparicion de podredumbres basales causadas
por Phytophthora, principal patdgeno que afecta al cultivo de Ch. uncinatum. Afio tras
afio, los cultivos son afectados manifestando sintomas de podredumbre basal y
radicular. Desde 1995, se han reportado severas pérdidas de produccion en plantas con
diferente estadio de crecimiento; Wolcan & Lori (2001) basandose en las caracteristicas
de los primeros aislamientos cultivados en APG, identificaron al patégeno como Ph.
boehmeriae. En 2004 plantas enfermas fueron recolectadas en 11 invernaculos de
diferentes productores localizados en la misma area de cultivo. Los Postulados de Koch
fueron cumplidos y el patdgeno fue identificado en base a sus caracteristicas
morfoldgicas y culturales en APG como Ph. nicotianae Breda de Haan (Wolcan et al.,
2005). Los estudios moleculares efectuados durante esta investigacién permitieron

corroborar esta Ultima identificacion.
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ESPECIES HETEROTALICAS

B. ESPORANGIOS NO PAPILADOS

PHYTOPHTHORA CINNAMOMI Rands (1922).

Los caracteres morfoldgicos observados coinciden con los presentados por
Waterhouse (1963), Frezzi (1977), Stamps et al., (1990) y Erwin & Ribeiro (1996),
para Ph. cinnamomi. Se ubica en el Gupo VI (Waterhouse, 1963).

Rands (1922) describi6 una nueva especie de Phytophthora aislada de
Cinnamomum burmanni en Sumatra, la que fue denominada como Ph. cinnamomi. Si
bien previamente fue considerada sinénimo de Ph. cambivora (White, 1930; Mehrlich,
1936, citados por Erwin & Ribeiro, 1991), posteriormente ambas especies fueron
reconocidas como diferentes (Waterhouse, 1963). Especie cosmopolita; produce
podredumbre de raices, tallos, cancros y marchitamientos. Afecta méas de mil especies
hospedantes de cultivos de importancia econdmica, principalmente arboles de madera
dura. Zentmyer (1988) sugiere que la especie es indigena en el sureste de Asia y en el
sur de Africa, y se extendié desde el Pacifico a América Latina en el siglo XVIII. Sin

embargo, no hay una clara evidencia de como ocurrié esto (CABI/EPPO, 1991)

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

Fueron aislados: BCAS111-37.1.2 de plantas de Casuarina cunninghamiana Mig.
(Casuarinas) procedentes de la Provincia de Entre Rios recibidas en los laboratorios de
FAUBA y CIDEFI-UNLP; BARS102-28 de Vaccinium corymbosum L. (arandanos),
provenientes de Tucuman, recibido en el CIDEFI-UNLP; AAZ125-25.1, AAZ125-25.2
y AAZ125-25.3 de Rhododendron indicum (L.) Sweet (azaleas) de la localidad de Garin
(Provincia de Buenos Aires) y de 2 viveros comerciales, de la ciudad de Buenos Aires y
San Isidro, y BAC119-45 Actinidia deliciosa (Chev.) Liang & Ferg (kiwi), de plantas
ubicadas en la localidad de Paternal (Ciudad de Buenos Aires).
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2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Casuarina cunninghamiana (Casuarinaceae): Arbol de primera magnitud
originario de Australia (Queensland y Nueva Gales del Sur). Es muy cultivado en las
zonas templado célidas de Argentina para la comercializacion de su madera. Se utiliza
en las costas del Delta del Parana para fijar y evitar la erosion provocada por el oleaje, y
estd muy difundida su plantacion perimetral a los cultivos como cortina rompevientos
(Lahitte et al., 1999).

En 2008, en el laboratorio de Sanidad Vegetal de la FAUBA se recibieron
muestras de tallos y raices de casuarina. Estas correspondian a plantas de dos afios de
edad cultivadas en contenedores y otras implantadas en el terreno, procedentes de
Concordia (Provincia de Entre Rios). Simultdneamente en el laboratorio del CIDEFI-
UNLP también se recibieron muestras similares de la misma procedencia. Se dieron
instrucciones al productor para documentar los sintomas tipicos mediante la toma de
fotografias. Las raices presentaron severos sintomas de descortezamiento. En la
observacion in situ de la sintomatologia en vivero, se hallaron numerosas plantas
jévenes 2-3 m de altura ubicadas en el cerco perimetral, presentando marcada clorosis y
posterior desecamiento (Fig. 90a). Al descalzarlas mostraron necrosis radicular y
descortezamiento (Fig. 90b). Las plantas creciendo en contenedores presentaron menor
desarrollo radicular y oscurecimiento con eventual “adelgazamiento,” en la base de los
tallos, tipicos de podredumbre basal, que culminaron con la muerte de las plantas
afectadas (Palmucci et al., 2008b). En plantas adultas se observaron cancros en el tallo

de aproximadamente 4-5 cm de largo por 1-2 de ancho (Fig. 91).

Nota: De los dos aislamientos con idénticas caracteristicas se selecciond uno

(BCAS111) que fue utilizado en las inoculaciones y anélisis moleculares.

2.1.1. Pruebas de patogenicidad: Para las inoculaciones se aplico agar V8 con
desarrollo del Oomycete, en contacto con las raices de plantas de 11-12 meses creciendo
en potes (método descripto en el item 5.2 en Materiales y Métodos). Luego de 30 dias
las plantas manifestaron amarillamiento y posterior necrosis de las “hojas”
escamiformes ubicadas en las ramas superiores. Al descalzarlas se observd menor

desarrollo y pudricién de raices. Las plantas inoculadas s6lo con agar permanecieron
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sanas. De las lesiones se reaislé un Oomycete de idénticas caracteristicas al aislamiento

inicial, confirmando la patogenicidad del aislamiento.

2.2. Vaccinium corymbosum L. (Ericaceae): Especie nativa del Hemisferio Norte. Su
produccion se inicid en el pais en 1994, expandiéndose hasta encontrarselo en la
actualidad en las provincias de Buenos Aires (Azul, Tandil, Mercedes), Entre Rios
(Gualeguaychd, Concordia y Chajari), Corrientes (Curuzu Cuatia), Rio Negro (El
Bolson, Lago Puelo), Santa Fe y Tucuman (Famailld). Sus producciones comerciales
comenzaron a exportarse en el afio 1997. Es un cultivo que requiere una muy alta
inversion y que comienza a producir al tercer afio, siendo su produccion estable en el
séptimo u octavo afio de plantacién. (Consejo Federal de Inversiones. Frutas finas. En:
http://www.cfired.org.ar/Default.aspx?nld=848 Consultado 7 de noviembre de 2013).
Segun sefialan Vilella & Fizman (2004) citados por Wright et al. (2005), la fruta se
consume tradicionalmente en el Hemisferio Norte (Estados Unidos, Canada) y también
en paises europeos Yy asiaticos. En otofio-invierno cuando estos paises quedan
desabastecidos, el envio de fruta fresca desde Sudamérica permite lograr precios hasta

cuatro veces mayores en contraestacion.

En el 2007 en muestras de arandano cultivar Misty recibidas en el Laboratorio
de Sanidad Vegetal (UNLP) se observaron plantas con clorosis y enrojecimiento foliar,
pudricidn de raices, y rajaduras y lesiones necroticas en la corona. Otras muestras no
presentaron sintomas en la parte aérea, evidenciando pudricion de raices inferiores,
pequefas rajaduras longitudinales en la corona y desarrollo de raices superficiales sanas.
Las plantas procedian de la localidad de Francisco Estrada, Provincia de Tucuman.
Nota: El aislamiento BARS102 se uso para la caracterizacion morfoldgica y molecular.
Por tratarse de una cepa de coleccion, las Pruebas de Patogenicidad ya se habian

efectuado oportunamente con resultado positivo (Wolcan, com. pers.)

2.3. Rhododendron indicum (Ericaceae): Las azaleas son arbustos perennes cultivados
en macetas 0 bolsones como planta de interior o exterior por su frondosa y variada
floracion. La azalea es una de las principales plantas ornamentales comercializadas en
Argentina. Su produccion se encuentra localizada en los alrededores de Buenos Aires y

en Concordia, Provincia de Entre Rios.
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Durante recorridas efectuadas en primavera de 2009 en la localidad de Garin; en
2010, en un vivero de San Isidro y en 2012 en 2 viveros comerciales de la ciudad de
Buenos Aires, se hallaron plantas con sintomas de marchitamiento. Las hojas de toda la
parte aérea presentaban ambos bordes doblados hacia abajo a lo largo de toda la
nervadura central. Las plantas secas mantenian las hojas adheridas en su totalidad. Al

descalzarlas se observaron raices necrosadas.

2.3.1. Pruebas de patogenicidad: La inoculacion se efectué aplicando agar V8 con
desarrollo del Oomycete, en contacto con las raices de plantines de 4-5 hojas creciendo
en potes (método descripto en el item 5.2 en Materiales y Métodos). En las plantas
inoculadas se reprodujo idéntica sintomatologia a la hallada en cultivos enfermos. Los
ejemplares creciendo en maceta de 15 cm de didmetro manifestaron sintomas de
clorosis a los 10 dias de la inoculacidn; luego paulatinamente las hojas fueron doblando
el extremo de sus foliolos hacia abajo y adentro. Finalmente se necrosaron y
permanecieron adheridas a la planta. Fue aislado un microorganismo de caracteristicas

iguales a las del aislamiento inicial, confirmandose la patogenicidad.

2.4. Actinidia deliciosa (Actinidiaceae): Planta trepadora de hojas caducas originaria de
China, desde donde pas6 a Nueva Zelandia siendo domesticada e iniciandose su
comercializacién. El fruto es una baya con propiedades altamente nutritivas. Se destaca
como fuente de antioxidantes naturales, principalmente vitamina C (Nishiyama et al.,
2004), betacarotenos, luteina, antocianas (Nishiyama, 2007) y minerales como Ca, Mg,
K, y Fe (Ferguson, 2008). La Argentina no se autoabastece, importa de Chile la mayor
parte del consumo interno debido a insuficiente produccion local y a las grandes
pérdidas durante la poscosecha. Se produce en varios paises especialmente en China,
Nueva Zelandia, Estados Unidos, Japon, Francia, Italia y Chile. En localidades de las

cercanias de La Plata hay plantaciones comerciales.

En relevamientos efectuados en verano de 2010, se encontraron dos plantas
adultas de kiwi, en plena produccién, que manifestaban un acentuado marchitamiento
de su parte aérea (campo demostrativo- catedra de Fruticultura-FAUBA). En su base se
observé un cancro basal en formacion abarcando todo un lado de la planta en la linea
del suelo, con cambio de coloracién, aspecto humedo y rajaduras longitudinales de
diferente longitud (Fig. 92).
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2.4.1. Pruebas de patogenicidad: (método descripto en el item 5.2 en Materiales y
Métodos). A los tres dias de la inoculacion las hojas basales se tornaron clordticas,
dobladas hacia abajo y flaccidas. La lesion se extendié al peciolo y de alli al tallo,
produciéndose defoliacion. Los sintomas desarrollaron desde la base hacia las hojas
apicales. Las plantas inoculadas presentaron menor cantidad de raices por necrosis de

las mismas (Fig. 93).

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1. Caracterizacion de la colonia: En APG a 20 °C formé colonias blancas,
compactas, con abundantes hifas aéreas densas, de borde no definido, desarrollo tipo
arrosetado o tipo camelia. En AV8 el crecimiento fue de tipo lanoso, uniforme,
ocupando todo el espacio entre la tapa y la superficie del medio de cultivo (colonia del
aislamiento BCAS 111 Fig. 91 y detalle de colonias en Fig. 94). Para BARS112-28
(arandano), las temperaturas cardinales fueron: min. 5 °C, opt. 20-28 °C y max. <35 °C
(BCAS111.1 presentd su temperatura Opt. 20-24 °C). Su crecimiento promedio a 20 °C
en APG fue de 21 mm/dia para el aislamiento de casuarina y de 10 mm para el de

arandano.

Nota: Estos resultados coinciden con los expresados por Waterhouse (1963) (min. 5
°C, opt. 24 -28 °C y max. 32-34 °C) y estan dentro de los rangos reportados por
Zentmyer (1980) citado por Erwin & Ribeiro (1996), quien basado en numerosos
estudios de temperaturas cita min. 5-15 °C, épt. 20-32,5 °C y max. 30 -36 °C.

3.2. Caracterizacion morfoldgica: Micelio cenocitico, de tipo coraloide, toruloso
medianamente ramificado con abundantes hinchamientos hifales. Clamidosporas, de
paredes delgadas, globosas, esféricas, amarillentas, mayormente terminales ubicadas
sobre un pedicelo grueso y corto, otras dispuestas lateralmente a la hifa, casi sésiles,
generalmente en racimos de 3 a 8 clamidosporas, de 25-50 pm (x: 38 um) diam. (Fig.
95). Las clamidosporas se formaron abundantemente en agua destilada estéril y en
medios sélidos como APG y AHM, siendo éste un carécter diferencial para esta especie
respecto de otras (Frezzi, 1950). Esporangios en medio liquido, elipsoidales u ovoides,
no papilados, de base conica o redondeada, no caducos, terminales. Los nuevos
esporangios son producidos por proliferacion interna, 45-25 um. No se observaron

organos sexuales, comportandose como especie de tipo heterotalica. Ph. cinnamomi
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raramente produce 6rganos sexuales en un medio agarizado. No se pudo acceder a cepas
“tester” de los grupos de apareamiento 0 “mating types”, por lo que se enfrentaron
cepas de Ph. cinnamomi aisladas de los diferentes hospedantes. No formaron oosporas,

ya gque no hubo compatibilidad entre las cepas.

Nota: Erwin & Ribeiro (1996) citan para las clamidosporas medidas de 31-50 pum
diam. (X: 41 pm), en tanto que Frezzi (1950) reporta 15-59 pm didm. (X: 38.5 um), en
aislamientos provenientes de Pinus sp, Thuya sp., Cupressus sp., Rhododendron sp.
(Rododendros y azaleas), y Platanus sp. creciendo en AHM. Las medidas de los
aislamientos obtenidos quedarian incluidas dentro de ese rango, coincidiendo con los
valores medios. Para los zoosporangios se mencionan valores de 75,2-40,2 um (Ho &
Zentmyer, 1977) y 23-63 x 15-38 um (Frezzi, 1950). En Chile, Larach (2009), en
aislamientos de Vaccinium corymbosum (arandano) hallé esporangios de 61 x 37 um y
clamidosporas de 30 um didm. Las medidas propias para los esporangios se encuadran
dentro de los valores informados por Frezzi (1950). Erwin & Ribeiro (1996) afirman
gue Ph. cinnamomi es una de las especies mas faciles de identificar por sus caracteres
morfoldgicos como la presencia de agrupamientos caracteristicos de hinchamientos
hifales (“hyphal swelling”) o de clamidosporas en “clusters” semejantes a racimos de

uvas.

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

Fueron secuenciadas las regiones ITS4/ITS5 de los aislamientos BCAS111-37.1,
BARS102-28 y AAZ125-25.1, revelando una homologia del 100% con gran numero de
secuencias de Ph. cinnamomi en GenBank: EUO000160 y KF682434 aisladas de
Rhododendron en Suiza y Polonia, respectivamente; FJ801614 y FM956653 (aisladas
de Viburnum tinus); GU111594 (aislada de Persea Americana); HQ643194, entre
muchas. Comparada con la secuencia del ITS de la especie tipo NFJ801806
(CBS144.22), se observo una homologia del 99,74 % (1 base-1 gap). Ph. cinnamomi se

ubica filogenéticamente en el clado 7 (Blair et al, 2008).

v’ Las caracteristicas de la colonia y de las estructuras reproductivas,
permitieron identificar a los aislamientos BCAS111-37.1, BCAS111-
37.2, BARS102-28; AAZ125-25.1, AAZ125-25.2, AAZ125-253 y
BAC119-45, como pertenecientes a la especie Ph. cinnamomi. Los
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estudios moleculares permitieron validar estos resultados. Las pruebas de
patogenicidad demostraron que Ph. cinnamomi es el agente causal de
Podredumbre basal y de raices, y Cancrosis en tallos de Casuarina
cunninghamiana, Podredumbre basal del ardndano, Podredumbre basal

del kiwi y Marchitamiento de la azalea.

v’ Se utilizan por primera vez estudios moleculares y de secuenciacién
para definir estas patologias. Se cita por primera vez en la region en
estudio a Ph. cinnmomi afectando kiwi y azalea, y a casuarina en

Concordia (Entre Rios).

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

Afecta 266 géneros en 90 familias (Farr & Rossman, 2014). Entre los principales
hospedantes hallamos: Persea americana (palto) y Ananas comosus (anana) donde
ocasiona Podredumbre de raices y fruto. También afecta Castanea sp., Cinnamomum
sp., Coniferales, Ericaceae (incluyendo Rododendron spp.), Eucalyptus sp., Fagus sp.,
Juglans sp., Quercus sp. y muchos arboles y arbustos ornamentales. En frutales de

clima templado presenta menor importancia.

Se encuentra citado en los siguientes paises Europa (Bélgica, Espafia
(incluyendo Islas Canarias), Francia (incluyendo Corsega), Grecia (excepto Creta),
Irlanda, Israel, Italia, Marruecos, Paises Bajos, Portugal (incluyendo Islas Azores),
Reino Unido (Inglaterra), Rusia (Europea), Suiza, Turquia, Yugoslavia); Asia (China,
Filipinas, India, Indonesia (Java, Sumatra), Israel, Japon, Malasia, Taiwan, Turquia,
Vietnam); Africa (Burundi, Cameruin, Congo, C6te d'lvoire (Costa de Marfil), Gabon,
Guinea, Kenya, Madagascar, Marruecos, Isla Reunidén, Rwanda, Sudéafrica, Uganda,
Zaire, Zambia, Zimbabwe) (CABI /EPPO, 1991). Segun Hardham (2005) Ph.
cinnamomi presenta probabilidades de infectar a mas de 3.000 especies de plantas,

incluyendo maés de 2.500 especies nativas australianas.
De acuerdo a Farr & Roosman (2015) (www.//nt.ars- grin.gov/fungaldatabases),

los cultivos en estudio fueron citados en los siguientes paises como hospedantes de Ph.

cinnamomi:
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En Casuarina spp., Ph. cinnamomi ha sido reportada afectando: C.
cunninghamiana en Australia y Casuarina sp. en Brasil (Boa & Lenné, 1994), Nueva
Zelanda (Boa & Lenné, 1994; Pennycook, 1989; Gadgil, 2005) y Sudéfrica (Crous et
al., 2000); C. equisetifolia, C. stricta, C. torulosa, C. littoralis y C. fraseriana en
Australia y Nueva Zelanda (Boa & Lenné, 1994) y C. glauca en Nueva Zelanda
(Pennycook, 1989; Gadgil, 2005).

En Rhododendron indicum, Ph. cinnamomi fue aislada en Nueva Zelandia
(Pennycook, 1989, Gadgil, 2005). En Rhododendron spp. en Australia (Sampson &
Walker, 1982; Cook & Dubg, 1989); Canada (Ginns, 1986); China (Oudemans &
Coffey, 1991, Langrell et al., 2011); Estados Unidos (White, 1030; Tucker, 1933;
White, 1933; White & Hamilton, 1935; Pirone, 1939; Jeffers et al., 1951; Thorn &
Zentmyer, 1954; Parris, 1959; Anomymous, 1960; Eglitis et al., 1966; McCain, &
Trujillo, 1967; Shaw, 1973; Linderman & Zeitoun, 1977; Benson et al.,1982; Alfieri,
1984; Benson & Campbell, 1985; Grand, 1985; French, 1989; Oudemans & Coffey,
1991; Erwin & Ribeiro, 1996), Japon (Kobayashi, 2007), Nueva Zelandia (Pennycook,
1989), Polonia (Mulenko et al., 2008), Sudéafrica (Crous et al., 2000) y Republica
Checa, (Mrazkova et al., 2011).

Ph. cinnamomi afectando Vaccinium corymbosum ha sido citado en Estados
Unidos (Royle & Hickman, 1963; Milholland & Galletta, 1967; Sterne, 1982); Canada
(Lévesque et al., 1998), Chile (Larach, 2009), Italia (Tamietti, 2003), Nueva Zelanda
(Pennycook, 1989; Gadgil, 2005).

En Actinidia deliciosa fue citada en Nueva Zelanda, Estados Unidos (Conn et
al., 1991); Francia (Baudry et al., 1991), Chile (Latorre et al., 1991). Argentina (Hongn
et al., 2003); Australia (Pennycook, 1989; Gadgil, 2005).

Garbelotto et al. (2006) informaron sobre una importante epidemia causada por
Ph. cinnamomi en bosques naturales de Quercus agrifolia Nee., en San Diego, Estados
Unidos, con sintomas tipicos de podredumbre del tallo y raiz. Recientemente Ph.

cinnamomi ha sido reportada en Egipto afectando plantaciones de Kiwi (Haggag, 2013).
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6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

Se aisld por primera vez en 1946 en la ciudad de Coérdoba (Provincia de Cérdoba),
de arboles de Pinus radiata (=Pinus insigne), Cupressus sp. y Thuya sp. de dos afios de
edad, presentando sintomas de podredumbre radical. Posteriormente en 1949, se lo
identifico como el agente causal de necrosis de raices y tallos de cultivos de
Rhododendron sp. y Azalea sp., creciendo bajo umbraculos, y de cancros en tallos de
plantas adultas de Platanus orientalis, situados en la localidad de Campana (Provincia
de Buenos Aires) (Frezzi, 1950). En 1952 (Frezzi, 1977) lo aisl6 de cancros en tallo y
cuello de Casuarina sp. en la Provincia de Buenos Aires, y posteriormente, fue
reportada por Backarcic (1961) en el Delta del Parand (Inta Delta), afectando C.
equisetifolia, C. glauca y C. colina. Hongn et al., (2003) informaron la presencia de Ph.
cinnamomi afectando cultivos de Vaccinium corymbosum en las provincias de Salta y
Tucuméan. Otros hospedantes citados en Argentina son: Calycanthus floridus
(calicanto), Castanea sativa (castafio), Cupressus sp. (ciprés), Echeveria gibbiflora
(lengua de vaca), Eucalyptus rostrata (eucalipto), Iresine sp. (aquiranto rojo), Juglans
regia (nogal), Ligustrum lucidum (ligustro), Solanum lycopersicum (tomate), Persea
americana (palto), Phaseolus lunatus (poroto manteca), Pittosporum tobira (azarero),
Platanus orientalis (platano), Salix caprea (sauce japonés), Pinus radiata-insigne (pino
insigne), Schinus molle (aguaribay), Sedum sp. (sedum), Spiraea cantoniensis (corona
de novia), Thuja sp. (tuya) (Frezzi, 1950, 1977). La Tabla 6 correspondiente a
Phythopthora spp. amplia esta informacion.

7. COMENTARIOS

a) Krober & Marwitz obtienen un aislamiento de lesiones de la base del tallo de
Beaucarnea spectabilis, creciendo en invernaculos en Alemania. Este fue identificado
como Ph. cinnamomi var. parvispora Kréber & Marwitz, para diferenciarlo de
Phytophthora cinnamomi Rands (Krdber & Marwitz, 1993, citado por Erwin & Ribeiro,
1996). Los autores fundamentan estas diferencias en el menor tamafio de los
esporangios y clamidosporas y en una temperatura de crecimiento mas alta, entre 36-37
°C. A esta propuesta se plantean algunas objeciones: el tamafio de los esporangios es
influido por muchos factores, por consiguiente el tamafio de Ph. cinnamomi var.

parvispora podria estar dentro del rango de variabilidad normal (Erwin & Ribeiro,
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1996). Con respecto a la temperatura, Zentmyer (1980), considerando numerosos
reportes para Ph. cinnamomi, mencion0 rangos de temperatura maxima entre 30 y 36
°C (Erwin & Ribeiro, 1996). Blair et al. (2008) mencionaron que: “existe una
considerable distancia genética entre Ph. cinnamomi y Ph. cinnamomi var. parvispora,
sugiriendo que hubo poco o ningun flujo de genes entre estos dos linajes, y que con
mayor analisis esta variedad potencialmente podria ser elevada a la condicion de
especie”. Recientemente, Ph. cinnamomi var. parvispora fue reconocida como una

nueva especie: Ph. parvispora Scanu & Denman (Scanu et al., 2014).

b) Ph. cinnamomi fue citada ocasionando cancros en tallo y cuello de Casuarina sp. en
la Provincia de Buenos Aires, en 1952 (Frezzi, 1977) y afectando C. equisetifolia, C.
glauca y C. colina (Backarcic, 1961) en el Delta del Parana (INTA-Delta). Esta es la
primera cita de Ph. cinnamomi como patdgeno de C. cunninghamiana en campos de la
Provincia de Entre Rios. Si bien Ph. cinnamomi fue identificada por Frezzi en 1950,
afectando azaleas, ésta es la primera determinacién por técnicas moleculares que
confirma la presencia de esta especie afectando azaleas de la Provincia de Buenos Aires.
Se destaca la importancia de utilizar técnicas moleculares en aislamientos provenientes
de Rhododendron y otras Ericaceae debido a que son numerosas las especies de
Phytophthora que pueden afectarlos (Thompson & Johnston, 1953; Werres et al., 2001;
Donahoo et al., 2006; Scott et al., 2009).

b) Royle & Hickman (1963) citado por Larach et al. (2009), identificaron a Ph.
cinnamomi asociado a raices de arandano causando podredumbre radicular.
Anteriormente Raniere (1961), report6 a Phytophthora sp. como el patégeno
responsable del amarillamiento de hojas y defoliacion temprana, necrosis radicular y
decoloracidn vascular de la corona y los tallos de este cultivo. También fue citado en
cultivos enfermos de arandanos de Carolina del Norte (Estados Unidos) (Clayton &
Haasis, 1964; Milholland & Galleta, 1967, citados por Larach et al., 2009) y de Italia
(Tamietti, 2003). Entre otros sintomas se citan enrojecimiento de las hojas, defoliacion,
detencién del crecimiento y cafias terminales mas pequefias, sistema radicular con
menor desarrollo y areas necroticas y oscuras (Royle & Hickman, 1963; Clayton &
Haasis, 1964; Milholland & Galleta 1967; Draper et al., 1971; Milholland, 1975; Sterne,
1982; Clark et al., 1986; De Silva et al., 1999; Smith, 2002, 2006, 2007; Bryla &
Linderman, 2007 citados por Larach et al., 2009).
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Los sintomas desarrollados por las plantas inoculadas coincidieron con los
sintomas de campo comunmente descritos para la pudricion de la raiz por Phytophthora.
Sin embargo, los sintomas hallados en la corona sélo han sido informados en unos
pocos casos (Raniere, 1961; Milholland, 1995; Tamietti, 2003; Larach et al., 2009).

Son numerosas las especies de Phytophthora citadas afectando este cultivo. Ph.
cinnamomi sélo ocasiona sintomas en raices y marchitamiento generalizado, no se halla
citado dieback. Este sintoma es cominmente causado por Ph. cactorum, Ph. citricola y
Ph. citrophthora.

Plantas de ardndano, con menor crecimiento, hojas clordticas y rojizas, asociado
a una severa pudricion de cuello y raiz, se observaron en cultivos de la zona de
Valpariso, Chile. Los resultados de las investigaciones demostraron la presencia de
cepas patogenas de Ph. citrophthora asociados con las plantas enfermas (Larach et al.,
2009). En Argentina, Hongn et al. (2003) inform6 la presencia de Ph. cinnamomi
afectando ardndanos de la Prov. de Tucuman. Phytophthora sp. se aislé de raices de
plantas de arandano con amarillamiento de hojas, necrosis de raices y escaso
crecimiento provenientes de Mercedes y Pilar (Prov. de Buenos Aires) y Concordia
(Prov. de Entre Rios) (Wright et al., 2005).
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PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

Fig. 90: Casuarina cunninghamiana. a) Cortina de plantas jévenes con sintomas
de clorosis y desecamiento. b) Presencia de cancros en la base del tronco y

reduccion del sistema radicular (izg.) al lado de una planta sana.
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PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

Fig. 91: Phytophthora cinnamomi: a) Cancro basal en planta adulta. b, c)

Cancros en el tallo. d) Desarrollo de una colonia de 10 dias en APG.
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Fig. 92: Actinidia deliciosa. a) Planta con severo marchitamiento de la parte

aérea. b, ¢) Cancros basales con rajaduras longitudinales y aspecto hiumedo.
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PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

Fig. 93: Actinidia deliciosa afectada por P. cinnamomi: a) Plantines testigo sanos.
b) Plantines inoculados con sintomas de clorosis desde la base al apice. c)
Plantines descalzados: Arriba, planta testigo. Abajo plantas inoculadas con

evidente disminucién del sistema radicular.
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PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

Fig. 94: Ph cinnamomi. Desarrollo de aislamientos obtenidos de los distintos
hospedantes: Casuarina cunninghamiana. a-c) Colonia blanca compacta
de tipo arrosetado o camelia, de 3, 7 y 10 dias de desarrollo en APG (izg. a
der.). d) Colonia lanosa uniforme creciendo en AV8. Rhododendron
indicum. e) Colonia tipica de 3 dias en APG con fungicidas y antibioticos. f)
Detalle de una colonia. g) Aislamiento en APG con desarrollo de 5 dias. h)
Colonia de 9 dias. Vaccinium corymbosum. i) Aislamiento de 10 dias en
APG.
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PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

Fig. 95: Phytophthora cinnamomi. a-c) Hinchamientos hifales. d)
Clamidospora sésil e hinchamientos hifales. e-f) Clamidosporas esféricas, de

pared delgada agrupadas, ubicadas sobre pedicelo corto o sésiles.
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PHYTOPHTHORA CRYPTOGEA Pethybridge & Lafferty (1919)

Los caracteres morfologicos y culturales observados en los aislamientos
coincidieron con los descriptos por Waterhouse (1970); Frezzi (1977); Stamps et al.,
(1990) y Erwin & Ribeiro (1996), para Ph. cryptogea Pethybridge & Lafferty. Los
resultados de los estudios moleculares permitieron corroborar que una de las cepas
aisladas corresponde a la especie Ph. cryptogea, siendo otra identificada como Ph. aff.

cryptogea.

Fue descripta por primera vez por Pethybridge & Lafferty (1919) en Irlanda. El
aislamiento procedia de plantas de tomate afectadas por Podredumbre del pie. Es una
especie cosmopolita que ocasiona damping off, podredumbre de raices, tallos, cormos,

hojas y marchitamientos (http://www.Phytophthoradb.org/index.php). Principalmente es

patdgeno de cultivos ornamentales, horticolas y frutales. Se han obtenido aislamientos
desde plantas, suelo y agua. La poblacion de esta especie ha mostrado especializacion

fisioldgica en la patogenicidad hacia distintos hospedantes (Erwin & Ribeiro, 1996).

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

1.1 Se obtuvieron los aislamientos BGP106-32 (Coleccion Wolcan, 2006) y BGM107-
33 (Coleccion Wolcan, 2008) a partir de Gerbera jamesonii H. Bolus ex Adlam
(gerbera), con sintomas de podredumbre de cuello y raices, creciendo en suelo bajo
invernaculos comerciales ubicados en las zonas de Abasto y La Plata (provincia de
Buenos Aires) y BGD121-47, a partir de un cultivo creciendo en sustrato preparado
comercialmente, bajo inverndculo experimental de la FAUBA (Villa Devoto)
(Coleccion FAUBA 2007).

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Gerbera jamesonii (Asteraceae): Planta perenne cultivada principalmente en los
alrededores de La Plata. Su produccion se efectla en invernaderos destinados al cultivo
de flor para corte y en viveros para cultivo en macetas. Anualmente los cultivos son

afectados por la enfermedad conocida como Podredumbre de raiz y corona, la mas

310


http://www.phytophthoradb.org/index.php�

limitante de la produccién de gerbera en el mundo (Orlikowski et al., 1984 citado por
Erwin & Ribeiro, 1996) y en el pais (Wolcan et. al., 2000; Wolcan & Ronco, 2006).
Produce sintomas en diferentes estados de desarrollo de las plantas. La
enfermedad aparece desde la década de los 90, habiéndose convertido en endémica en la
regién de cultivo. Las plantas afectadas presentan sintomas de marchitez, semejantes a
los ocasionados por stress hidrico. Las hojas se tornan flaccidas, de color verde grisaceo
y suelen enrollarse hacia abajo. En raices y tallos, desarrollan sintomas de manchas
humedas, que terminan produciendo la pudricion de los tejidos. Las plantas se descalzan
con facilidad debido a que el sistema radicular se encuentra desintegrado. La ausencia
de raices provoca rapidamente su muerte. En el cultivo, en gran parte de los canteros se

observan manchones con plantas “volcadas” en el suelo (Fig. 96).

2.1.1. Pruebas de patogenicidad: En oportunidad de identificarse por primera vez esta
patologia se efectuaron las inoculaciones sobre plantas adultas de variedades de gerbera
para flor de corte, comprobandose la patogenicidad del aislamiento (Wolcan & Ronco,
2006). Con la finalidad de continuar su estudio, en esta tesis se inocularon variedades de
gerbera para cultivo en maceta (Pink) y para comercializar como flor de corte (Testa).
Como inoculo se aplicé en contacto con las raices, el medio de cultivo compuesto por
arroz, perlita y salvado de trigo (1:1:1) humedecido con jugo AV8 diluido, con
desarrollo del Oomycete, utilizdndose el aislamiento BGM107-33 (método explicado en
item 5.3c de Materiales y Métodos). Las plantas de cultivo para maceta se mostraron
mas susceptibles, manifestando sintomas mas rapido que las variedades para flor de
corte. Ph. cryptogea se comport6 agresivamente, causando sintomas de decaimiento a
los 4-7 dias y mortandad de plantas a partir de los 6-8 dias (Fig. 97).

8. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

Se caracterizaron BGP106-32 y BGM107-33; BGD121-47 se contamin0 y por tal

motivo se elimind de la coleccion.

3.1 Caracterizacion de la colonia: En los dos aislamientos las colonias fueron
semejantes: En APG el desarrollo fue compacto, de borde liso, lobulado (tipo petaloide)
de crecimiento lento, mas aun en medio con antibioticos y fungicidas (Fig. 97). En AV8

el desarrollo fue mas tenue, con pocas hifas aéreas, conservando la forma petaloide. La
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temperatura fue de max. 32 °C; opt. 24-28 °C y min. 4 °C. El crecimiento promedio a
28 °C fue de 14,4 mm /dia.

3.2. Caracterizacion morfologica: Micelio hialino, no septado, con hinchamientos
hifales agrupados o dispuestos en forma de rosario, de hasta 244mm MO se

produjeron estructuras reproductivas asexuales ni sexuales en medios sélidos. La
siembra de trocitos de APG (5 x 5 mm) con desarrollo de micelio, en agua destilada
estéril o principalmente en solucion de suelo estéril, permitio la produccion de
esporangios y una mayor cantidad de hinchamientos. Esporangios no papilados
principalmente obpiriformes y ovoides, con base redondeada, apice aplanado,
persistentes, sobre esporangiéforos con proliferacion interna, medidas entre 26-55x17-
28 um (Fig. 98). No se observaron clamidosporas. Los apareamientos en APG entre las
tres cepas aisladas no formaron oosporas ni 6rganos sexuales por lo cual pertenecerian
al mismo grupo de apareamiento (mating type). Todos los aislamientos se comportaron
como heterotalicos. Ph. cryptogea se ubica en el Grupo VI de la clasificacion de

Waterhouse (1963) en base a sus caracteres morfologicos.
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PHYTOPHTHORA CRYPTOGEA

Figura 96: Gerbera jamesonii. a) Cultivo tradicional de gerbera, en suelo. b)

Cultivo en contenedores con sustrato artificial. ¢, d) Plantas con sintomas de
clorosis y e) Marchitamiento. f) Rizomas afectados con podredumbre de la

coronay raices.
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PHYTOPHTHORA CRYPTOGEA

BGT105-31 BGP106-32 BGM107-33

Fig. 97: Gerbera jamesonii inoculada con Phytophthora cryptogea: Plantas
afectadas y testigos. a) Variedad para maceta a 4 dias de la inoculacion b, c)
Variedades para corte a los 6 y 7 dias. d) Colonia a los 8 dias en APG a 20 °C. ¢, f)
Sintomas en plantas adultas. Rizomas de gerbera con podredumbre de raices y
presencia de signo. g) Tres colonias idénticas a los tres dias, creciendo en
APG+PARB, procedentes de G. jamesonii de diferentes localidades, BGT105-31
identificada con técnicas moleculares como Ph. taxon kelmania, BGP106-32 como

P. aff. cryptogea y BGM107-33 como Ph. cryptogea.
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PHYTOPHTHORA CRYPTOGEA

Fig 98: Phytophthora cryptogea. a) Colonias de Phytophthora cryptogea
aisladas de Gerbera jamensonii (BGM107-33) (izquierda) y de Ph. aff.
cryptogea (BGP106-32) (derecha), a tres dias de la siembra en APG+PARB.
b) Hinchamientos hifales redondeados e irregulares en rosario o agrupados,
laxos y un esporangio ¢, d) Esporangio no papilado, persistente, de base
redondeada, ovoide. e) Obpyriforme. f) Formacién de un esporangio por

proliferacion interna. BAR= 20 um.
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9.

CARACTERIZACION MOLECULAR

Como resultado de la secuenciacion de las regiones ITS4/ITS5 de los dos
aislamientos (BGP106-32, BGM107-33) se obtuvieron secuencias consenso que
coincidieron con numerosas secuencias del GenBank. Para BGM107-33 se hallo 100 %
de homologia con aislamientos representativos de Ph. cryptogea como: FJ802022,
GQ428326, EU194427; 99,85% con GU259474, GU258663, FJ801800 y FJ801988 con
1 base diferencia; 99,4%, 4 bases de diferencia con Ph. cryptogea HQ643216 (Ex type
CBS 11319). En el caso de BGP106-32, este no se alinea totalmente con Ph. cryptogea,
por lo cual hasta tanto se obtengan secuencias con otro marcador se debera tratar como

Ph. aff. cryptogea. Filogenéticamente se ubica en el Clado 8a de Blair et al. (2008).

v" Por lo tanto, la caracterizacion morfologica y cultural de las cepas aisladas
BGP106-32, BGM107-33 y la homologia de las secuencias obtenidas frente a
secuencias del GenBank, junto con el resultado de las pruebas de
patogenicidad, permiten concluir que estos aislamientos causantes de la
Podredumbre de raices y corona de gerbera corresponden a Ph. aff.

cryptogea y a Ph. cryptogea, respectivamente.

5. RANGO DE HOSPEDANTES Y DISTRIBUCION MUNDIAL

Ph. cryptogea afecta a un amplio rango de hospedantes de cultivos a campo y bajo
inverndculo (141 generos en 49 Familias), entre otros: Cichorium intybus (achicoria),
Medicago sativa (alfalfa), Matthiola incana (alheli), Papaver rhoeas (amapola), Aster
sp. (aster), Solanum melongena (berenjena), Carthamus tinctorius (cartamo), Castanea
sativa (castafio), Allium cepa (cebolla), Cineraria maritima (cineraria), Cupressus sp.
(cipreses), Chamaecyparis sp. (chamaecyparis), Chrysanthemum morifolium
(crisantemo), Cucurbita spp., Dahlia spp. (dalia), Spinacia oleracea (espinaca),
Gerbera jamesonii (gerbera), Helianthus annuus (girasol), Sinningia speciosa
(gloxinia), Gypsophila paniculata (gipsofila), Hebe speciosa (hebe), Dimorphoteca
fruticosa (osteosperma), Solanum tuberosum (papa), Petunia hibrida (petunia),
Phaseolus vulgaris (poroto), Rhododendron spp. (rododendro), Tagetes patula (tagetes),
Lycopersicum esculentum (tomate), Tulipa spp. (tulipan), Zinnia elegans (zinnias) (Farr
& Rossman, 2014).
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Ph. cryptogea ha sido reportado en Africa (Egipto, Sudafrica, Zimbabwe); Asia:
(China, Corea, Israel, Iran, Japon, Jordania, Pakistan, Taiwan y Turquia); Australia
(Nueva Gales del Sur, Queensland, Australia del Sur, Victoria, Australia Occidental,
Tasmania, Nueva Zelanda y Papua Nueva Guinea); Europa (Alemania, Austria, Bélgica,
Bulgaria, Checoslovaquia, Croacia, Dinamarca, Escocia, Espafia, Francia, Gran Bretafia
e Irlanda del Norte, Grecia, Hungria, Italia, Islas del Canal, Jersey, Noruega, Paises

Bajos, Polonia, Rusia, Serbia, Suecia y Yugoslavia); América del Norte (Canada,

Columbia Britanica, Ontario, Estados Unidos) y América del Sur (Argentina, Brasil,
Chile, Ecuador y México) (CABI, 1985; Farr & Rossman, 2014).

Diferentes investigaciones han sido publicadas en otros paises sobre Ph.
cryptogea afectando cultivos ornamentales que predominan en la zona en estudio. Una
de las primeras investigaciones fue realizada por Williams (1927), citado por Frezzi
(1957) quien identificé a Ph. cryptogea como causante de marchitez de plantas adultas
de Aster sp. con podredumbre de raices, al estudiar un aislamiento de coleccion de
1915, en cultivos de Inglaterra. Registros posteriores pueden hallarse en la amplia y
detallada revision efectuada por Erwin & Ribeiro (1996): Ph. cryptogea fue citada
causando muerte de plantas adultas de Antirrhinus majus (conejito), Callistephus
chinensis (aster de la China); Cinerea sp. y Papaver nudicaule (amapola) con necrosis
de la base del tallo y raices; provocando podredumbre radicular en Gladiolus sp.
(gladiolo); podredumbre de raices, bulbo y atizonamiento de Tulipa sp. (tulipan);
podredumbre de raices en Chrysanthemum morifolium (crisantemo), Dianthus
caryophyllus (clavel) y Dianthus barbatus (clavelina) y marchitamiento en Gypsophila

paniculata (gipsofila).

En los Gltimos afios ha sido reportada en: Africa afectando Osteospermun sp.
(dimorfoteca) (Mac Leod & Coertze, 2007); en Polonia, como patégeno de Forsythia
intermedia (forsitia) en camas de enraizamiento (Orlikowski & Ptaszek, 2009) y de
Aquilegia arendsii (aquilegia), Saxifraga paniculata (saxifraga) y Sempervivum

arachnoideum (siempreviva) (Ptaszek, 2010).

También estan citadas muchas hortalizas que se cultivan en el Cinturon verde

La Plata-Buenos Aires y pueden ser hospedantes alternativos (Erwin & Ribeiro, 1996).
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Farr & Rossman (2014) hacen referencia a que Gerbera jamesonii, se encuentra
citada como hospedante de Ph. cryptogea en USA (Tompkins & Tucker, 1937),
Australia (Kaewruang et al., 1998), Nueva Zelanda (Robinson, 1997), Alemania (Pag,
1960), Polonia (Orlikowski, 1976, 1977). En Gerbera sp. fue citada en Nueva Zelanda
(Say, 1963), Holanda (Wegman, 1966), Iran (Ershad, 1971), USSR (Rusia) (Kulibaba,
1972) y Grecia (Kouyeas & Chitzanidis, 1978).

6. ANTECEDENTES EN ARGENTINA

En 1952 y en 1956, plantas grandes de alamo (Populus simonii) presentaron
raices necrosadas y cancros en cuello y tronco, haciendo peligrar el desarrollo de esta
especie en la provincia de Mendoza. Frezzi recibio los aislamientos y los identifico
como pertenecientes a las especies Ph. citrophthora y Ph. cryptogea (Frezzi, 1957),
predominando la ultima y siendo ésta su primera cita en el pais. También en Mendoza
se aisld ocasionando podredumbre de raices y muerte de plantas de Callistephus
chinensis (aster de la China) (Pontis & Feldman, 1959); en Cérdoba causando la muerte
de plantas grandes de Acer negundo (acer) con podredumbre de raices y cancro basal
(Frezzi, 1952 en Frezzi, 1977); en la provincia de Buenos Aires afectando Ipomea
batatas (batata) (Mitidieri, 1971, citado por Nome et al., 2014) y cultivos de gerbera
con podredumbre basal y radicular (Wolcan et al., 2000). Ademas, se registré causando
Podredumbre de raices y cuello del girasol (Helianthus annus) y afectando plantulas y
raices de Allium cepa (cebolla), frutos de Cucurbita moschata (zapallo Anco, Anquito)
y Cucurbita maxima (zapallito de tronco) (Kiehr et al., 2002). Posteriormente varias
podredumbres basales, en Actinidida deliciosa (kiwi), Gerbera jamesonii (gerbera),
Ocimum basilicum (albahaca), Callistephus chinensis (Aster de la China) y Salvia
officinalis (salvia) fueron informadas por Wolcan & Ronco (2006). Palmucci et al.
(2011a), caracterizaron molecularmente a los aislamientos obtenidos de gerbera
corroborando su identidad. Lucero et al. (2011), aplicando técnicas moleculares,
identificaron a Ph. cryptogea provocando decaimiento y amarillamiento del follaje del
Prunus sp. (cerezo) en Mendoza. No se hallaron antecedentes de otras especies de
Phytophthora afectando Gerbera jamesonii (Tabla 6).
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7. COMENTARIOS

Ph. cryptogea es morfolégicamente muy similar a Ph. drechsleri. Sobre la base
de los valores de la temperatura maxima de crecimiento a 35 °C (Tucker,1931 citado
por Erwin & Ribeiro, 1996), la morfologia y fisiologia (Bumbieris, 1974; Ho & Jong,
1986), los estudios serologicos (Halsall, 1976), la conducta de apareamiento, los
patrones de proteina (Shepard, 1978; Matsumoto & Sato, 1979 citados por Erwin &
Ribeiro, 1996), las isoenzimas y patrones de ADNmt RFLP (Mills, 1991), temperaturas
cardinales y tasa de crecimiento (Ho & Jong, 1991), las formas de esporangios (bases
conicos o redondeados) y los tamafios, han hecho que estas dos especies hayan sido
consideradas alternativamente como diferentes o0 como sinénimos a lo largo de los afios
y los distintos estudios (Erwin & Ribeiro, 1996).

Mills et al. (1991) concluyeron que la unificacion de las especies no se
justificaba, en lugar de ello sus datos indican que hay al menos siete grupos genéticos
distintos dentro de estas dos especies. Asimismo Ho & Jong (1991) caracterizaron un
amplio namero de cepas y redescribieron en base a esto a la especie Ph. cryptogea : la
base del esporangio redondeada o en angulo (tipo cerrada) no seria un caracter
diferencial, el rango de temperaturas cardinales seria mas amplio: 0-5 °C, 20-25 °C, 30-
35 °C; y la tasa de crecimiento diaria a 35 °C deberia superar los 3 mm /dia, siendo en
agar V8 clarificado de 5-10 mm por dia a 20 °C.

Posteriormente Cooke et al. (2000), basados en el andlisis molecular de
numerosas cepas, comprobaron que estas dos especies son diferentes. La aplicacion de
las técnicas moleculares de secuenciacion es, en estos casos, una herramienta util y
definitoria de la identidad de las especies. La estadistica, como herramienta de anélisis
unida a la biologia molecular, permitié que Olson et al. (2011) a través de estudios de
coalescencia y parsimonia de 68 aislamientos de Ph. cryptogea y Ph. drechsleri,
concluyeran que ambas son especies hermanas que provienen de un ancestro en comdn,
del cual se han separado recientemente, estando aun en etapa de especializacion. Esta

propuesta deberé ser estudiada y analizada mas exhaustivamente.

De acuerdo a lo expuesto, considerando el criterio de diferenciar a las especies
por la temperatura (Ho & Jong, 1991; Tucker, 1931, citado por Erwin & Ribeiro, 1996),

las cepas de este estudio provenientes de gerbera crecieron hasta los 32 °C y el
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aislamiento de kiwi hasta los 35 °C, siendo el crecimiento de ambos a esa temperatura
15 mm /dia, valores poco significativo segun lo citado por Ho & Jong (1991) y por lo
tanto los dos aislamientos corresponderian a Ph. cryptogea. Sin embargo, los estudios
moleculares por homologia de las secuencias de ITS obtenidas, demuestran que hay al
menos dos especies involucradas, Ph. cryptogea y otra afin adn no identificada,

mencionada como Ph. aff. cryptogea.

Con referencia a la supervivencia de Ph. cryptogea y sus formas de dispersion del
indculo, se han publicado numerosas investigaciones. Segin Krober (1980, citado por
Erwin & Ribeiro, 1981), en ausencia del hospedante susceptible, Ph. cryptogea puede

persistir por 4 afios en suelo esterilizado y 2 afios en suelo no esterilizado.

Ha sido aislada de suelo y de agua de riego (Bewley & Buddin, 1921; Taylor, 1977
citados por Loyd, 2013); Orlikovski, 1978; Matsumoto & Sato, 1979, citados por Erwin
& Ribeiro, 1996). La primera referencia corresponde a Bewley & Buddin (1921),
citado por Hong & Moorman (2005), quienes observaron que en plantulas de tomate
creciendo bajo invernaculo, el damping off se dispersaba y concluyeron que el agua era
la fuente de indculo de propagulos infectivos de Ph. cryptogea. Entre las numerosas
referencias aportadas por la revisién publicada por Hong & Moorman (2005), se
menciona que Ph. cryptogea fue aislada frecuentemente de aguas usadas para riego de
Citrus en Jordania (Ali-Shtayeh & MacDonald, 1991); de canales de riego (MacDonald
et al., 1994); de reservorios de agua en Virginia (Estados Unidos), de donde fue
recuperada de la superficie y de profundidades de 1 a 1,5 m (Bush et al., 2003); de

reservorios en Alemania (Themann et al., 2002).

En sistemas de cultivo con recirculacion de la solucion nutritiva, se observo la
rapida dispersion de Ph. cryptogea en la linea de produccion de gerberas (Thinggaard &
Andersen, 1995) y de tomates (Evans, 1979). Fergusson & Jeffers (1999) aislaron varias
especies de Phytophthora, entre ellas Ph. cryptogea, de mezclas de sustratos
comerciales infectados para contenedores de plantas en viveros de Carolina del Norte
(USA).

Ph. cryptogea es un patégeno endémico de los cultivos de gerbera de la region en
estudio. El suelo seria la principal fuente de in6culo en cultivos ya establecidos y el

agua de riego su via de dispersion. En cultivos nuevos o bajo sistema de produccién en
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contenedores con sustrato organico, generalmente esterilizado, o con sustratos inertes, el
inoculo se introduciria con el material de plantacion y, en los sistemas sin suelo, seria
dispersado por el sistema de recirculacion de la soluciéon nutritiva. En ambos casos
deberian aplicarse tacticas para disminuir el indculo inicial como los tratamientos de
suelo por solarizacién, métodos fisicos o quimicos, y controlar el estado sanitario de las

plantas madre y del material de implantacion del cultivo.

321



PHYTOPHTHORA TAXON KELMANIA zZG ABAD & ABAD JA (2002)

Phytophthora taxon kelmania ZG Abad & Abad J A, es una especie en
descripcion por la Dra Gloria Abad (Com. pers.), quien propone este nombre en honor
al Dr. A. Kelman (Abad et al., 2002). Fue aislada por primera vez de Abies spp., Picea
spp., Gerbera sp. y Coleus sp. y posteriormente de raices, corona y tallos de Actea
racemosa L. (Abad et al., 2005, 2006). Posteriormente fue identificada molecularmente

en Espafia, afectando Coleus sp. y Gerbera sp. (Moralejo et al., 2009).

1. ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

Se obtuvieron los aislamientos BGT105-31, de Gerbera jamesonii (gerbera) con
sintomas de podredumbre de cuello y raices (Coleccién Ing. Wolcan, 2003); BGY114-
40, de Gypsophilla paniculata (gipsofila) creciendo en invernaculos ubicados en la zona
de Abasto-La Plata, provincia de Buenos Aires (Coleccién Ing. Wolcan, 2003) y
BKW108-34, de raices de Actinidia deliciosa (kiwi), recibidas en el laboratorio del
CIDEFI-UNLP (2005). Los 3 aislamientos estaban identificados como Ph. cryptogea a

partir de sus caracteristicas culturales, morfoldgicas y patogenicas.

2. SINTOMATOLOGIA

2.1. Gerbera jamesonii (Asteraceae): Los sintomas sobre este cultivo son iguales a los
causados por Ph. cryptogea, que fueron descritos en detalle en el item 2.1
sintomatologia de Ph. cryptogea en Gerbera jamesonii. Las plantas presentan hojas con
menor turgencia y clorosis, luego oscurecen y suelen enrollarse hacia abajo. En raices y
rizomas desarrollan sintomas de manchas humedas, que terminan produciendo la
pudricion de los tejidos, por lo cual pueden descalzarse con facilidad. Las plantas

presentan un menor crecimiento.

2.1.1. Pruebas de patogenicidad: Con el objeto de estudiar estas patologias, durante el
presente estudio, se efectuaron inoculaciones de variedades de gerbera para cultivo en
maceta (White) y para comercializar como flor de corte (Dalma). En contacto con las

raices se aplicé medio de Bayles con desarrollo del Oomycete (método descripto en

322



item 5.3c Materiales y Métodos). Las plantas de cultivo para maceta se mostraron mas
susceptibles, manifestando sintomas mas rapido que los cultivares para corte de flores.
Ph. taxon kelmania se comport6 agresivamente, con sintomas de decaimiento a los 4-5

dias y mortandad de plantas a partir de los 6-7 dias.

2.2. Gypsophylla paniculata (Cariophyllaceae): Se utiliza principalmente como flor de
corte para complemento de ramos, arreglos florales y bouquets, presentando un uso
secundario como flor seca. Especialmente durante los meses templados-célidos se
observa Podredumbre de la corona que dentro del cantero se distribuye en
«manchones» sin produccion. Este tipo de infeccion se repite anualmente, habiéndose
identificado como agente causal a Ph. nicotianae (Wolcan et al., 2000; Wolcan et al.,
2007).

En 2007, a partir de plantas con sintomas, ademas de Ph. nicotianae se aislaron
colonias de un Oomycete que originariamente se identifico como Ph. cryptogea a partir
de sus caracteristicas culturales y morfoldgicas. Ph. cryptogea, es una especie citada en
otros paises afectando cultivos de gipsofila (Erwin & Ribeiro, 1996; Wolcan et al.,
2007).

Oportunamente se inocularon esquejes enraizados mediante la incorporacion al
sustrato del medio de cultivo compuesto por arroz, perlita y salvado de trigo (1:1:1)
colonizado por el Oomycete (método explicado en item 5.3 de Materiales y Métodos).
A los 4 dias se produjo el marchitamiento de las plantas (Wolcan, com. pers). El
aislamiento recuperado de las plantas afectadas se mantuvo en Coleccion CIDEFI y fue

analizado molecularmente en el presente estudio.

2.3. Actinidida deliciosa (Actinidiaceae): Especie trepadora, originaria de la China.
Aparece en Argentina a fines de la década del 80 y actualmente se cultiva con buen
rendimiento en zonas de Mar del Plata, La Plata, Baradero y San Pedro. En 2005
ingresaron muestras de raices de plantas en produccién enfermas al laboratorio del
CIDEFI-UNLP. En el cultivo se observd menor crecimiento, clorosis y enrojecimiento
del follaje, podredumbre de raices y corona; ennegrecimiento externo e interno y
estrangulamiento en la base del tallo, destruccion y descortezamiento de raices. Wolcan
& Ronco (2006) identificaron a Ph. cryptogea como el agente causal de estos sintomas.

Las pruebas de patogenicidad oportunamente realizadas fueron positivas. En 2009, para

323



incluir en esta tesis se recibio el aislamiento de coleccion, efectuandose nuevas Pruebas
de Patogenicidad, verificAndose que aun conservaba su virulencia. Para la inoculacion
se utiliz6 en medio de Bayles en contacto con las raices (descripto en el item 5.3 de
Materiales y Métodos). Las plantas inoculadas mostraron menor crecimiento y
desarrollo radicular, los plantas testigo permanecieron sanas, reaislandose un Oomycete
de identicas caracteristicas al inoculado (Fig. 99).

El aislamiento original BGT105 fue -caracterizado morfolégicamente y

confirmada su identificacion por técnicas moleculares.

3. CARACTERIZACION CULTURAL Y MORFOLOGICA

3.1. Caracterizacion de la colonia: En APG al 2% y temperatura de 20 °C,
desarrollaron colonias compactas, de tipo petaloide, de crecimiento mas lento en APG
con antibidticos y fungicidas (Fig. 99). Las temperaturas cardinales de las cepas
provenientes de gerbera fueron min. 4°C, opt. 24-28 °C y méx. 32 °C. El crecimiento
promedio fue 11,6 y 14,4 mm/dia, a los 20 y 28 °C respectivamente. Para el
aislamiento proveniente de Actinidia deliciosa las temperaturas fueron max. 35 °C; opt.

24 228 °C ymin. 1 °C y su crecimiento promedio a 28 °C fue de 10 mm/dia.

3.2. Caracterizacion morfoldgica: Las observaciones sobre la morfologia fueron
realizadas en el Molecular Diagnostics Laboratory” (USDA/APHIS/PPQ/MDL) con la
colaboracién de la Dra Gloria Abad, quién validé que el aislamiento correspondio
morfolégicamente a Ph. taxon kelmania Abad G. & Abad J. Esta identificacion fue
corroborada con la caracterizacion molecular. Los aislamientos BGT105-31 y BKW108

fueron depositados en la WPC con los nimeros P19667 y P19655.

Hinchamientos hifales (“swellings”) numerosos y agrupados, de menor tamafio y méas
compactos que los observados en Ph. cryptogea. En trocitos de APG con micelio
sumergidos en agua destilada estéril se obtuvo la formacion de esporangios no
papilados, principalmente elipsoidales, otros ovoides y obpiriformes, base redondeada,
persistentes, con largo pedicelo, esporangiéforos con proliferacion interna a traves del
esporangio vacio (Figs. 100-101). No se observaron clamidosporas. No se hallaron
estructuras reproductivas asexuales ni sexuales en medios sélidos, comportandose todos

los aislamientos como heterotalicos.
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3. CARACTERIZACION MOLECULAR

Como resultado de la secuenciacion de la regién ITS 4 e ITS 5 del ADN de los
aislamientos BGT105-31, BGY114-40 procedentes de gerbera y gipsofila y BKW108-
34 de Actinidia deliciosa se obtuvieron secuencias que coincidieron con numerosas
secuencias del GenBank. Se hallé un 100% de homologia con el extype de Ph. taxén
kelmania Abad & Abad AY117033 y otros aislamientos representativos obtenidos por
Abad y col. (AY117032, DQ338528, DQ338530) y del World Phytophthora Collection-
WPC (GU259091, GU259078, GU258970. Ademas, la secuencia obtenida fue corrida
con las secuencias tipo DQ338529 (Phy. kelmania) obteniéndose un 100% de
homologia; HQ455608 (Ph. drechsleri) con un 98% (con 11 bases de diferencia y 1gap)
y FJ801792 (Ph. cryptogea) con el 99% (5 bases de diferencia y 1 gap).

El &rbol filogenético obtenido por Abad G. et al. (2005) con las especies aisladas
de Actea racemosa, otros aislamientos de Ph. taxon kelmania seleccionados, versus los
del GenBank y Phytophthora insolita como especie fuera de grupo, mostré que Ph.
taxon kelmania se ubico en el clado 8 junto a Ph. cryptogea, Ph. drechsleri y Ph.
erythtroseptica. Resultados similares pueden observarse en los arboles filogenéticos
construidos por Martin et al. (2012) y Blair et al. (2008). Martin et al., para obtener esta
filogenia usaron 4 locus mitocondriales (cox2, nad9, rps10 y secY) obteniendo 2.373
nucledtidos (Martin et al., 2012).

Se construy6 un arbol filogenético con las secuencias de los aislamientos de
Argentina obtenidos en el presente estudio, las secuencias correspondientes a los
aislamientos extipo o neotipo de cada especie (Fig. 101-102). BGT105-31, BGY114-40
y BKW108-34 fueron identificadas filogenéticamente como Phytophthora taxon
kelmania, ubicandose en el clado 8 junto a Ph. cryptogea, Ph. drechsleri, Ph.

erytroseptica. (Fig. 101).

v' La caracterizacion morfolégica de los aislamientos BGT105-31, BGY114-40 y
BKW108-34, unida a los resultados de las técnicas moleculares permitieron diferenciar
entre Ph. cryptogea y Ph. taxon kelmania e incluir a Ph. taxon kelmania como patégeno

de Gerbera jamensonii, Gypshophilla paniculata y Actinidia deliciosa. Ph. taxon
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kelmania ZG Abad & Abad J A, es una nueva especie aln no descripta y publicada por

los mencionados autores.

v" Ph. taxon kelmania es citada por primera vez en el pais afectando gerbera, y por

primera en el mundo asociada en Kiwi y gipsofila.

PHYTOPHTHORA TAXON KELMANIA

Fig. 99: Ph. taxon kelmania a) Colonias de Ph. taxon kelmania aisladas
de A. deliciosa (BKW108-34) con desarrollo de tipo petaloide (3 dias en
APG+PARB) y arrosetado (5 dias en APG). b) Crecimiento a los 10 dias
en APG (izquierda) y 3 dias en AV8 (derecha). Actinidia deliciosa. c)
Planta de kiwi sana a campo. d) Planta inoculada (izquierda) y testigo
(derecha).
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PHYTOPHTHORA TAXON KELMANIA

Fotos gentileza Dra. Gloria Abad.

Fig. 100: Phytophthora taxon kelmania. a) Esporangios no papilados, obpyriformes. b,
c) Esporangios ovoides, persistentes con base redondeada y largo pedicelo. d) Detalle de
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los hinchamientos o “swellings” e, f) Hinchamientos numerosos y agrupados, de menor
tamafio y mas compactos que los observados en Ph. cryptogea. g) Esporangiéforos con
proliferacion interna a través del esporangio vacio.

PHYTOPHTHORA TAXON KELMANIA

Fotos gentileza Dra. Gloria Abad.
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Fig. 101: Phytophthora taxon kelmania: Detalle de: a) Esporangios.

b) Hinchamientos hifales (swellings) y micelio coraloide (derecha).

FILOGENIA DE ESPECIES DE
PHYTOPHTHORA PRESENTES EN
ARGENTINA
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ARBOL FILOGENETICO DE ESPECIES PRESENTES EN ARGENTINA
IDENTIFICADAS POR SECUENCIACION DEL ITS rADN

Con secuencias del ITS rADN obtenidas en el presente estudio, otras secuencias
de Argentina y secuencias extipo o neotipo se construyd un arbol filogenético para las
especies de Phytophthora Se incluyeron las secuencias correspondientes a los
aislamientos BLP113-39, BDF110-36, BFCH103, BCAS111-37, BARS102-28,
AAZ125-25, BGP 106-32, BGM 107-33, BGT 105-31, BGY 114-40 y BKW 108-34.
Ademas se utilizaron las secuencias P10371, P10373, P10367, P10372 correspondientes
a Ph. cactorum y P10365 a Ph. capsici, obtenidas por al Dra Beatriz Gonzélez y la
secuencia BOSJA 104 por Grijalba y Palmucci. Fueron seleccionados por la Dra Abad
los extipo y neotipo usados: para Ph. nicotianae el NTP7661; para Ph. kelmania el ET
DQ 338529; para Ph. cryptogea ET J801792; para Ph. sojae el NT CBS38261; para Ph.
cinnamomi el ET FJ801806 y para Ph. capsici el ET GU259193. Las Figs. 102 y 103
ilustran las relaciones filogenéticas entre las especies obtenidas en el presente estudio y
las secuencias de sus correspondientes especies ex tipo o neotipo, agrupandose en los
clados 7,8 ,1y 2.
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FILOGENIA DE ESPECIES PRESENTES EN ARGENTINA IDENTIFICADAS
POR SECUENCIACION DELITS rADN
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62.6P.pachypleura.ET.KC855333.1BH2013
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99.56952; , P10365_P_capsic_P_cactorum_WPC_BG#3_J8_4 P. capsici
g0y PgloveraET.GU250441 P10365=WPC#3_J8 4
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P.tropicalis.ET.GU259255
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968 P-cactorum.NT.HQ261514 P10367 = WPCE5 N5t2
P10372_P_cactorum_P_cactorum_WPC_BG#10_Ph... -
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6.3 100 P.iranica, ET.HQ261598
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100 P nicotianae_36_S3657 BDF110_PHY 00_ Cons..  S3657=BDF110
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97.1 P.sojae.NT.CBS38261 .
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0.03

331



Fig. 101: Arbol filogenético de las secuencias del ITS rADN de especies de

Phytophthora identificadas en Argentina y de las secuencias de neotipos y extipos.

FILOGENIA DE ESPECIES PRESENTES EN ARGENTINA IDENTIFICADAS
POR SECUENCIACION DEL ITS rADN
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Fig. 102: Arbol filogenético de las secuencias del ITS rADN de especies de

Phytophthora identificadas en Argentina y de las secuencias de neotipos y extipos.

TABLAS RESUMEN
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CONTENIDO DE LAS TABLAS

Para las especies de Pythium, en la Tabla 14 se observan los c6digos, nimero de
aislamientos/especie, hospedantes, especies identificadas, localidad y provincia de
procedencia y afio de recoleccion. La Tabla 15 muestra el origen de los aislamientos (de
coleccion o resultado de la prospeccion) Los aislamientos procedentes de areas de
interés (Al) se ubican de acuerdo a su fecha de ingreso en las columnas de coleccién o
prospeccion identificadas con la abreviatura Al*. En las Tablas 16 y 17 se encontrara la
misma informacion para las especies de Phytophthora.

Los hospedantes de Pythium o de Phytophthora por especie identificada, la
primera cita de cada enfermedad y la indicacion del aporte realizado por el presente
estudio al pais o la region, se indican en las Tablas 18 y 19 respectivamente.

Las Unicas citas previas referidas a especies de Pythium fueron las realizadas por
Carranza (1955), quien hall6 a este patdgeno afectando plantas de Dianthus
caryophillus 'y por Palmucci & Grijalba (2007) quienes identificaron a P.
aphanidermatum causando pudricion de raices y tallos en cultivos de Euphorbia
pulcherrima. El resto de las asociaciones halladas en este estudio, fueron primeras citas
en el pais y en la region.

Para Phytophthora se efectuaron 8 nuevos registros de enfermedades en el pais y
10 en la region, correspondiendo a las asociaciones hospedante-patdégeno: Ph.
nicotianae- Catharanthus roseus, Dieffenbachia picta, Schlumbergera truncata, Hebe
sp. y Primula obcoénica, y Ph. taxon kelmania-Actinidia deliciosa, Gerbera jamensonii
y Gysophila paniculata; agregandose para la region P. capsici-C. moschata, citada por
Frezzi (1955) en Cordoba y Ph. cinnamomi-Rhododendron indicum, citada por Frezzi

(1950) en plantas de la localidad de Campana, Provincia de Buenos Aires.

La informacion referida a las temperaturas minimas, 6ptimas y maximas de
desarrollo de las especies y sus valores de crecimiento medio, se han resumido en las
Tablas 20 y 21. Ademas para Pythium spp. se indicé su ubicacion segun la filogenia de
Lévesque & de Cock (2004), el numero de deposito de la cepa en la World Genetic
Resourse Collection y de acceso de la secuencia de ITS en el GenBank, (Tabla 20) y
para Phytophthora spp. su ubicacion segun el agrupamiento morfologico de Waterhouse
(1963) vy la filogenia de Blair et al. (2008). Ademas, se indicé el nimero de depdsito de
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la cepa en la World Phytophthora Collection y de acceso de la secuencia de ITS en el
GenBank (Tabla 21).
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TABLA 14: AISLAMIENTOS DE PYTHIUM SPP/HOSPEDANTE: IDENTIFICACION Y PROCEDENCIA.

CODIGO N HOSPEDANTE IDENTIFICACION LOCALIDAD PROVINCIA ANO
AAL101 1 | Impatiens walleriana (alegria del hogar) P. irregulare La Plata -Abasto- Buenos Aires 2009
APRI102.1.2 2 | Primula obconica (primula) P. irregulare Escobar-Moreno Buenos Aires | 2009/2010
ACY104 1 | Cyclamen persicum (violeta de los Alpes) P. sylvaticum La Plata-Abasto Buenos Aires | 2006C*
AES105 1 | Spinacia oleracea (espinaca) P. aphanidermatum -La Plata -Los Hornos | Buenos Aires 2000C
AGA106 1 | Gazania rigens (gazania) P. ultimum var. ultimum Loma Verde (Escobar) | Buenos Aires 2010
AHE107 1 | Hebe sp. (hebe) P. spinosum La Plata-Abasto Buenos Aires 2007C
AING108 2 | Impatiens x hawkeri (impatiens Nueva Guinea) | P. intermedium Lomas de Zamora Buenos Aires | 2006C/2009
AKI109 1 | Actinidia deliciosa (kiwi) P. ultimum var. ultimum Etcheverry Buenos Aires 2008C
ALA110 1 | Lavandula x intermedia (lavanda) P. sylvaticum Magdalena Buenos Aires 2005C
ALI111.1.2 1 | Eustoma grandiflorum (lisianthus) P. cylindrosporum La Plata-Abasto Buenos Aires 2005C
APS112 1 [ Capsicum annuum var. annuum (pimiento) P. sp.nov. 1 Salta Salta 2007
APO113 2 | Polygala myrtifolia (poligala) P. ultimum var. sporangiiferum | La Plata-Abasto Buenos Aires | 2004C/2009
AKIK114.1.2.3 2 | Pennisetum clandestinum (kikuyo) P. graminicola Matheu-Pilar- Pilar Buenos Aires 2012
ASPH115 1 | Spathiphyllum wallisii (spatifilo) P. intermedium La Plata-La Plata Buenos Aires 2006
ATA116.1.2.3 3 | Nicotiana tabacum (tabaco) P. dissotocum Valle de Lerma Salta 2007
ATA117.1.2 2 | Nicotiana tabacum (tabaco) P. aphanidermatum Valle de Lerma Salta 2007
ATA118 1 | Nicotiana tabacum (tabaco) P. aphanidermatum Jujuy Jujuy 2008
AZY119 1 [ Schlumbergera truncata (zygocactus) P. sp. nov.2 La Plata-La Plata Buenos Aires 2009
AEP122.1.2 2 | Euphorbia pulcherrima (estrella federal) P. ultimum var. ultimum Garin Buenos Aires | 2009/2012
AAZ124 1 | Rhododendron indicum (azalea) P. splendens Garin Buenos Aires 2010
AAZ126 1 | Rhododendron indicum (azalea) Phytopythium chamaehyphon Garin Buenos Aires 2010
ALBH127 1 | Ocimum basilicum (albahaca) P. ultimum var. ultimum Buenos Aires Buenos Aires 2012
ASCA128 1.2 2 | Scindapsus aureus (potus) P. irregulare Matheu-Escobar Buenos Aires 2011
ADTH129 1 | Dianthus caryophillus (clavel) P. ultimum var. ultimum Escobar Buenos Aires 2011
AEPH131.1.2 2 | Euphorbia pulcherrima (estrella federal) P. aphanidermatum Garin Buenos Aires | 2010/2012

*C = Aislamiento de una coleccion
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TABLA 15: ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS DE PYTHIUM SPP.

CODIGO N HOSPEDANTE COLECCION REL2009/2012
AAL101 1 Impatiens walleriana (alegria del hogar) 2009
APRI102.1.2 2 Primula obconica (primula) 2009/2010
ACY104 1 Cyclamen persicum (violeta de los Alpes) 2006

AES105 1 Spinacia oleracea (espinaca) 2000

AGA106 1 Gazania rigens (gazania) 2010
AHE107 1 Hebe sp. (hebe) 2007

AING108 2 Impatiens x hawkeri (impatiens Nueva Guinea) 2006 2009
AKI109 1 Actinidia deliciosa (kiwi) 2008

ALA110 1 Lavandula x intermedia (lavanda) 2005

ALI111.1.2 1 Eustoma grandiflorum (lisianthus) 2005

APS112 1 Capsicum annuum var. annuum (pimiento) 2007 *

APO113 2 Polygala myrtifolia (poligala) 2004 2010
AKIK114.1.2.3 2 Pennisetum clandestinum (kikuyo) 2012
ASPH115 1 Spathiphyllum wallisii (spatifilo) 2006

ATA116.1.2.3 3 Nicotiana tabacum (tabaco) 2007 *

ATA117.1.2 2 Nicotiana tabacum (tabaco) 2007 *

ATA118 1 Nicotiana tabacum (tabaco) 2008 *

AZY119 1 Schlumbergera truncata (zygocactus) 2009
AEP122.1.2 2 Euphorbia pulcherrima (estrella federal) 2009/2012
AAZ124 1 Rhododendron indicum (azalea) 2010
AAZ126 1 Rhododendron indicum (azalea) 2010
ALBH127 1 Ocimum basilicum (albahaca) 2012
ASCA128 2 Scindapsus aureus (potus) 2011
ADTH129 1 Dianthus caryophillus (clavel) 2011
AEPH131.1.2 2 Euphorbia pulcherrima (estrella federal) 2010/2012

Aislamientos (19 de prospeccion, 9 de colecciones y 7 de Areas y cultivos de interés).
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TABLA 16: AISLAMIENTOS DE PHYTOPHTHORA SPP/HOSPEDANTE: IDENTIFICACION Y PROCEDENCIA.

CODIGO N HOSPEDANTE IDENTIFICACION LOCALIDAD PROVINCIA ANO
AAZ125.1.2.3 3 | Rhododendron indicum (azalea) Ph. cinnamomi Garin-San Isidro-Bs As Buenos Aires | 2009/2010/2012
BARS102 L | vaccinium corymbosum (arandano) Ph. cinnamomi Tucuman Tucuman 2007C

3 Chamelauciun uncinatum (flor de cera) 2
BFCH103.1.2.3 viveros Ph. nicotianae La Plata Abasto Buenos Aires 2009/10/11
BGT105 1 | Gerbera jamensonii (gerbera) Ph. taxon kelmania La Plata Buenos Aires 2003C
BGP106 L | Gerbera jamensonii (gerbera) Ph. aff. cryptogea La Plata Buenos Aires 2006C
BGM107.1.2.3 4 | Gerbera jamensonii (gerbera) Ph. cryptogea La Plata Buenos Aires | 2008C/2010/11/12
BKW108 1| Actinidia deliciosa (kiwi) Ph. taxon kelmania La Plata Buenos Aires 2005C
BVI109.1.2 2 | Catharanthus roseus (vinca) Ph. nicotianae Moreno-Escobar Buenos Aires 2009
BDF110.1.2 2 | Dieffenbachia picta (difenbaquia) Ph. nicotianae Moreno-Escobar Buenos Aires 2008/2009
BCAS111-
37.1.2. Casuarina cunningamiana (causarina) Ph. cinnamomi Concordia Entre Rios 2008
APSP112 1 Capsicum annuum (pimiento) Ph. capsici San Pedro Buenos Aires 2009
BPLP113 1 Capsicum annuum (pimiento) Ph. capsici La Plata Buenos Aires 2005
BGY114 1 Gypsophilla paniculata (gisopila) Ph. taxon kelmania La Plata Buenos Aires 2003C
BGY115.1.2 4 Gypsophilla paniculata (gisopila) Phy. nicotianae La Plata —Abasto Buenos Aires | 2005C/2011/12
BPR 116-1.2.3 3 | Primula obconica (primula) * de 2 viveros | Ph. nicotianae Bs As-Moreno Buenos Aires 2009/2010
BSCH 117-1.2 1 Schlumbergera truncata (zigocactus) Ph. nicotianae Buenos Aires (Paternal) Buenos Aires 2012
BHE118-44 1 |Hebe speciosa (hebe, verdnica) Ph. nicotianae Buenos Aires (Paternal) Buenos Aires 2012
BAC119-45 1| Actinidia deliciosa (kiwi) Ph. cinnamomi Buenos Aires Buenos Aires 2010
BZAP120-46 1| Cucurhita moschata (zapallo Anco) Ph. capsici San Pedro Buenos Aires 2010
BGD121-47 1| Gerbera jamensonii (gerbera) Ph. cryptogea Buenos Aires (Villa Devoto) | Buenos Aires 2008
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TABLA 17: ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS DE PHYTOPHTHORA SPP.

CODIGO N HOSPEDANTE COLECCION REL2009/2012
AAZ125.1.2.3 3 Rhododendron indicum (azalea) 2009/2010/2012
BARS102 1 Vaccinium corymbosum (arandano) 2007

BFCH103.1.2.3 3 Chamelauciun uncinatum (flor de cera) 2009/10/11
BGT105 1 Gerbera jamensonii (gerbera) 2003

BGP106 1 Gerbera jamensonii (gerbera) 2006

BGM107.1.2.3 4 Gerbera jamensonii (gerbera) 2008 2010/2011/2012
BKW108 1 Actinidia deliciosa (Kiwi) 2005

BVI109.1.2 2 Catharanthus roseus (vinca) 2009
BDF110.1.2 2 Dieffenbachia picta (difenbaquia) 2008/2009
BCAS111-37.1.2. 2 Casuarina cunningamiana (casuarina) 2008*Al

APSP112 1 Capsicum annuum (pimiento) 2009*Al
BPLP113 1 Capsicum annuum (pimiento) 2005*Al

BGY114 1 Gypsophilla paniculata (gipséfila) 2003

BGY115.1.2 4 Gypsophilla paniculata (gipsofila) 2005 2011/2012
BPR 116-1.2.3 3 Primula obconica (primula) 2009/2010
BSCH 117-1.2 1 Schlumbergera truncata (zigocactus) 2012
BHE118-44 1 Hebe speciosa (hebe, veronica) 2012
BAC119-45 1 Actinidia deliciosa (kiwi) 2010
BZAP120-45 1 Cucurbita moschata (zapallo Anquito) 2010 * Al
BGD121-47 1 Gerbera jamensonii (gerbera) 2007

Aislamientos: 35 (22 origen prospeccion, 8 de colecciones y 5 Servicios de Diagnéstico,

indicadas como areas de interés Al).
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TABLA 18: PYTHIUM SPP: HOSPEDANTE/S/ESPECIE IDENTIFICADA Y PRIMERA CITA BIBLIOGRAFICA EN EL PAIS Y EN

LA REGION.
ESPECIES HOSPEDANTE CITA BIBLIOGRAFICA (Anexo |) PAIS * REGION *
P. irregulare Impatiens walleriana Palmucci et al, 2011 ayb X X
Scindapsus aureus Palmucci et al, 2014 X X
Primula obconica Palmucci et al, 2011 ayb X X
P. sylvaticum Cyclamen persicum Palmucci et al, 2011ay b X X
Lavandula x intermedia Palmuccietal, 2011ayb X X
P. ult.var. ultimum Gazania rigens Palmucci et al, 2011a, Palmucci et al, 2014 X X
Actinidia deliciosa Palmucci et al, 2011 a X X
Euphorbia pulcherrima Palmucci et al, 2011ay b X X
Ocimum basilicum Palmucci ined. X X
Dianthus caryophillus Carranza, 1955
P. spinosum Hebe sp. Palmucci et al, 2011 a X X
P. intermedium Impatiens x hawkeri Palmucci et al, 2011a X X
Spathiphyllum wallisii Palmucci et al, 2011a X X
P. cylindrosporum Eustoma grandiflorum Palmucci et al, 2011a X X
P. ultimum var. sporangiiferum Polygala myrtifolia Palmucci et al, 2011ayb X X
P. splendens Rhododendron indicum Palmucci et al, 2011a, Palmucci et al. 2014 X X
P. aphanidermatum Nicotiana tabacum Palmucci et al, 2012a, Palmucci et al, 2014 X X
Euphorbia pulcherrima Palmucci & Grijalba, 2007
Spinacia oleracea Palmucci et al, 2011 a, Palmucci inéd. X X
P. dissotocum Nicotiana tabacum Palmucci et al, 2011 a, Palmucci et al, 2014 X X
Pythium sp. nov 1 Capsicum annuum var. annuum | Palmucci et al, 2011 a; Palmucci et al., 2013 X X
Pythium.sp. nov. 2 Schlumbergera truncata Palmucci et al, 2011a, Palmucci et al, 2012 X X
P. graminicola Pennisetum clandestinum Palmucci et al, 2011 a, Grijalba & Palmucci 2013 X X
Phytopythium chamaehyphon Rhododendron indicum Palmucci & Grijalba, 2013 X X

* 22 nuevas citas en el pais y en la region.
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TABLA 19: PHYTOPHTHORA SPP: HOSPEDANTE/S /ESPECIE IDENTIFICADA Y PRIMERA CITA BIBLIOGRAFICA DE LOS
MISMOS EN EL PAIS Y EN LA REGION

ESPECIES HOSPEDANTE CITA BIBLIOGRAFICA (Anexo Il) PAIS REGION
Ph. cinnamomi Rhododendrom indicum Frezzi, 1950 (Campana Prov.Bs As) X
Casuarina cunningamiana Bakarcic, 1961 Delta; Palmucci et al., 2008*, Palmucci et al, 2011b* **
Actinidia deliciosa Hongn et al, 2003 Salta y Tucuman
Vaccinium corymbosum Hongn et al, 2005 Salta y Tucuman
Ph. nicotianae Catharanthus roseus Palmucci et al, 2011b* X X
Grijalba et al, 2007*, Palmucci et al, 2011b*
Dieffenbachia picta Palmucci et al., 2011 X X
Chamelauciun uncinatum Wolcan & Ronco, 2006*, Palmucci et al, 2011b*; Palmucci et al, 2013 -
Schlumbergera truncata Palmucci et al., 2012*
Hebe sp. Palmucci inédito, Grijalba inédito
Gypsophilla paniculata Wolcan et al., 2007
Primula obconica Palmucci inédito X X
Ph. cryptogea Gerbera jamensonii Wolcan & Ronco, 2006
Ph. taxon kelmania | Actinidia deliciosa Palmucci inédito X
Gerbera jamensonii Palmucci et al., 2011a y b* X
Gypsophilla paniculata Palmucci inéd. X
Ph. capsici Capsicum annuum var. annuum | Lindquist, 1932, Marchionatto, 1933 y otros, Palmucci et al, 2011ay b * -
Cucurbita moschata Frezzi, 1950 (Cordoba) - X

*Congreso, Jornadas. **Primera cita en Entre Rios
8 nuevas citas para el pais y 10 para la region.
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TABLA 20: RESUMEN DE CARACTERISTICAS DE PYTHIUM SPP.

IDENTIFICACION TEMPERATURAS DE CRECIMIENTO CRECIMIENTO MEDIO CLADO* | WCRC** | GENBANK **
P. aphanidermatum 10°C (25-35°C) >37°C 25 °C: 30 mm/dia A P19654
P. cylindrosporum 5°C-28°C-> 35°C 20°C: 25 mm/dia F P19661
P. dissotocum 5°C(20-28°C)>35°C 25 °C: 16 mm/dia B2 P19652
P. graminicola 15°C- 30°C- >35°C., 25 °C: 20 mm/dia Bld P19707
P. irregulare 5°C- 30°C- 35°C. 25 °C: 23mm Foooo| e
P. intermedium 5 °C (20-25 °C) 30°C 20°C: 31 mm/dia F
P. spinosum 1°C-28°C -. < 35°C 25 °C : 30mm F P19653

20°C: 21 mm/ dia, 30y 35 °C: 41

P. splendens 5 °C (30-35°C) 37°C. mm. I s
P. sylvaticum <5°C (20-28°C)>35°C 20°C: 22 mm/dia T JF436947
P. ultimum var. ultimum | 5°C (25 a-30 °C)- 35°C 20 °C: 23 mm/dia I
P. ultimum var.
sporangiiferum 5°C (25-35°C) >37°C, 28y 35°C: 40mm/dia I P19663
P. sp.nov. 1 (Capsicum
annuum) 5°C- 25°C- 35°C. 20°C: 40 mm/dia. P19662
P.sp.nov. 2
(Sclumbergeratruncata) | 1°C (28-35°C) >35°C | s P19664
Phytopythium
chamaehyphon 5°C- 30°C-35°C 25 °C: 23 mm/dia K P19666

*Ubicacion segun filogenia de Levesqué & de Cock (2004). ** NUmero de acceso deposito de la cepa en la World Genetic Resourse Collection y

***deposito de la secuencia ITS en el Genbank



http://phytophthora.ucr.edu/FMPro?-db=phytophthora&-format=record%5fdetail.html&-lay=entry&-op=cn&Species1=Pythium&-op=cn&CountryState=argentina&-max=10&-recid=40072&-token=Pythium&-find=�
http://phytophthora.ucr.edu/FMPro?-db=phytophthora&-format=record%5fdetail.html&-lay=entry&-op=cn&Species1=Pythium&-op=cn&CountryState=argentina&-max=10&-recid=40073&-token=Pythium&-find=�

TABLA 21: RESUMEN DE CARACTERISTICAS DE PHYTOPHTHORA SPP. TEMPERATURAS DE CRECIMIENTO, CRECIMIENTO
MEDIO, NUMEROS DE ACCESO A COLECCIONES.

IDENTIFICACION UEAAE RIS DI CRECIMIENTO MEDIO WH* BLAIR *ET AL | WPC** | GENBANK**
CRECIMIENTO
(2008) *
Ph. capsici-pimiento 10 °C-(28-30 °C)- >35°C. 20 °C: 20 mm / dia. Il 2b
Ph. cinnamomi- arandano: 5°C(20-28 °C) <35 °C 20 °C: 10mm / dia. Vi 7b NFJ801806
-casuarina 5°C(20y 24°C) <35 °C 20 °C: 21mm/ dia. Vi 7b
P19656
Ph. cryptogea-gerbera 4°C (24 - 28) 32 °C 28 °C: 14,4 mm /dia VI 8a 1658
Ph. nicotianae-difenbaquia >1-5 -28->35 20°C: 8,3 mmidia I 1c HQ615719
8°-28 >35 °C 20 °C: 7 mm/dia I 1c IN160803
-flor de cera
o ) I 1c
-gipsofila 5- 28-36°C 20°C: 9 mmidia
20 °C: 7 mm/dia -
-vinca 5- 35°C I 1c
20°C: 11.6mm/dia
Ph. taxon kelmania-gerbera 4°C (24 - 28) 32 °C 28°C: 14.4 mm/dia VI 8a P19667 | -
- Kiwi 1°C (24 a-28) 35°C 28 °C: 10 mm /dia VI 8a P19655

*Ubicacidn segun agrupamiento morfoldgico de Waterhouse. ** Ubicacién en Filogenia de Blair et al. (2008).
*** NUmero de acceso depdsito de la cepa en la World Phytophthora Collection y deposito de la secuencia ITS en GenBank
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DISCUSION GENERAL

1. REVISION Y ACTUALIZACION DEL STATUS DE LOS GENEROS
PYTHIUM Y PHYTOPHTHORA EN ARGENTINA

La discusion sobre el punto revision y actualizacién de los antecedentes se
abordara desde diferentes aspectos, tales como la forma de organizacion de la
informacion y los diferentes estudios que se han publicado a nivel mundial, las
modificaciones en el status taxonémico y en la nomenclatura de las especies, la
cronologia de identificacion de las especies y su rango de hospedantes a efectos de

ubicar areas de falencia.

Con el objetivo de recopilar, organizar y actualizar la informacion referida a
especies fitopatdgenas de los géneros Pythium y Phytophthora en Argentina, se efectuo
una exhaustiva revision de antecedentes desde finales del siglo XIX hasta el afio 2009

inclusive (Palmucci et al., 2008a, En: http://www.phytophthoradb.org/ slides. php?a=

dv2&name=024Palmucci, consultado 17 de noviembre de 2014; Palmucci et al.,

2011b). Posteriormente ésta fue revisada y actualizada hasta mediados de 2014, a
efectos de comparar el inventario o status inicial, con el alcanzado luego de las
prospecciones efectuadas. Se incluyeron las nuevas relaciones hospedante-patdgeno
halladas en la region y &reas de interes analizadas durante este estudio y las citadas por
otros investigadores en ese periodo. Los resultados de esta revision fueron presentados
en Tablas y Figuras.

Este modo de organizar la informacion obtenida posibilita acceder a los datos en
forma tal, que se favorece su répida visualizacion y las relaciones entre éstos, ya que
hasta el momento de realizada la recopilacién, solo se contaba con datos aislados
presentados bajo la forma de articulos publicados en el pais o en el exterior, en
reuniones cientificas nacionales o internacionales, en fichas o registros fitopatol6gicos
etc. La recopilacion y la organizacion de estos antecedentes permite extraer informacion
sobre las especies de Pythium y de Phytophthora que afectan a cultivos ornamentales,
horticolas, forestales (arboles y arbustos), oleaginosos, etc; en qué localidades fueron
halladas, qué hospedantes fueron afectados; en cuéles provincias se encontraron la
mayor o menor cantidad de especies; cuéles son los grupos de investigacion que

trabajaron a lo largo del tiempo; qué especies botanicas son las mas afectadas; qué
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especies fitopatdgenas hay por provincia; cuales son los sintomas ocasionados y las
citas bibliogréaficas de cada registro, etc.

La publicacion on line denominada Atlas Fitopatolgico Argentino, editada por el
INTA (http://rian.inta.gov.ar/atlas/), compendia las enfermedades y patdgenos que
afectan las especies cultivadas y nativas explotadas en Argentina. Es una obra de
caracter enciclopédico, de gran utilidad para investigadores y publico en general. A
diferencia de esta publicacion, las tablas presentadas en este estudio estan focalizadas en
un grupo de patdgenos y las enfermedades que ocasionan y permiten una mas agil
interrelacion de la informacion sobre los mismos.

Consultados los antecedentes internacionales en relacion con estos Oomycetes
fitopatégenos, no se hallaron trabajos que presenten la informacién organizada de esta

forma.

Los estudios sobre los generos Pythium y Phytophthora publicados en los
diferentes paises, son el resultado de prospecciones, revisiones o estudios taxondmicos
y han incluido distintas tematicas, como descripciones de especies fitopatdgenas o de
aislamientos obtenidos a partir del suelo o agua, en diversas regiones, estados o paises.

Sobre la identificacion de especies de Pythium, el trabajo monografico de van der
Plaats-Niterink (1981) es la mas amplia y completa revision sobre esta especie que se
haya publicado hasta la fecha. Este autor menciona trabajos previos publicados en
diferentes paises: Argentina (Frezzi, 1956); Australia (Teakle, 1960; Vaartaja &
Bumbieris, 1964; Pratt & Heather, 1973); Brasil (Carvalho, 1965); Canada (Booth &
Barret, 1971, 1976); Estados Unidos (Campbell & Hendrix, 1967; Hendrix & Campbell,
1970); Filipinas (Quimio & Abilay, 1977); India (Rao, 1963); Inglaterra (Sparrow,
1936) e Islandia (Johnson, 1971); Japon (Takahashi, 1973); Sudafrica (Wager, 1941) y
Taiwan (Hsieh, 1978). Posteriormente, otras publicaciones se han registrado en: Brasil
(Baptista, 2004); China (Yu & Ma, 1989; Ho, 2013); Iran (Mostowfizadeh-Ghalamfarsa
& Banihashemi, 2005); Holanda (van der Plaats-Niterink, 1975); Nueva Zelanda
(Robertson, 1980), Estados Unidos (Moorman et al., 2002); Pakistan (Lodhi, 2007) y
Mexico (Diaz Celaya et al., 2011).

Para las especies del género Phytophthora, la revision publicada por Erwin &
Ribeiro (1996), brinda no sélo una vasta informacion sobre las especies, sino que

profundiza aspectos relacionados con su distribucion, morfologia, fisiologia y su
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evolucion taxondmica, haciendo referencia a las medidas de control de estas patologias.
Las Tablas que presenta para cada especie, ofrecen un panorama a nivel mundial:
incluyen al hospedante afectado (nombre cientifico y comin), los sintomas ocasionados
y su distribucion geogréafica, en la cual se mencionan a los paises donde fue registrada la
especie y la primera cita publicada.

Otras publicaciones sobre este género se han realizado en: Argentina (Frezzi,
1950); China (Ho, 1996); Estados Unidos (Campbell & Hendrix, 1967; Hendrix &
Campbell, 1970); Inglaterra (Brasier & Strouts, 1976 citado por Lodhi, 2007); Nueva
Zelanda (Boesewinkel, 1974 citado por Lodhi, 2007) y Taiwan (Ann, 1992; Ho et al.,
1995).

En los ultimos afios, merecen destacarse las prospecciones llevadas a cabo por
Lodhi (2007), quien identifico diversos Oomycetes en la provincia de Sindhum,
Pakistan; por Zeng et al. (2009) en Hainan Island, China y en Europa las efectuadas por
Moralejo et al. (2009) en Espafa; por Denton et al. (2008) en el Reino Unido y por
Cacciola et al. (2008) en lItalia. Otros estudios fueron llevadas a cabo en diferentes
regiones de Estados Unidos (Schwingle et al., 2007, Warfield et al., 2008; Yakabe et
al., 2009; Olson & Benson, 2011).

En Latinoamérica, Luz et al., (2001) compendiaron las enfermedades causadas

por Phytophthora spp. en Brasil.

Ademas, existen numerosos registros, sobre todo en Estados Unidos, referidos a
especies de Pythium y de Phytophthora patogenas de plantas, aisladas del agua de riego
(Mc Intosh, 1966; Mircetich et al., 1985; Lauredale, 1997; Pottorff & Panter, 1997;
Themann et al., 2002 citados por Hong & Moorman, 2005; y Mac Donald et al., 1994;
Sanchez & Gallego, 2000; Hong et al., 2002; Bush et al., 2003; Nielsen et al., 2004).
Hong & Morman (2005) publicaron una minuciosa revision sobre las investigaciones
llevadas a cabo sobre las especies de estos géneros presentes en el agua de riego, la
mayoria en cultivos ornamentales. Merece destacarse un reciente trabajo publicado por
Loyd (2013), quien menciona los riesgos a que estan expuestos los arbustos
ornamentales en los Estados Unidos, frente al riego con aguas contaminadas con
especies fitopatdgenas de Pythium y de Phytophthora, a causa del reciclado del exceso
de riego que drena de los contenedores. Esta practica, habitual en algunos paises,
conduce el agua excedente hasta reservorios donde es mezclada con agua de escorrentia,

arroyos, lagos, etc para ser nuevamente utilizada. En Argentina no es comun este tipo de
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riego, ni de almacenamiento del agua. Algunos productores utilizan tanques a cielo
abierto donde almacenan agua de bombeo y de lluvia. También en este caso, los
recipientes sin proteccion del medio ambiente pueden ser contaminados con tierra, la

cual podria ser vehiculo de Oomycetes.

En Argentina, los trabajos efectuados por Frezzi se encuentran entre los mas
rigurosos y detallados, tanto para el género Pythium (Frezzi, 1956, 1977), como para
Phytophthora (Frezzi, 1950, 1977). Con posterioridad a estas publicaciones, se han
producido modificaciones en el status taxonémico de las especies 0 en su nomenclatura,
y se han identificado nuevas especies.

La informacidn obtenida en la presente revision de antecedentes sobre Pythiaceas
que afectan cultivos en Argentina, permitié actualizar el listado de especies
fitopatdgenas presentes en el pais, planteadas por Frezzi (1977). De acuerdo a esto en
las Tablas se actualizd la denominacion de algunas especies: Phytopythium vexans (ex
P. vexans); Phytopythium helicoides (ex P. helicoides); Phytophthora lacustris (ex Ph.
taxon Salixsoil); Ph. citricola (ex Ph. cactorum var. applanata); y se agregaron otras
como: Ph. sojae, Ph. medicaginis, Ph. multivora, Ph. taxon kelmania; Pythium
cylindrosporum; P. inflatum; P. splendens; P. sylvaticum y otras nuevas especies.

A continuacion se mencionan y fundamentan los cambios planteados en la
nomenclatura y adoptados en las Tablas 1y 6:

Géneros Pythium y Phytopythium

Phytopythium vexans y Phy. helicoides: Dentro del género Pythium, las especies
denominadas P. vexans y P. helicoides en la publicacion de Frezzi (1956), fueron
incorporadas recientemente al nuevo género Phytopythium Abad, de Cock, Bala,
Robideau, Lodhi & Lévesque (Abad et al., 2010).

Este cambio se fundamenta en sus caracteristicas morfologicas, estudios
moleculares y filogenéticos. Las especies de Pythium agrupadas en el clado K, en el
cual se encuentran P. vexans y P. helicoides, presentan esporangios diferentes en su
forma y desarrollo a los del resto de las especies de Pythium ubicadas en los clados A-J,
siendo mas similares a los formados por Phytophthora.

Estudios efectuados en P. vexans, refuerzan las diferencias entre los miembros
del agrupamiento o clado K y otras especies de Pythium y Phytophthora (Briard et al.,
1995; de Cock et al., 2000; Lévesque & de Cock, 2004; Bedart et al., 2006; Villa et al.,
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2006). Por esta razon, de Cock et al. (2015) proveen evidencia molecular y filogenética
para incorporar a las especies del clado K en el nuevo género Phytopythium.

Por otra parte, durante el mismo periodo de investigacién Uzuhashi et al. (2010),
propusieron el nombre Ovatisporangium para el clado K. Debido a esto, de Cock et al.
(2015), compararon el género Ovatisporangium con el analisis molecular de la especie
tipo de Phytopythium, y observaron que Phy. sindhum (Bala et al., 2010) es un miembro
del grupo descrito como Ovatisporangium. Por esta razon proponen que
Ovatisporangium sea considerado un género invalido y que prevalezca la denominacion
de Phytopythium para las especies del clado K.

Considerando ambas propuestas, el planteo efectuado por de Cock et al. (2015)
para el clado K presenta solidas justificaciones, adoptandose el nombre de
Phytopythium en este trabajo de tesis.

En Argentina dentro de este grupo sélo se encuentran P. vexans y P. helicoides.
De acuerdo a los estudios filogenéticos de de Cock et al. (2015), en la Tabla 1 se
actualiza la denominacién de P. vexans por Phytopythium vexans (de Bary) Abad, de
Cock, Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque y de P. helicoides por Phytopythium
helicoides (Drechsler) Abad, de Cock, Bala, Robideau, Lodhi & Lévesque.

Género Phytophthora
Phytophthora bohemeriae: Fue citada por primera vez en Argentina afectando Citrus
sinensis en Corrientes (Frezzi, 1941). Las secuencias de algunos de estos aislamientos
(P1378, P3872 y P3880) mantenidos en Coleccion en USA, se han utilizado
recientemente en estudios filogenéticos (Abad, com. pers.), en los cuales se observé que
no se agruparon con la secuencia del aislamiento tipo de Ph. boehmeriae (P6950),
aislada por Sawada (1927) de Boehmeria nivea en Formosa, Japon, ni con otras
secuencias procedentes de la misma zona geografica. Segun los investigadores, esta
evidencia molecular y filogenética permite postular actualmente que el aislamiento
obtenido por Frezzi corresponderia a una nueva especie (Gallegly & Hong, 2008; Abad,
com pers.).

Ademas, Ph. bohemeriae fue citada en Argentina causando Podredumbre basal y
radicular de Chamelaucium uncinatum (Wolcan & Lori, 2001). Sin embargo, estudios
morfobiométricos y culturales mas minuciosos identificaron como el agente causal de

esta patologia a Ph. nicotianae (Wolcan et al., 2005). Esto fue confirmado con la
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aplicacion de andlisis moleculares y de secuenciacion de ITS realizados durante el
presente estudio (Palmucci et al., 2011).

Por lo expuesto, de acuerdo con los recientes estudios de los patégenos aislados
de los dos Unicos hospedantes, en épocas y localizaciones diferentes, estos resultados
permiten expresar con certeza, que la especie Ph. boehmeriae nunca habria estado

presente en Argentina.

Phytophthora citricola: En la presente revision se la hallo citada como Ph. cactorum
var. applanata (Frezzi, 1950). Waterhouse (1957) compar0 los aislamientos originales
de Ph. citricola y Ph. cactorum var. applanata y concluy6 que se trataba de la misma
especie, priorizando la denominacion de Ph. citricola, que es la que se adopté en la
Tabla 6.

Ademas, numerosos estudios morfolégicos y moleculares han reportado
diferencias entre los aislamientos de Ph. citricola de distintas procedencias (Kroon et
al., 2004; Jung et al. 2005; Bhat & Browne 2007; Moralejo et al. 2009; Jung & Burgess,
2009; Hong, 2011). Asimismo, Kong et al. (2003) y Gallegly & Hong (2008), usando
SSCP fingerprinting dividen a Ph. citricola en 4 diferentes subgrupos. En la actualidad,
Ph. citricola se reconoce como un “complejo de especies”, integrado por Ph. plurivora
(Jung & Burgess, 2009), Ph. multivora (Scott et al., 2009), Ph. pini (Gallegly et al.,
2010), Ph. capensis (Bezuidenhout et al., 2010) y Ph. acerina (Ginetti et al., 2013),
reteniéndose la designacién Ph. citricola sélo para aislamientos cuya morfologia e
informacion de secuencia tengan una coincidencia exacta con el aislamiento tipo (CBS
221.88). De acuerdo con estos resultados y dado que no se cuenta con estudios
moleculares en los aislamientos de los registros de la revisién, en la Tabla 6 se los

considerd como integrantes del “complejo de Ph. citricola”.

Phytophthora medicaginis: Hansen & Maxwell (1991) proponen el nuevo binomio Ph.
medicaginis E.M. Hansen & D. P. Maxwell para el patdgeno especifico de alfalfa,
basados en estudios morfoldgicos, de patogenicidad y composicion proteica de las
especies integrantes del complejo Ph. megasperma, que incluye a Ph. megasperma f. sp.
medicaginis. Desde entonces, Ph. medicaginis es la nomenclatura vigente, considerada

sinénimo de esta Ultima.
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Phytophthora lacustris: Entre las especies identificadas recientemente se
encuentra Ph. lacustris. Fue citada por primera en el pais, en las provincias de Rio
Negro y Neuquén, afectando peras en poscosecha y publicada con el nombre asignado
en ese momento de Ph. taxon Salixsoil (Dobra et al., 2011). Posteriormente ésta fue
reasignada como Phytophthora lacustris Brasier, Cacciola, Nechwatal, Jung & Bakonyi
(Nechwatal et al., 2012).

Ph. sojae: Kuan & Erwin (1980) efectuaron estudios sobre la especificidad de
aislamientos obtenidos de Glycine max (soja), denominandolos como Ph. megasperma
f. sp. glycinea Kuan & Erwin. Afios después, Hansen & Maxwell (1991) consideraron a
esta forma specialis, a Ph. sojae f. sp. glycines (Faris et al., 1989) y a Ph. megasperma
var. sojae (Kauf. & Gerd) Hildebr (1959), sindbnimos de Ph. sojae Kauf. & Gerd (1958),

como se los denomina desde entonces.

Finalmente, se incorporaron al listado de especies presentes en Argentina, las que
fueron identificadas como resultado de los estudios efectuados durante la presente tesis:
P. splendens, P. sylvaticum, P. cylindrosporum, Ph. taxon kelmania, Phytopythium
chamaehyphon y dos nuevas especies de Pythium, denominadas Pythium sp. nov. 1
agente causal de una Podredumbre radicular de plantas de Capsicum annuum
(pimiento) y Pythium sp. nov. 2, causante de pudricion de raices y cladodios de
Schlumbergera truncata (zygocactus, Santa Teresita). Ademas, se incluyeron a Ph.
multivora aislada de rhododendron (Grijalba et al., 2013) y a P. inflatum (Grijalba et
al., 2011), Phytopythium helicoides (Grijalba et al., 2014) y Phytopythium sp. nov.
aisladas de suelo de cultivo de Glycine max (soja), cuya patogenicidad sobre este cultivo
fue comprobada. Para esta ultima especie, Grijalba & Palmucci (2013) propusieron
como nombre provisorio a Phytopythium frezzii ya que aun no fue realizada su

publicacion cientifica.

Con respecto a la cronologia de las especies presentes en Argentina (Anexo 1), al
analizar los registros efectuados en el pais, se observé que luego de que Frezzi (1956)
publicara las 17 especies de Pythium identificadas en Argentina, transcurrieron mas de
40 afos hasta que en el afio 2000 se hallara otra especie diferente: P. tracheiphillum
afectando Lactuca sativa (lechuga) (Kiehr et al., 2000). Otras publicaciones referidas a

este género citaron nuevas relaciones hospedante-Pythium sp., sin identificar a la
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especie. Recién a partir del afio 2009, se identificaron y citaron por primera vez en el
pais a: Pythium cylindrosporum (Palmucci et al., 2011c), P. inflatum (Grijalba et al.,
2011), P. sylvaticum (Palmucci et al., 2011c) y P. splendens (Palmucci et al., 2014a) y a
Phythopythium chamaehyphon (Palmucci et al., 2013b); Phytopythium helicoides (ex P.
helicoides) (Grijalba et al., 2014) y Phytopythium frezii sp. nov. (Grijalba et al., 2013).

Durante el mismo periodo, son escasas Y aisladas las publicaciones sobre nuevas
asociaciones hospedante/Pythium efectuadas por otros investigadores (Pastor et al.,
2011; Menneguzzi et al., 2011; Sandoval & Noelting, 2009).

En relacion con los cultivos ornamentales, las citas de especies de Pythium previas
al presente trabajo, que se refieren a enfermedades en especies florales, arbustos y flores
para corte, fueron registradas por Frezzi (1950), en plantas principalmente de la Prov. de
Codrdoba y algunas en las Prov. de San Luis, Salta y Tucuman. Otras citas se refieren
s6lo a Pythium sp.

Una mencion particular merece el caso del cultivo de soja, sustento actual de la
economia de nuestro pais. Recién a partir de 2011, se han realizado varias
presentaciones en congresos, donde se identifica a las especies de Pythium que se
encuentran en los suelos bajo monocultivo de soja, causantes tanto de damping off en
pre y post emergencia, como de la disminucién en el rendimiento a causa de infecciones
subclinicas (Grijalba et al., 2011, Pastor et al., 2011; Grijalba et al., 2013, 2014). Los
registros anteriores se refieren a nivel genérico (Pythium sp.) como causante de
damping off (Botta et al., 1997; Belmonte & Carrasco, 2006).

Esto se repite en otros cultivos extensivos, en los que tampoco se identifica cual es
la especie de Pythium que los afecta, hallandose registros en: alfalfa (Carrera, 1946);
algodonero (Campagnac, 1985); maiz (Botta, 2001); olivo (Goldemberg & Castronovo,
1960; Babbitt et al., 2000; Lucero et al., 2005; Roca et al., 2006); tabaco (Carrera, 1972;
Catania, 1992; Castello et al., 1995; Alcoba et al., 2005; Dummel, 2008) y yerba mate
(Marchionatto, 1948; Rivera Flores, 1983).

Argentina destina millones de ha a cultivos extensivos (alfalfa, cereales, girasol,
maiz, olivo, soja, tabaco, yerba mate, etc.), en los cuales las condiciones ambientales
como la calidad del sitio de plantacion (textura y estructura, nutricion mineral, desnivel
del terreno), pueden causar sintomas de clorosis y marchitamiento semejantes a los
ocasionados por las infecciones de Pythium spp. Sin embargo, debido a la falta de

aislamientos certeros, el uso de técnicas y medios especificos para cultivar a estos
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patdgenos y la dificultad de identificar morfol6gicamente a las especies, la mayoria de
las veces estos sintomas son atribuidos al ambiente, dejando muchas patologias sin
reportar, o en el mejor de los casos, sin identificar, lo cual explicaria el escaso nimero

de citas realizadas durante tantos afos.

Por otra parte, especies como P. graminicola que a nivel mundial afecta
numerosos géneros y especies de la familia Poaceae (cereales, forrajeras, céspedes), es
notable que en Argentina se encuentre citada solo en Saccharum officinarum (Vazquez
de Ramallo, 1985) y en Pennisetum clandestinum, siendo éste el Unico registro en

céspedes.

Dado que Pythium es un género muy cosmopolita, que afecta a casi todos los
cultivos, con 160 especies citadas en el mundo, es de esperar que el listado de las
especies presentes en Argentina, asi como las asociaciones con hospedantes
susceptibles, sea muy superior al registrado. Las pocas publicaciones existentes sefialan
las dificultades para el aislamiento y sobre todo para la identificacion de las especies de

Pythium por parte de los fitopatlogos.

En el caso de Phytophthora*, hasta la década de los ‘70 se llevaron a cabo la
mayoria de las identificaciones de las especies presentes en el pais. A partir del 2005
fueron determinadas otras especies: Ph. fragariae (Alcoba et al., 2005) y Ph.
austrocedrae Greslebin & Hansen (Greslebin et al., 2005). Ademas, se aislaron de suelo
rizosférico de Austrocedrus chilensis a Ph. cambivora Petri (Buisman), y de cursos de
agua en contacto con estos arboles, a Ph. gonapodyides (Petersen) Buisman, Ph. taxon
Pgchlamydo y Ph. taxon Rasberry (Greslebin et al., 2005). En estos ultimos afos,
fueron identificadas, Ph. lacustris (ex. Ph. taxon “Salixsoil’”) (Dobra et al., 2011); Ph.
taxon kelmania Abad & Abad (Palmucci et al., 2011) y Ph. multivora (Grijalba et al.,
2013; Grijalba & Palmucci, 2014).

Sin embargo, si bien fueron escasas las citas sobre especies registradas por
primera vez en el pais, al igual que en Pythium, se efectuaron numerosas presentaciones

a Congresos y en menor proporcion publicaciones referidas a patosistemas que afecta-

*Citas en el item Bibliografia citada o en Anexoll.
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-ron cultivos de importancia econdmica como: Ph. infestans-Solanum tuberosum L.
(Calderoni, 1978; Mantecon 1987, 1989, 2009; Mantecon & Escande 1984, 1985 a, b;
Van Damme & Ridao, 1994; Van Damme et al., 1997; Kessel et al., 2010; Lucca &
Huarte, 2012, entre muchos), Ph sojae-Glicine max (L.) Merr. (Barreto et al., 1991,
1995, 1998 a, b; Barreto & Vallone, 1997; Ploper et al., 1998, 1999; Gally et al., 2007;
Grijalba et al., 2011, 2014) y Ph. capsici-Capsicum annuum L. (Galmarini et al., 1991,
1995; Galmarini & LOpez Frasca, 1998; Roig et al., 2009; Gobena et al., 2012,
Irribarren et al., 2012 a, b; 2013, entre muchos).

Por otra parte, desde 2006, la Dra Lucero, el Dr Pizzuolo y colaboradores efectan
en la Prov. de Mendoza, estudios sobre la etiologia, patogenicidad, comportamiento
varietal y medidas de control (con Trichoderma spp. autdctonas, fostitos y extractos
vegetales) de especies de Phytophthora involucradas en la muerte de cerezos, olivos y
otros frutales de la region (Lucero et al., 2006, 2007, 2011; Vettraino et al., 2009).

Otros trabajos fueron realizados por las Ings. Agrs. Mirta Rossini, Alicia Dobra y
colaboradores en el Alto Valle del Rio Negro y Neuqueén, referidos a las pudriciones
radiculares y del cuello de frutales de pepita, ocasionadas por Ph. cactorum (Rossini &
Di Miasi, 1996, 1997; Rossini, 1999 y otros). El patosistema Ph. cactorum también ha
sido investigado en cultivos de frutilla del Noreste de la provincia de Buenos Aires
(Gonzélez et al., 2003 a, b).

En todas las publicaciones anteriormente mencionadas, se observa que fueron
investigados diversos aspectos de la epidemiologia y manejo fitosanitario de las
patologias presentes en las diversas regiones del pais. Si bien estos estudios abarcaron
los principales cultivos, no se hallaron desde la década del 60 publicaciones referidas a
enfermedades ocasionadas por especies de Phytophthora en arboles o arbustos
cultivados, siendo Frezzi (1949, 1950, 1956) quien ha citado la mayor parte de las
enfermedades que se conocen actualmente. Desde entonces se han efectuado escasos
registros. En ecosistemas naturales, Greslebin et al. (2007) identificaron y describieron
a Ph. austrocedrae, como el agente causal del Mal del ciprés, grave epidemia que afecta

grandes extensiones boscosas en la Patagonia.

Con respecto a las publicaciones en los cultivos ornamentales previas al presente
trabajo, se observa que hay muy pocas citas de enfermedades en especies florales o
arbustos. Estas fueron halladas principalmente en la Prov. de Cordoba por Frezzi (1950;

1977), en la Prov. de Buenos Aires (Marchionatto, 1950; Carranza 1963) y en plantas de
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interior en la Prov. de Corrientes (Cundom & Cabrera, 2004; Cundom et al., 2004,
2006). En patologias de flores para corte, en la zona productiva de La Plata, se
encontraron algunas publicaciones y presentaciones en Congresos de Wolcan et al.
(2005, 2007) y de Wolcan & Ronco (2006).

Ademas si consideramos los antecedentes del género Phytophthora en el pais,
frente a los cambios producidos en la sociedad argentina en los ultimos afios, podemos
sefialar que las enfermedades ocasionadas por este género en plantas ornamentales,
sobre todo en arboles, arbustos y palmeras, constituyen areas de vacancia en donde se
deberan encarar futuros estudios. Estos son priorizados en muchos paises de América
del Norte y Europa, debido a que las plantas de viveros de produccion o venta al publico
pueden albergar Oomycetes potencialmente peligrosos para los ecosistemas naturales,
montes frutales, arboles y arbustos ornamentales del espacio verde publico y privado.
Esta situacion debera ser considerada por los investigadores fitopatdlogos y organismos

de financiacion de proyectos cientificos.

Si analizamos algunos de los cambios sociales, en el plano urbanistico se observa
el auge de los barrios cerrados y countries en constante expansion desde el afio 2003
(Federacion Argentina de clubes de campo-FACC). Estos tipos de edificacion se
caracterizan por el uso de arboles y arbustos en cortinas y protecciones perimetrales y
el aumento de las parquizaciones y jardines privados, donde predominan plantas
arbustivas, hérbaceas y florales. EI mal uso de los sistemas de riego, la utilizacion de
suelos o sustratos con baja infiltracion y el inadecuado manejo fitosanitario favorecen la
aparicion de las enfermedades.

Con respecto a la produccion de palmeras, hace unos 20 afios comenzaron a
utilizarse en la ornamentacion de calles y avenidas en diversos municipios bonaerenses,
lo cual se incrementa afio tras afio. ES necesario acompafiar esta expansion con
relevamientos de sus enfermedades, entre las cuales, para ciertas especies son comunes

en el mundo las ocasionadas por especies de Phytophthora.

Finalmente, incluidas las asociaciones halladas en el presente estudio, el status o
inventario en Argentina hasta 2014 es de 23 especies de Pythium (una reclasificada
como Phy. vexans), 2 Pythium sp. nov., 3 especies de Phytopythium (Phy.
chamaehyphon, Phy. helicoides y Phy. vexans) y 1 Phytopythium. sp. nov., en 280

relaciones huésped-patdgeno (Tabla 3).
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Para Phytophthora se han registrado 21 especies y 3 taxones, en 223 relaciones
hospedante-patdgeno, comprobandose la patogenicidad de 21 de estas especies
(Tablal0).

Este actual inventario de especies de Phytophthora en Argentina, puede
relacionarse con lo publicado recientemente por Scott et al. (2013) en los Estados
Unidos, donde los autores hacen referida al nimero de especies de Phytophthora
registradas en distintos paises y relacionan este parametro con el desarrollo econémico.
En 30 paises se encontraron mas de 10 especies, mientras 108 presentaron menos de 10
cada uno y 33 sblo una especie. Los paises con mayor numero de registros fueron:
Estados Unidos (69); Australia (39) y Reino Unido (35). En Sudameérica, Brasil con 21
especies ocupd en primer lugar, seguido por Argentina (15) y Chile (13). En opinién de
Scott et al. (2013), “todos los paises con mas de 20 especies citadas estan
econdémicamente desarrollados y es muy poco probable que los menos desarrollados
tengan menos especies”. El autor plantea que “los paises ricos destinan mas dinero
para la investigacion fitopatoldgica y por lo tanto para identificar y registrar especies
de Phytophthora™, siendo ésta la causa de las pocas citas que tienen los paises menos
desarrollados”. Asimismo “las especies de Phytophthora tienen un mayor impacto en
los paises menos desarrollados que son mas dependientes de la agricultura y la vida de
subsistencia y tienen menos recursos para investigar las enfermedades de las plantas”.
Discrepando con lo afirmado por Scott et al. (2013), este razonamiento, si bien puede
ser valido para paises con economias de subsistencia, no puede ser generalizado. En el
listado presentado con menos de 20 especies se encuentran paises como Chile,
Argentina, Suecia, Bélgica, Irlanda y Bulgaria, y con menos de 10 especies, Suiza,
Rusia, Noruega, Bélgica, Luxemburgo, Finlandia y Dinamarca, paises desarrollados o
en desarrollo, segin los estandares econdmicos que se consideren. Sin embargo, si es
valida su afirmacion referida al mayor apoyo econdémico a la investigacion por parte de
los paises desarrollados. En este punto, debe ademas considerarse, la distribucién de los
financiamientos de acuerdo con las prioridades dispuestas en cada pais y la presencia de
investigadores formados en la temaética.

Por otra parte, hay que destacar que el numero de especies para Argentina del cual
parten Scott et al. (2013) para su andlisis, es erroneo y menor al real al tiempo de su
publicacion. Si consideramos el numero actual de especies, Argentina se posiciona
como el que tiene mas registros en Latinoamérica y esta entre los mas destacados en el

mundo.
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Por altimo, es necesario remarcar que las citas sobre hallazgos de especies de los
géneros Pythium y Phytophthora presentes en Argentina, han estado ligadas no solo a
condiciones ambientales, fitogeograficas o a la presencia de hospedantes susceptibles,
sino al trabajo de grupos de investigacion formados en el conocimiento de estos
organismos y de las patologias que ocasionan, capaces de identificarlas. Es de esperar,
que en los proximos afios la formacién de nuevos recursos humanos en esta
especialidad, permitan un mas vasto conocimiento de la biodiversidad de especies

presentes en la region y en el pais.

PROSPECCION DE ENFERMEDADES EN EL CINTURON VERDE LA
PLATA-BUENOS AIRES Y OTRAS AREAS DE INTERES

Para cada género se analiz6 la distribucion de las especies identificadas, las
asociaciones y el habito nutricional en relacion a los antecedentes nacionales e
internacionales, la introduccion y dispersion del indculo y su relacion con el manejo
integrado de las enfermedades y aspectos referidos a la identificacion morfoldgica-
molecular de los aislamientos. Algunas problematicas especificas de cada especie se

mencionaron brevemente y fueron expuestas en detalle en el item Comentarios.

La produccidon de plantas ornamentales moviliza importantes inversiones a nivel
mundial. Desde su siembra o plantacién hasta llegar a su estado de comercializacion, los
dafos ocasionados por las enfermedades producen severas perdidas econdémicas. Entre
los patogenos que las causan, se encuentran diferentes especies de Pythium y
Phytophthora. Por esta razon se han llevado a cabo investigaciones para la
identificacion de estas patologias y para la seleccion de las tacticas de manejo mas
adecuadas para cada enfermedad.

En Argentina, la prospeccion efectuada, si bien se ha focalizado en una region y
en cultivos ornamentales, constituye el primer estudio que se realiza en el pais desde las
publicaciones de Frezzi (1950, 1956), referidas a las especies fitopatdgenas de Pythium
y de Phytophthora. Frezzi caracterizo e identificd los aislamientos que recolectd en la
provincia de Cordoba y otros que le fueran enviados desde diferentes regiones del pais,
exponiendo un vasto panorama de los patdgenos, las enfermedades y su localizacion, el

cual requeria, luego de pasados tantos afios, ser ampliado y actualizado.
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Si analizamos los trabajos llevados a cabo en el Cinturon verde La Plata-Buenos
Aires, principal zona productora de cultivos ornamentales y floricolas de la provincia y
del pais, solo se encontraron algunos datos publicados sobre la presencia de estos
géneros, correspondiendo la mayoria a presentaciones en Congresos o Jornadas de la
especialidad.

Sobre especies de Pythium se hallaron citados: P. ultimum en Cattleya spp.
(Jauch, 1955) y en Dianthus caryophillus (Carrera, 1955); P. aphanidermatum en
Euphorbia pulcherrima (Palmucci & Grijalba, 2007); P. acanthicum afectando
Lavandula sp. y Origanum vulgare (Sandoval et al., 2009). Otras citas sin identificacion
de la especie fueron realizadas por Palmucci & Grijalba (2003), quienes aislaron
Pythium sp. de Fucsia magellanica; Grego & Wolcan (2005) de Spathiphyllum wallisii,
Wolcan & Grego (2004) de Impatiens wallerana, Impatiens x hawkerii y Wolcan &
Grego (2005) de Lavandula dentata y Lavandula x intermedia.

De lo expuesto, se observa el escaso numero de relaciones hospedante-patdgeno
en plantas ornamentales afectadas por las especies de Pythium, el cual ha ido
incrementandose desde el afio 2009, principalmente debido a las nuevas asociaciones

halladas en este trabajo.

En el presente estudio y como resultado de la caracterizacion e identificacion de
especies provenientes de la prospeccion 2009-2012 y de prospecciones anteriores
(2000-2009-Colecciones), se identificaron a P. aphanidermatum, P. cylindrosporum, P.
dissotocum, P. graminicola, P. intermedium, P. irregulare, P. spinosum, P. splendens,
P. sylvaticum, P. ultimum var. ultimum, P. ultimum var. sporangiiferum y 2 Pythium sp.
nov. De estas especies, P. ultimum, P. irregulare y P. aphanidermatum, se encontraron
presentes en localidades tanto de la zona Norte como de la zona Sur del Cinturon verde
La Plata-Buenos Aires. Ademas, P. ultimum es en esta region la especie patdgena
asociada a mas cultivos ornamentales, seguida por P. aphanidermatum y P. irregulare.
Esta distribucion es concordante, con otros hallazgos a nivel mundial, que consideran a
las mencionadas especies con un amplio rango de hospedantes: para P. ultimum hay
registros en 335 hospedantes, en tanto que P. aphanidermatum presenta 290 y P.
irregulare 230 (Farr & Rossman, 2015).

P. ultimum se encontr6 asociado a plantas enfermas de Actinidia deliciosa,
Dianthus caryophillus, Euphorbia pulcherrima, Gazania rigens y Ocimum basilicum. A

excepcion del clavel (Carranza, 1955), todas estas asociaciones son citadas por primera
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vez en el pais. Estas patologias han sido encontradas en otros paises, siendo frecuentes
en Euphorbia pulcherrima (Scheffer & Haney, 1956; Moorman, 1986; French, 1989;
Moorman et al., 2002 y en Ocimum basilicum (Alfieri et al., 1984; Garibaldi et al.,
1997).

En el caso de P. aphanidermatum, en la presente investigacion fue aislado de
Nicotiana tabacum creciendo en sistemas flotantes de las Provincias de Salta y Jujuy y
en Spinacea oleracea cultivada en las cercanias de La Plata, citindose por primera vez
en ambos hospedantes. Segun las referencias bibliogréficas, es un patégeno de aparicion
comun en cultivos de tabaco en hidroponia (Herrero et al., 2003; Ho, 2013) o en camas
de siembra (Subhashini & Padmaja, 2009) y en cultivo de Spinacea oleracea (Hirayama
& Tojo, 1999). En Euphorbia pulcherrima fue hallado en la localidad de Garin
afectando plantas ubicadas en camas de enraizamiento y en macetas de primer
trasplante. Su aparicidn fue citada en Argentina previamente por Palmucci et al. (2007).
En dicha oportunidad y durante la prospeccion se hallaron sintomas de pudricion de
raices y tallo y muerte de plantas jovenes, y en plantas de primer repique disminucion el
crecimiento, clorosis y defoliacion de hojas basales. Otros autores citan infecciones
severas en plantas adultas, que ocasionan la disminucion de los rendimientos, el
acartuchamiento de las hojas y marchitamiento a causa de pudriciones radiculares
(Moorman et al., 2002).

P. irregulare fue obtenido de Primula obconica, Impatiens wallerana y
Scindapsus aureus. No se hallaron registros previos en Argentina. Fue citada en Estados
Unidos afectando Primula obconica (Anonymous, 1960; French, 1989) e Impatiens sp.
y Primula spp. (Daughtrey et al., 1995, Moorman et al., 2002).

Ademaés, considerando al hospedante, tabaco y poinsettia fueron los dnicos
afectados por dos especies de Pythium: en Nicotiana tabacum (P. aphanidermatum y P.
dissotocum) y en Euphorbia pulcherrima (P. aphanidermatum y P. ultimum). (Tablas
14y 16).

Otras especies como P. cylindrosporum, P. sylvaticum, P. spinosum y P.
intermedium y dos nuevas especies de Pythium se hallaron en cultivos de las cercanias
de La Plata. Contrariamente, P. splendens, P. graminicola y Phytopythium
chamaehyphon se encontraron en localidades ubicadas al Norte de la region estudiada.
En la zona Sur del Cinturdn verde La Plata-Buenos Aires, se concentra la produccién de
lisianto, hospedante al cual se hallé asociado P. cylindrosporum (Palmucci et al.,

2011c). Con relacién a P. splendens (Palmucci et al., 2014) y Phy. chamaehyphon
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(Palmucci & Grijalba, 2013), ambos patdgenos fueron aislados de plantas de azalea,
cultivo que presenta en la zona Norte su principal area de produccion. Ademas, estos
resultados pueden ser atribuidos a que algunas de estas especies se hallan citadas en
pocos hospedantes ornamentales, 0 a que teniendo un rango méas amplio de plantas
susceptibles, éstas no fueron prospectadas durante la presente investigacion.

P. cylindrosporum es una especie aislada del suelo (Paul, 1992) que presenta muy
pocos hospedantes. En los Estados Unidos se hallé asociada a conejito (Moorman et al.,
2002) y en Bélgica afectando cultivos de lechuga (Van Beneden et al., 2009). Otras
publicaciones en Estados Unidos (Garrido et al., 2012) y en México (Diaz Celaya, et
al., 2011) citan a esta especie en plantas florales sin especificar el hospedante. Del
mismo modo, P. sylvaticum solo fue citada en Irlanda en dos hospedantes ornamentales:
Dieffembachia sp. y Rhododendron sp. y P. intermedium en Tulipa gesneriana, Begonia
sp. y Begonia x tuberhybrida en los Estados Unidos, Hyacinthus sp. en Holanda,
Narcissus sp. en Escocia, Pelargonium spp. (Daughtrey et al., 1995) y Portulacca
oleracea en Canada (Farr & Rossman, 2015). En el caso de Pythium spinosum, el cual
fue aislado de Hebe speciosa de cultivos de Abasto-La Plata, se hallaron antecedentes
de esta especie afectando a Hebe odorata en Nueva Zelanda (Robertson, 1980),
encontrandose ademas citada en: Hebe sp., Anthurium andraeanum, Aphelandra
squarrosa, Erica sp. y Fucsia hybrida en Nueva Zelanda; Antirrhinum majus en China,
Sudafrica y Taiwan; Camellia sinensis y Gardenia jasminoides en Japon; Impatiens sp.
y Saintpaulia ionantha en Estados Unidos (Daughtrey et al., 1995) y Zinnia sp. en
Holanda (Farr & Rossman, 2015) .

Por otra parte, si consideramos la distribucion de las especies de Pythium que
afectan plantas ornamentales en el pais, P. ultimum ocupa el primer lugar, seguida por
P. debaryanum, P. irregulare y P. aphanidermatum. Sin embargo, en este estudio P.
debaryanum no fue aislada. Esta especie afecta a numerosos cultivos oleaginosos,
horticolas y cereales (Frezzi, 1956), los cuales no fueron prospectados. Tampoco se
hall6 en especies donde fue citada, las cuales se encuentran presentes en el Cinturén
verde La Plata- Buenos Aires, como florales de estacion: Antirrhinum majus (conejito),
Ageratum sp. (agerato), Calendula officinalis (caléndula), Celosia cristata (cresta de
gallo), Limonium sp. (statice), Matthiola sp. (aleli), Salvia splendens (coral), Zinnia sp.

(zinnia) y cultivos para flor de corte: Gysophila paniculata (gipsoéfila) y Limonium sp.
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(statice) (Tabla 1). De estas especies solo se hallaron afectadas plantas de gipsofila de
las cuales se aislaron a P. ultimum y a Ph. taxon kelmania.

Las diferencias halladas podrian atribuirse a varios factores, entre ellos
principalmente la ubicacién geografica, que implica fundamentalmente variaciones
climaticas y en la composicion del suelo: P. debaryanum fue aislada en la década del
50, de plantas ornamentales en la Prov. de Cordoba. En més de 50 afos, entre otras
variables podemos considerar que los hospedantes difundidos por entonces para la
ornamentacion de jardines, si bien se contintan produciendo, no son actualmente los
maés difundidos, ademas hubo cambios en el uso y tipo de sustratos, en las variedades

comercializadas y en algunas préacticas de cultivo.

En la regién bonaerense, en plantines florales en etapa de alméacigo y primer
trasplante, se encontraron diferentes asociaciones: Primula obconica e Impatiens
wallerana fueron afectadas por P. irregulare (Palmucci et al., 2011d), en tanto que de
Gazania rigens y Euphorbia pulcherrima se aisl6 a P. ultimum (Palmucci et al., 2014a)
y de Poligala myrtifolia a P. ultimum var. sporangiiferum (Palmucci et al., 2011d).
También, en prospecciones realizadas en los Estados Unidos, Moorman et al. (2002),
analizaron el ITS de 20 especies presentes en cultivos florales e identificaron a P.
aphanidermatum y P. ultimum afectando a Euphorbia pulcherrima y a P. irregulare en
Impatiens sp., asociaciones que como ya fuera expresado, se encontraron en viveros de

la zona Norte y en las cercanias de la ciudad de La Plata, respectivamente.

Para las especies de Phytophthora, las citas registradas previamente en la region
bonaerense fueron: Ph. citrophthora afectando Juglans regia (Marchionatto, 1948); Ph.
drechsleri en Senecio cruentus (Carranza, 1963); Ph. nicotianae en Catharanthus
roseus (Rivera et al., 2000) y Chamaelaucium uncinatum (Wolcan et al, 2005); Ph.
cryptogea en Actinidia deliciosa, Gerbera jamesonii, Ocimum basilicum, Salvia
officinalis, Callistephus chinensis (Wolcan & Ronco, 2006); Gypsophila paniculata
(Wolcan et al., 2007) y Diefenbachia picta (Grijalba et al., 2008).

Durante la prospeccion se identificaron a Ph. capsici, Ph. cinnamomi, Ph
cryptogea, Ph. kelmania y Ph. nicotianae.
Las especies con mayor distribucion y hospedantes afectados fueron Ph.

nicotianae y Ph. cinnamomi, ambas aisladas de localidades ubicadas en las zonas Norte,
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Oeste y Sur del Cinturon verde La Plata-Buenos Aires. Ph. cinnamomi ademas fue
hallada en muestras provenientes de las Prov. de Entre Rios y Tucuman.

Por el contrario, Ph. cryptogea presentd una amplia distribucién en cultivos de
gerbera de las cercanias de La Plata, donde fue hallada en diferentes afios, y en otro
cultivo de gerbera de la zona Norte. Esta distribucion se debe al caracter endémico de la
Podredumbre de la corona ocasionada por la presencia de las estructuras de
supervivencia del patégeno en los suelos arcillosos de la region. Otra especie hallada
solamente en la zona Sur fue Ph. taxon kelmania.

Si comparamos estos resultados con las asociaciones por tipo de cultivo en
Argentina, hasta el 2009 habia 7 especies de Phytophthora citadas afectando a los
cultivos ornamentales, en tanto que alrededor del mundo, desde fines de los 80s, se
registraron mas de 30 (Pérez Sierra & Jung, 2013). Las especies que en nuestro pais
presentan el mayor nimero de hospedantes afectados, son Ph. nicotianae y Ph.
citrophthora. Esto es coincidente con prospecciones llevadas a cabo por Cacciola et al.
(2008) en Italia y Moralejo et al. (2009) en Espafia, quienes citan a Ph. nicotianae como
una de las especies més difundidas en plantas ornamentales.

En el Cinturon verde La Plata- Buenos Aires, como fuera expresado,
anteriormente, Ph. nicotianae se hall6 asociada a diversos hospedantes cultivados en
diferentes localidades, en cambio Ph citrophthora no fue encontrada. Esta especie
afecta pricipalmente arboles (acer, araucaria, &lamo, brachichito, castafio, falsa caoba,
falsa acacia, nogal, paraiso, pino y tala), frutales (citricos, kunquat, guayaba, granado),
hortalizas (garbanzo, pepino, pimiento, perejil, tomate, zapallo, zapallito de tronco) y
plantas ornamentales como Bignonia sp. (bignonia), Clerodendron sp. (clerodendro,
jazmin de Arabia), Hedera helix (hiedra), Nerium oleander (laurel de flor), Ruta sp.
(ruda), florales de estacion como Antirrhinum majus (conejito), Catharanthus roseus
(vinca), Gloxinia sp. (gloxinia), Gomphrena sp. (siempreviva), Salvia splendens (coral)
y entre las flores para corte: Dianthus caryophyllus (clavel) y D. sinensis (clavelina)
(Tabla 6). De estas especies solo fueron prospectadas conejito, clavel y vinca,
aislandose de esta ultima a Ph. nicotianae.

Dado que el relevamiento abarco un amplio rango de hospedantes y comprendid
diversas localidades, la no aparicion de Ph. citrophthora obedeceria a los mismos
supuestos planteados para Pythium. Todos los registros previos en hospedantes
susceptibles fueron hechos por Frezzi (1950, 1977) en la Prov. de Cérdoba, salvo el de

nogal europeo, que fue citado en diferentes provincias, incluida Buenos Aires (Tabla 6).
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La influencia del sitio, modificado por variables climaticas y de composicién del suelo
estaria explicando la diferente composicion de la poblacion de especies de
Phytophthora, unido a esto los cambios en las practicas culturales aplicadas a los
cultivos durante las Ultimas décadas, y posibles diferencias en la susceptibilidad de los
hospedantes motivados por el uso de nuevos materiales genéticos.

Por otra parte, si consideramos la diversidad de especies patogenas aisladas de
cada especie botanica, observamos que entre los cultivos evaluados durante estas
investigaciones, Rhododendron indicum fue el hospedante del cual se aisl6 la mayor
cantidad y variedad de Oomycetes: Ph. cinnamomi, P. splendens y Phytopythium
chamaehyphon. Los dos ultimos patogenos se citan por primera vez en el pais.
Contrariamente, Ph. cinnamomi fue hallada en 1949 afectando Rhododendron indicum y
Rh. sp. (Frezzi, 1950), en la localidad de Campana, Provincia de Buenos Aires. En el
mundo, otras especies de Phytophthora pueden afectar a este hospedante: Ph. inflata
Caroselli & Tucker en Inglaterra, Canada y Estados Unidos (Caroselli & Tucker, 1949,
citado por Cline et al., 2008), Ph. siskiyouensis Reeser & E. M. Hansen en Estados
Unidos y Australia; ambas provocando cancros y Ph. heveae A. Thomps., en Asia,
Australasia, Estados Unidos y Brasil (Thompson & Johnston, 1953) ocasionando
ademas podredumbre, tizon y dieback. Cabe destacar que en las plantas evaluadas
durante esta prospeccion nunca fueron observados cancros. También han sido citados
sintomas de dieback, manchas foliares y tizon, ocasionados por Ph. hedraiandra de
Cock & Man in’t Veld en Holanda, Eslovaquia y Estados Unidos (de Cock & Lévesque,
2004); Ph. ramorum Werres, de Cock & Man in "t Veld en Europa, Canada y Estados
Unidos (Werres et al., 2001); Ph. foliorum Donahoo & Lamour en los Estados Unidos
(Donahoo et al., 2006); Ph. insolita Ann & W. H. Ko en Taiwan y Estados Unidos
(Testa et al., 2005) y Ph. multivora en Australia (Scott et al., 2009), Sudéafrica, paises de
Europa, Asia, Canada y Estados Unidos. Recientemente fue identificada en Argentina
(Grijalba et al., 2013; Grijalba & Palmucci, 2014), causando manchas caracteristicas de
color marr6n oscuro a negras, ubicadas en ambas caras de las hojas, cercanas al apice y
margenes, sintomas que difirieron de los causados por Ph. cinnamomi, donde los bordes
de las hojas se doblaron hacia abajo y se produjo ademas dieback y necrosis.

Con respecto a los otros hospedantes, la mayoria de ellos se hallaron asociados a
una sola especie de Pythium o de Phytophthora. En pocas asociaciones se encontraron
una especie de Pythium y dos de Phytophthora, o dos especies de Phytophthora. Esta

situacion se observd en Actinidia deliciosa (P. ultimum, Ph. cinnamomi y Ph. taxon
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kelmania) y en los cultivos de Gypsophila paniculata (Ph. taxon kelmania y Ph.

nicotianae) y Gerbera jamesonii (Ph. cryptogea y Ph. taxon kelmania)

Desde el punto de vista productivo, las plantas ornamentales, sobre todo las que se
comercializan en maceta y los plantines, comparten el invernaculo temporalmente con
diversas especies, que a su vez se rotan a lo largo del afio a fin de satisfacer las
demandas del mercado (Morisigue et al., 2012). De alli la importancia de conocer el
habito nutricional de los patdgenos, para lo cual la identificacion de especies de Pythium
y Phytophthora presentes en viveros o centros de venta al publico, es de suma
importancia, ya que representa el primer paso para el desarrollo de estrategias de
manejo efectivas.

Entre las enfermedades diagnosticadas, diferentes especies del género Pythium
han sido identificadas provocando muerte de plantulas en pre y post emergencia
(damping off) y causando, en plantas herbaceas y adultas, menor crecimiento y déficit
de nutrientes debido a pudriciones radiculares, o de los tejidos aéreos jovenes. Las
especies identificadas fueron en su mayoria polifagas, como P. ultimum var. ultimum
aislada de Actinidia deliciosa, Euphorbia pulcherrima, Gazania rigens, Ocimum
basilicum y Dianthus caryophillus; P. irregulare aislada de Primula obconica,
Impatiens wallerana, Scindapsus aureus; o P. aphanidermatum de Nicotiana tabacum,
Euphorbia pulcherrima y Spinacea oleracea).

Otras especies como P. dissotocum, P. intermedium, P. spinosum, P. splendens y
P. sylvaticum si bien durante la prospeccion se han aislado de uno o dos cultivos
diferentes, en la bibliografia internacional han sido identificadas como patdgenas de un
amplio rango de hospedantes (En: http://www.cabi.org, consultado diciembre 20 de

2014).

El Unico caso restringido a una familia botanica es el de P. graminicola, cuyos

hospedantes incluyen a algunos miembros de la familia Poaceae (= Gramineae).

En el caso de P. sylvaticum aislado de Cyclamen persicum y Lavandula x
intermedia y de P. cylindrosporum aislado de Eustoma grandiflorum, que son especies
citadas por primera vez en el pais, en ensayos preliminares se comprobd su
patogenicidad en otros hospedantes, cuyo cultivo es comin en viveros (Antirrhinum
majus, Bellis perennis y Senecio cruentus para P. sylvaticum, y Lactuca sativa,
Impatiens wallerana y Dianthus deltoides para P. cylindrosporum). Estas pruebas

deberian ampliarse con un mayor numero de cultivos.
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Asimismo, con las especies nuevas de Pythium (Pythium sp. nov. 1 y Pythium sp.
nov. 2) o las que estan en vias de descripcion como Ph. taxon kelmania, también

deberian ampliarse los estudios de patogenicidad.

Las especies de Phytophthora identificadas durante el presente estudio (Ph.
capsici, Ph. cinnamomi, Ph. cryptogea, Ph. nicotianae y Ph. taxon kelmania) fueron
encontradas asociadas a un diverso rango de hospedantes, tanto en plantas ornamentales
(Catharanthus roseus, Chamelaucium uncinatum, Dieffenbachia picta, Gerbera
jamesonii, Gypsophila paniculata, Hebe speciosa, Primula obconica, Schlumbergera
truncata) como en forestales (Casuarina cunninghamiana), frutales (Actinidia delicosa
y Vaccinium corymbosum) y horticolas (Capsicum annuum, Cucurbita maxima). Se
hallaron diversos sintomas como tizones (en Capsicum annuum) cancros (Casuarina
cunninghamiana), podredumbres de raices (Gerbera jamesonii, Gypsophila paniculata,
Catharanthus roseus, Hebe speciosa, Primula obconica, Chamelaucium uncinatum,
Dieffenbachia picta, Actinidia deliciosa, Vaccinium corymbosum); podredumbre basal
(Actinidia deliciosa, Casuarina cunninghamiana, Dieffenbachia picta, Gerbera
jamesonii), cladodios y raices (Schlumbergera truncata) y frutos (Cucurbita maxima).
Algunas especies (Ph. nicotianae, Ph. cinnamomi, Ph. taxon kelmania) fueron aisladas
de varios hospedantes mientras otras s6lo se aislaron de uno o dos, tal el caso de Ph.
capsici y Ph. cryptogea. La sintomatologia observada fue coincidente con la citada por
otros autores (Frezzi, 1950; Bakarcic, 1961; Gill et al., 1977; Latorre et al., 1991; Erwin
& Ribeiro, 1996; Wolcan & Ronco, 2006; Wolcan et al., 2007; Larach et al., 2009;
Orlikowski et al., 2011).

Con respecto a la especificidad por un hospedante, todas las especies
encontradas en la regién en estudio son polifagas, si bien algunas a nivel mundial
presentan un mayor numero de hospedantes, como Ph. nicotianae, Ph. cinnamomi y Ph.
cryptogea, otras como Ph. capsici, estan mas restringidas a cultivos de las familias
Solanaceae y Cucurbitceae, o en el caso de Ph. taxon kelmania, ha sido aislada de pocos

hospedantes de diferentes familias botéanicas.

En relacidn a la produccion de plantas ornamentales otro aspecto a considerar es
la introduccidon de nuevas enfermedades al inicio de un cultivo y su epidemiologia en el
cultivo ya establecido. Existen numerosas referencias acerca de la aparicion de nuevas

enfermedades ocasionadas por Oomycetes, luego de la introduccién de una nueva
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especie de plantas ornamentales en un pais o regién (Brasier, 2008; Moralejo et al.,
2009). En acuerdo con lo manifestado por diversos autores (Mooney & Cleland, 2001;
Bohlen, 2006; Brasier, 2008), esto se debe a que el sistema radicular de las plantas
ornamentales y la tierra adherida, son fuente de organismos patdgenos potencialmente
peligrosos para el nuevo habitat de estas plantas. Estos organismos casi no causan dafio
a sus hospedantes en el centro de origen, ya que son parte de un ecosistema equilibrado
natural que fue sometido a una evolucion concertada. Sin embargo, pueden surgir
problemas importantes si un patogeno se introduce en otra region del mundo donde las
plantas nativas tienen poca resistencia y el patégeno no tiene enemigos naturales o
antagonistas, pudiendo alterar la dinamica poblacional y estructura de las comunidades
de plantas locales invadidas. Debido a esto, Moralejo et al. (2009), sefialan que el
comercio internacional de plantas se convierte en el vehiculo principal entre el habitat
original a menudo a distancia del patdgeno y el nuevo ecosistema invadido. Como
ejemplo se puede citar a la introduccién de P. cinnamomi en Australia, capaz de infectar
a mas de 3.000 especies de plantas (Hardham, 2005), hacia donde probablemente, se
extendié desde su presunto centro de origen en el sureste de Asia; y de Ph. ramorum, la
cual también se cree originaria de Asia Oriental, y provoco la muerte subita del roble en
viveros de arboles en Europa y en la parte occidental de los Estados Unidos. En
Argentina, Vélez et al. (2012) han comprobado que Ph. austrocedrae (Greslebin et al.,
2005) agente causal del Mal del ciprés, es una especie exotica. Asi, las plantas
ornamentales, debido al movimiento a través de un pais o region, causado por su
comercializacion, o por traslados fuera del circuito comercial, tienen un importante rol
en la diseminacion de enfermedades.

Por tal motivo en muchos paises de Europa, en Estados Unidos y Canada se han
encarado en los ultimos afios, inspecciones periddicas, prospecciones de enfermedades y
analisis en el agua de riego y en el suelo relacionados a estos cultivos, tratando de
detectar la presencia de especies de Pythium y Phytophthora (Borlikowski & Orlikoska,
2007; Hong et al., 2008, 2010; Ivors & Greene, 2008; Schwingle & Blanchette, 2008;
Moralejo et al., 2009; Diaz Celaya et al., 2011; Ghimire, et al., 2011; Rivero, 2011,
Stewart-Wade, 2011; Bienapfl & Balci, 2014). Estas medidas también deberan
incentivarse en nuestro pais y paralelamente tomarse los recaudos necesarios para evitar
el ingreso de nuevas especies patdgenas, implementando medidas adecuadas de

cuarentena, como la exclusion del ingreso de plantas con tierra (Kelly et al., 2003) y la
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inspeccion de equipajes, no solo en fronteras aéreas, sino mas aun en las extensas
fronteras terrestres de la Argentina.

Como ya se expresara, las especies de Pythium y de Phytophthora pueden
afectar todas las etapas del ciclo de produccion, debido a su capacidad de sobrevivir
tanto en restos de plantas (van der Plaats-Niterink, 1981; Erwin & Ribeiro, 1981) como
de comportarse como saprotrofos en varios tipos de suelos (Martin & Loper, 1999), en
otros hospedantes alternativos o en sistemas de irrigacion (Hong & Moorman, 2005). La
produccion de plantas en vivero en sus diferentes formas y usos (flor para corte, plantas
herbaceas de flor, de hoja o ambos, plantas de interior, produccion de plantines
enraizados u otro material propagativo, etc), con amplia difusion en el Cinturén verde
que rodea las ciudades de Buenos Aires y La Plata, presenta entre sus inconvenientes el
inadecuado manejo fitosanitario, tanto preventivo como curativo, de las enfermedades.
Esta situacion es comprobable por la informacion oficial y por los resultados de las
investigaciones sobre las etiologias de las enfermedades presentes en la region. Segun
datos obtenidos en la Encuesta Floricola 2012 del Partido de La Plata, realizada por el
Gobierno de la Provincia de Buenos Aires y el INTA, “el 87% de los productores
manifestd no desinfectar el suelo y un 82 % no realizar analisis de agua ni del suelo. Se
observé gque en cuanto al asesoramiento en el uso de plaguicidas, el mismo es realizado
principalmente por los proveedores de insumos (47%), las cooperativas (33%) y otro
productor (20%); solo el 6% de los emprendimientos productivos accede a un técnico”
(Villanova, 2013). Si consideramos el movimiento interno, la produccién de plantas
ornamentales de Argentina proviene principalmente del Cinturon verde La Plata-
Buenos Aires que autoabastece a todo el pais. Las plantas infectadas con sintomas leves
0 asintomaéticas pueden comportarse como fuente de indculo para otros cultivos sanos.

La produccion de especies ornamentales se realiza mayormente bajo
invernaculo, en los cuales las condiciones ambientales favorecen su crecimiento. Sin
embargo, estas mismas condiciones son propicias para el desarrollo de los patdgenos
(elevada humedad ambiente, sistemas de riego, mayor densidad de plantacién, etc.). Las
patologias causadas por Oomycetes en plantas en maceta, presentan su dispersion e
incidencia ligadas al inadecuado y/o excesivo manejo del riego y el uso de mezclas de
sustratos que dificultan la filtracion del agua en los contenedores o en las camas de
enraizamiento. Por tratarse de cultivos que se conducen bajo cobertura, en condiciones

semi-controladas, el efecto de los factores climaticos estd méas atenuado.
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En numerosos trabajos de investigacion se ha comprobado que el indculo de las
diferentes especies de Pythium o Phytophthora, puede ser transportado de un lugar a
otro a través de suelo (Al-Sa’di et al., 2007), o sustratos contaminados, entre ellos el
musgo de turba (Favrin et al., 1988; Kim et al., 1975) y el agua de riego como vehiculo
de zoosporas (Hong et al., 2002; Sanogo & Moorman, 1993; Stanghellini & Kronland,
1986; Sutton, 2006), o diseminarse a grandes distancias al comercializarse semillas,
esquejes, plantines o plantas infectadas, a otros establecimientos minoristas o a
particulares. También es favorecido por la reutilizacion de recipientes sin una previa y
adecuada desinfeccidn (bandejas, macetas, mesadas de enraizamiento) y en el caso de
siembra mecanica por el uso de maquinaria no desinfectada (Mondino et al., 2008).
Fergusson & Jeffers (1999) aislaron varias especies de Phytophthora, entre ellas Ph.
cryptogea, de mezclas de sustratos comerciales infectados para contenedores de plantas
en viveros de Carolina del Norte (Estados Unidos). Ademas, el indculo puede ser
vehiculizado por el movimiento de los mosquitos (Bradysia impatiens) y moscas de la
materia organica (Scatella stagnalis) (Jarvis et al., 1993; Gardiner et al., 1990;
Goldberg & Stanghellini, 1990), especies que no se hallaron citadas en Argentina. De
esta forma, en diferentes momentos del ciclo productivo, el indculo puede ser
introducido en un cultivo sano. Posteriormente la infeccion puede producirse durante la
manipulaciéon de las bandejas, debido a su colocacion sobre el suelo o superficies
contaminadas, a causa de salpicaduras durante las tareas de riego o fertirrigacion desde
otras bandejas o superficies contaminadas, o por el agua contaminada proveniente del
techo del invernaculo a través de roturas en el polietileno (Mondino et al., 2008).

Otro aspecto a considerar es que los sustratos que se utilizan en los contenedores
y medios de enraizamiento, asi como en los sistemas recirculantes y la produccién de
cultivos en hidroponia, permanecen siempre himedos, y en la zona radicular la
diversidad microbiana y su densidad, son bajas en relacion a las comunidades en suelos
naturales, siendo por lo tanto sitios ideales para el desarrollo de los Oomycetes (Sutton
et al., 2006). Los plantines deben ser regados en forma uniforme y se debe mantener la
humedad ambiente mediante un sistema de riego y de humificacion, equipamientos que
la mayoria de los productores de esta zona no poseen. Por esta razon, el riego en los
invernaculos en general es manual con manguera y en un minimo porcentaje por goteo o
aspersion (Morisigue et al., 2002; JICA-INTA 2003), lo cual implica generalmente su
desuniformidad, causando que los plantines reciban excesos o presenten déficit hidricos

(Barbaro et al., 2009), favorecido aun mas por la retencion que tenga el sustrato que se
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utilice como sostén para el enraizamiento. Entre las enfermedades halladas en el
Cinturén verde Buenos Aires-La Plata y en otras areas de interés, encontramos
numerosos ejemplos dénde se observan estas condiciones de cultivo. Son los casos de
las severas epidemias causadas por P. dissotocum y P. aphanidermatum, observadas en
el cultivo de tabaco en piletones a cielo abierto (Salta y Jujuy); las pudriciones causadas
por P. ultimun var. ultimun y P. aphanidermatum, en plantines de estrella federal en
medio de enraizamiento Oasis® y por Ph. capsici en pimientos en contenedores (Pdo.
de La Plata); las severas pudriciones de tallo y raices o damping off causados por P.
irregulare afectando primula y alegria del hogar y el damping off de plantines de
gipsofila y clavel en camas de enraizamiento debido a P. ultimun var. ultimun (Buenos
Aires y La Plata). En el caso particular del lisianto, cultivo muy sensible tanto a excesos
como a déficit hidricos, estas son situaciones de riesgo para los plantines.

Tal como fuera expresado, de acuerdo a las condiciones que predisponen la
aparicion de estas patologias, el manejo del agua es fundamental, tanto el tipo de riego
utilizado (por surco, goteo, inundacién, aspersion) como la cantidad de agua aportada y
su frecuencia de aplicacion. Ademas, los cultivos en contenedores deben tener un buen
drenaje, a fin de evitar las condiciones propicias para la dispersion e infeccion. En
suelos contaminados o sospechosos de estarlo, para disminuir la cantidad del inéculo
inicial se pueden realizar tratamientos por solarizacion, emplear métodos fisicos (vapor
de agua) o quimicos, controlar el estado sanitario de las plantas madre, asi como utilizar
semillas tratadas con fitoterapicos especificos y material de implantacion del cultivo
(gajos, esquejes, bulbos, cormos) libre de patdgenos (Jarvis, 1992; Erwin & Ribeiro,
1996; Agrios, 2005).

En los cultivos de flor para corte, implantados en el suelo de los invernaculos,
las podredumbres basales ocasionadas por Ph. cryptogea y Ph. taxon kelmania en G.
jamesonii, y por Ph. nicotianae en C. uncinatum (flor de cera) y en G. paniculata
(gipsofila), se han convertido en enfermedades endémicas de la zona productiva
platense (Wolcan et al., 2005; Wolcan & Ronco, 2006; Wolcan et al., 2007; Palmucci et
al., 2011). Esto es apoyado por los estudios de Krober (1980), citado por Erwin &
Ribeiro (1981), el cual expone que en ausencia del hospedante susceptible, las oosporas
de Ph. cryptogea puede persistir por 4 afios en suelo esterilizado y 2 afios en suelo no
esterilizado. Unido a la produccion de estructuras de resistencia de los Oomycetes que

permanecen en el suelo y en el rastrojo, las caracteristicas arcillosas del suelo de la
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region y el sistema de produccion predominante de monocultivo, favorecen la

persistencia del indculo y las enfermedades en la zona de cultivo estudiada.

Durante el presente estudio, salvo P. dissotocum, todos los aislamientos fueron
identificados de acuerdo a sus caracteristicas culturales y morfoldgicas, con asistencia
de claves taxondmicas, las publicaciones de Frezzi (1950, 1956, 1977) y publicaciones
de autores de las especies. Por otra parte, se obtuvieron secuencias de ITS que fueron
comparadas con secuencias depositadas en el GenBank, permitiendo confirmar las
identificaciones. Ademas se corrobor6 si la especie identificada por homologia se
correspondi6 con las caracteristicas culturales, morfologicas y biométricas observadas
en los aislamientos en estudio. Asimismo, en la construccion de los &rboles
filogenéticos se usaron las especies tipo y/o extipo y otras secuencias confiables.

La clasificacion tradicional, basada en la caracterizacion morfol6gica y cultural
del aislamiento, puede ser util y determinante para identificar algunas especies con
caracteristicas netamente diferenciales. Sin embargo, en otros casos puede presentar
limitaciones como la morfologia de la colonia y la temperatura 6ptima de crecimiento.
Estos no son rasgos confiables, ya que pueden variar dependiendo del método utilizado,
como por ejemplo, el efecto de los medios de crecimiento sobre la forma de la colonia 'y
produccion de estructuras, o del tejido del huésped en el tamafio de las oosporas.
También pueden introducirse variaciones debidas a la ambiguedad en la descripcion de
los rasgos por los observadores (Erwin & Ribeiro, 1996).

Asimismo, en la caracterizacion molecular, si bien se produjeron importantes
avances en los dltimos afios, atn hay inconvenientes para el reconocimiento de nuevas
especies, pues en el GenBank se encuentran algunas secuencias cuya identificacion es
incorrecta 0 dudosa (no corresponden a la especie que reportan), junto a otras de
correcta identidad. Debido esto se considerd la homologia con especies tipo, neotipo o
extipo siguiendo lo propuesto por Abad et al. (2010), procurando dar firmeza a los
resultados obtenidos.

De acuerdo a lo expuesto, ambas metodologias de identificacién, morfoldgica y
molecular, presentan algunas limitaciones y por lo tanto deben complementarse para
resolver cualquier ambigliedad que se presente (de Cock & Lévesque, 2004).

En Argentina la aplicacion de técnicas moleculares para la identificacion y
estudio de estas especies se incorpor0 a partir de 2005 para pocas especies de

Phytophthora. La primera identificacion por secuencia de ITS fue la realizada por
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Greslebin et al. (2005) para identificar a las especies asociadas a la enfermedad llamada
Mal del Ciprés (Ph austrocedrae, Ph. syringae, Ph. cambivora, Ph. gonapodyides, Ph.
taxon Raspberry y Ph. taxon Pgchlamydo). Seguidamente, se identificaron Ph. sojae
(Gally et al., 2007; Grijalba et al., 2011, 2013); Ph. palmivora (Lucero et al., 2007); Ph.
cinnamomi (Palmucci et al., 2008); Ph. nicotianae (Vettraino et al., 2009); Ph. taxon
Salix Soil (Dobra et al., 2011); Ph. cryptogea y Ph. citrophthora (Lucero et al., 2011a,
b) y Ph. capsici (Galmarini et al., 2012; Iribarren et al., 2013). Para los géneros Pythium
y Phytopythium, las primeras identificaciones por técnicas moleculares y secuenciacion
de ITS fueron las obtenidas durante el presente estudio (Palmucci et al., 2011 a, b;
Palmucci & Grijalba, 2013). Si bien algunas de las especies de Phytophthora halladas
en la prospeccion, ya habian sido citadas por Wolcan y colaboradores, se aplicaron por
primera vez las técnicas moleculares para confirmar su identificacion.

La correcta identificacion de las especies nuevas halladas durante la prospeccion,
deberan ajustarse a los nuevos lineamientos propuestos: Segun Schroeder (2013) “las
futuras descripciones de nuevas especies deberian incluir multiples aislamientos (si
fuera posible areas geograficamente diversas) con caracterizaciones morfoldgicas para
dar una idea de la variacion intraespecifica en estas caracteristicas. Como minimo, ITS
y datos de la secuencia cox1, y compararse con los datos del Barcode of life Database
(BOLD), con la secuenciacion de loci adicionales (por ejemplo, R-tubulina) para

resolver cualquier ambigtiedad” (Kroon, 2012).

Coincidiendo con de Cock & Lévesque (2004), la combinacién de estudios
morfologicos y moleculares deberian aplicarse con los Oomycetes patdgenos aislados,
de modo de obtener una precisa identificacion de las especies de Pythium, Phytophthora
y Phytopythium presentes en la Argentina. Ademas de su impacto cientifico-académico,
estos resultados tendran significancia socioecondmica al permitir un mejor y especifico
manejo integrado de estas patologias y aportaran conocimientos precisos para apoyar el
comercio internacional. Asimismo, es imprescindible y de caracter estratégico, que los
aislamientos de Pythidceas obtenidos en el pais, puedan ser depositados en ceparios
locales reconocidos internacionalmente, asistidos por personal técnico con

conocimientos especificos para el manejo de estas colecciones.
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v' Se recopilaron y actualizaron los antecedentes sobre la presencia de Pythiaceas en la
Argentina, en relacién con los distintos hospedantes afectados y su distribucion en el

pais.

v’ La organizacion de la informacion obtenida, permitié ampliar el conocimiento de la
diversidad y la distribucidn geogréfica de las especies fitopatdgenas de los géneros
Pythium y Phytophthora en Argentina, actualizar el status o inventario y la
denominacion taxondmica de las especies, de acuerdo con los cambios en su
sistematica que se produjeron en los ultimos afios. Los antecedentes recopilados
fueron organizados y presentados en forma de Tablas, que permiten acceder a

diferentes aspectos relacionados con estas patologias, en forma rapida y comparada.

v’ Hasta la fecha, en Argentina se han registrado 22 especies de Pythium, 2 Pythium sp.
nov. y Phy. chamaehyphon, Phy. helicoides, Phy. vexans, y 1 Phytopythium sp. nov.
(=Ph. frezzii), en 280 relaciones huésped-patdgeno y 24 especies de Phytophthora,
de las cuales 21 especies han sido reportadas como patdgenas en 221 hospedantes; 1

aislada de suelo rizosférico y 2 de cursos de agua.

v’ Las especies de Pythium incluidas en el clado K, citadas para Argentina, fueron

incorporadas como miembros del género Phytopythium.

v A la lista de especies de Pythium presentes en Argentina, que incluye a las
publicadas por Frezzi (1956): P. acanthicum, P. aphanidermatum, P. catenulatum,
P. debaryanum, P.dissotocum, P. graminicola, P. intermedium, P. irregulare, P.
mastophorum, P. oligandrum, P. periplocum, P. polymorphon, P. rostratum, P.
spinosum, P. torulosum, P. ultimum y P. vexansy a P. tracheiphillum (Kiehr et al.,
2000), se incorporaron a P. splendens, P. sylvaticum, P. cylindrosporum,
identificaciones efectuadas durante el desarrollo de la presente tesis y a P. inflatum.
P. vexans se incluyé en el género Phytopythium como Phy. vexans, junto a Phy.

helicoides y Phy. chamaehyphon.
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v" A a lista de especies de especies de Phytophthora presentes en Argentina, la cual
incluye a las especies caracterizadas por Frezzi (1950): Ph. boehmeriae, Ph.
cactorum, Ph. cambivora, Ph. capsici, Ph. cinnamomi, Ph. citricola, Ph.
citrophthora, Ph. cryptogea, Ph. drechsleri, Ph. fragariae, Ph. gonapodyides, Ph.
infestans, Ph. medicaginis, Ph. megasperma, Ph. nicotianae, Ph. palmivora y Ph.
syringae, y a otras posteriormente citadas como Ph. sojae, Ph. austrocedrae, Ph.
lacustris y Ph. multivora, se incorpora a Ph. taxon kelmania, identificada en este

estudio y se suprime a Ph. boehmeriae.

v De la revision de los antecedentes se observa que no se hallaron trabajos vinculados
al estudio del estado fitosanitario de los viveros de produccion de arboles y arbustos
en relacién a la presencia de Oomycetes fitopatdgenos, lo cual es priorizado en
muchos paises debido a que éstos pueden albergar especies potencialmente
peligrosos para los ecosistemas naturales, montes frutales, arboles y arbustos

ornamentales del espacio verde publico y privado.

v Se identificaron nuevas patologias y relaciones hospedante-patdégeno causadas por
especies de Pythium, de Phytophthora y de Phytopythium y se confirmo la presencia
de las asociaciones ya citadas previamente para la region. Fueron encontradas 41
relaciones hospedante-patdgeno, de las cuales 32 fueron citadas por primera vez en

la region y 30 en el pais.

v En el marco del presente estudio fueron caracterizadas e identificadas 18 especies de
Oomycetes fitopatdgenos, correspondiendo a 10 especies de Pythium (Pythium
aphanidermatum, P. cylindrosporum, P. dissotocum, P. graminicola, P.
intermedium, P. irregulare, P. spinosum, P. splendens, P. sylvaticum, P. ultimum
var. ultimum, P. ultimum var sporangiiferum), 2 Pythium sp. nov., 5 especies de
Phytophthora (Phytophthora capsici, Ph. cinnamomi, Ph. cryptogea, Ph. nicotianae,
Ph. taxon kelmania) y 1 Phytopythium (Phytopythium chamaehyphon) asociadas a

29 hospedantes pertenecientes a 24 familias botanicas.

v’ Las especies de Pythium provenientes de la prospeccion, de otras areas de interés y
de las colecciones, se encontraron asociadas a los siguientes hospedantes: P.

aphanidermatum-Euphorbia pulcherrima, Nicotiana tabacum y Spinacea oleracea;
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P. cylindrosporum-Eustoma grandiflorum; P. dissotocum-Nicotiana tabacum; P.
graminicola-Pennisetum clandestinum; P. intermedium-Impatiens x hawkerii y
Spathiphillum wallisii; Pythium irregulare-Primula obconica, Impatiens walleriana
y Scindapsus aureus; P. spinosum-Hebe sp.; P. splendens-Rhododendon indicum; P.
sylvaticum-Cyclamen persicum y Lavandula angustifolia; P. ultimum var. ultimum-
Actinidia deliciosa, Dianthus caryophillus, Gazania repens, Euphorbia pulcherima
y Ocimum basilicum y P. ultimum var. sporangiiferum-Polygala myrtifolia. Dos
nuevas especies de Pythium, con las que se comenzaron los estudios para llegar a su
descripcién, fueron halladas afectando Capsicum annuum Yy Schlumbergera

truncata.

v’ Para las especies de Phytophthora provenientes de la prospeccion, de otras areas de
interés y de las colecciones, las asociaciones halladas fueron: Ph. capsici- Capsicum
annuum; Ph. cinnamomi-Actinidia deliciosa, Casuarina cunninghamiana,
Vaccinium corymbosum, y Rhododendrom indicum; Ph. cryptogea-Gerbera
jamesonii; P. taxon kelmania-Gerbera jamesonii, Gypsophila paniculata y Actinidia
deliciosa; y Ph. nicotianae-Dieffenbachia picta, Catharanthus roseus, Primula
obconica, Chamelaucium uncinatum, Gypsophila paniculata, Schlumbergera

truncata y Hebe speciosa.

v" El género Phytopythium fue citado por primera vez en el pais.

v/ Fue comprobada la patogenicidad de todas las especies colectadas, aisladas y

descriptas en el area de estudio informada.

v" P. splendens, P. sylvaticum, P. cylindrosporum, Ph. taxon kelmania y Phytopythium
chamaehyphon fueron citadas por primera vez en Argentina, hallandose ademas dos

nuevas especies de Pythium.

v Es la primera cita en el mundo de P. cylindrosporum afectando Eustoma
grandiflorum y de P. sylvaticum a C. persicum y Lavandula angustifolia.
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v Dentro del género Pythium las especies P. aphanidermatum, P. dissotocum, P.
graminicola, P. intermedium y P. ultimum se comportaron como patégenos mas

agresivos.

v P. ultimum y Ph. nicotianae fueron las especies que presentaron mayor distribucion y

hospedantes afectados.

v' Ph. cryptogea, Ph. nicotianae y Ph. taxon kelmania ocasionan enfermedades

endémicas en cultivos para flor de corte producidos en las cercanias de La Plata.

v Ph. taxon kelmania fue aislada de plantas enfermas de gerbera, kiwi y gipsoéfila. La
asociacion Ph. taxon kelmania-gerbera es citada por primera vez en el pais, en tanto

que para kiwi y gipséfila se registran por primera vez a nivel mundial.

v El aislamiento de Ph. taxon kelmania de tres hospedantes diferentes en diferentes
afos, estaria sugiriendo que esta especie podria ser un habitante comun de los suelos

de la region platense.

v El amplio rango de hospedantes que presentan algunas de las especies identificadas
podria aumentar las posibilidades de diseminacion de estas enfermedades, bajo la

influencia de las condiciones ambientales.

v' De las especies identificadas, 16 fueron descriptas y caracterizadas en base a sus
caracteres culturales, morfologicos y biometricos (estructuras vegetativas y
estructuras reproductivas sexuales y asexuales), complementandose la identificacion
con estudios moleculares y de secuenciacion de la region ITS del ADNr y en

algunos casos con estudios filogenéticos.

v’ Para los géneros Pythium y Phytopythium, se aplicaron por primera vez las técnicas
moleculares y de secuenciacion de ITS y el uso del analisis de secuencias (BLAST y

Filogenia.

v’ Para especies de Phytophthora., si bien algunas de las relaciones huésped-patégeno

ya eran conocidas en el pais, se aplicé por primera vez la metodologia molecular
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para confirmar la identidad de los patogenos, obteniéndose las secuencias de los

aislamientos.

v' La aplicacion de técnicas moleculares permitié identificar la presencia de Ph. taxon
kelmania en la regién y discriminarla de Ph. cryptogea, la cual se creia era la Unica
especie causante de la Podredumbre de la corona de gerbera. Ademas permitid
diferenciar la presencia de otra especie, ain no identificada, mencionada como Ph.

aff. cryptogea, cuya identificacion requerira el uso de otros marcadores moleculares.

v' Pythium y Phytophthora son géneros muy cosmopolita, que afectan a casi todos los
cultivos, con 160 especies de Pythium y 140 de Phytophtora citadas en el mundo, es
de esperar la presencia de una mayor diversidad de patégenos aun no citados en el
pais, asi como, que las asociaciones con hospedantes susceptibles afectando los
cultivos del Cinturén verde La Plata-Buenos Aires, sean muy superiores a los

valores registrados.

v' La presente prospeccion y las identificaciones realizadas sobre las patologias
halladas en otros cultivos y sitios de interés, han significado un aporte al
conocimiento de la biodiversidad de la region en estudio y otras areas de interés y de
los sintomas de las enfermedades causadas por Pythium, Phytophthora y
Phytopythium.

v' La informacién detallada y ordenada de los antecedentes y los resultados del presente

estudio aportaran conocimientos precisos para apoyar el comercio internacional e

implementar medidas cuarentenarias por los organismos nacionales de control.
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