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CAPITULO |
RESUMEN

El "Ciprés de la Cordillera" [Austrocedrus chilensis (D.Don) Pic. Ser. et Bizzarri] es una
conifera nativa del Bosque Subantartico de Chile y Argentina, que pertenece a la familia
de las Cupreséaceas (subfamilia Callitroideae tribu Libocedreae ). Su area de distribucion
se encuentra a ambos lados de la Cordillera de los Andes, entre Neuquén y Chubut del
lado argentino. Desde un punto de vista econdmico reviste gran importancia por la
calidad de su madera, muy apreciada tanto para la construccion como para la fabricacion
de muebles. Mientras que ecolégicamente tiene un alto valor porque es una especie
capaz de formar bosques en la zona ecotonal y adentrarse en la estepa. Sin embargo,
esta importancia ecoldgica y socioeconémica se ve afectada, en gran parte, por una
enfermedad asociada a esta especie desde hace varios afios. La mortalidad, que se
observa en muchos lugares a lo largo del bosque de A. chilensis, ha sido denominada
“mal del ciprés” (MDC), y se identific6 a la especie Phythopthora austrocedri como
causante primario de la misma. El signo principal causado por P. austrocedri en arboles
naturalmente infectados es una lesion necrética que se extiende desde las raices
muertas hacia el tronco, pudiendo alcanzar hasta 1 metro de altura por encima del suelo.
La necrosis afecta al cambium, al floema y a la albura. Los cambios y alteraciones de los
tejidos de conduccién afectados por P. austrocedri en el ciprés de la cordillera, como asi
también el desarrollo del patégeno en dichos tejidos, son aspectos fundamentales para el
entendimiento de la histopatologia y fisiopatogenia de la enfermedad. En esta
investigacion, se seleccionaron arboles infectados naturalmente y se inocularon
artificialmente arboles jovenes con P. austrocedri para el estudio de los tejidos de
conduccion los cuales fueron analizados y descriptos con diferentes técnicas de
microscopia 6ptica (MO) y electrénica de barrido (MEB). Se analizaron y describieron las
alteraciones, dafios y/o deformaciones celulares y funcionales producidas por el
patébgeno, como asi también se relacionaron las alteraciones observadas con posibles
mecanismos de defensa y con la sintomatologia del MDC. Se determiné que el primer
tejido afectado por el patdgeno es el cambium vascular, con una necrosis general del
mismo que luego se extiende al floema y por ultimo afecta al xilema. La reprogramacion
de las células cambiales origina canales resiniferos traumaticos, bolsones de resina en el
floema, deformacién de radios y traqueidas, y produccién de trabéculas en elementos
conductores del xilema, como posible mecanismo de defensa inducido. Dentro de las
modificaciones quimicas se observé una mayor acumulacion de compuestos fenélicos en
células parenquimaticas y fibras del floema, y una translocacién y/o disminucién del
contenido de almidéon en los radios xilematico y células subsidiarias de los canales
resiniferos. La produccién de resina fungistatica de los canales resiniferos trauméaticos es
considerada también como una respuesta quimica del arbol frente al ataque del
patégeno. Por otra parte se registré6 el mecanismo de desarrollo de P. austrocedri en
ambos tejidos de conduccién. Los resultados alcanzados en el presente estudio
permitieron proponer el primer modelo histolégico de la afeccién y desarrollo de P.
austrocedri en los tejidos de conduccién del ciprés y relacionarlo con la sintomatologia de
la enfermedad. A pesar de ello, los mecanismos por los cuales se desencadenan estas
diferentes respuestas en los tejidos de conduccion frente al ataque fungico son adn
desconocidos. El modelo histolégico aqui planteado sera de gran utilidad para conocer y
comprender estos mecanismos de defensa, y los de resistencia natural frente a este
patégeno, y de esta forma avanzar en la formulacion de productos y metodologias
concretas para el control de la enfermedad.



SUMMARY

“Ciprés de la Cordillera" [Austrocedrus chilensis (D.Don) Pic. Ser. et Bizzarri] is a native
conifer of Subantartic forests of Argentina and Chile, and belongs to Cupresaceas family
(subfamily Callitroideae tribu Libocedreae). Its distribution area is located on both sides of
the Andean Cordillera, between Neuquén and Chubut provinces on the Argentinean side.
It is very important from the economical point of view due to its wood quality, which is very
appreciated for building proposes as well as for furniture manufacture. It has also a high
ecological value since this species can form forests in the ecotonal region going into the
steppe. However, the ecological as well as the socio-economical importance is being
affected, mostly because of a disease which affects this species since many years ago.
The mortality, which can be observed in many sites along A. chilensis forests, has been
named as “mal del ciprés” (MDC), and the pathogen Phythopthora austrocedri has been
identified as being the primary cause of the disease. The main sign caused by P.
austrocedri in naturally infected trees is a necrotic lesion extending from dead roots up to
the bole, and which may reach up to 1 meter high above the ground. Necrosis affects the
cambium, the phloem and the sapwood. Changes and alterations in conductive tissues
affected by P. austrocedri in ciprés de la cordillera, as well as the development of the
pathogen in such tissues constitute fundamental aspects to understand the histopathology
and fisiopathogeny of the disease. In this research, naturally infected trees and young
trees artificially inoculated by P. austrocedri, were selected in order to study conductive
tissues which were analyzed and described using different techniques of optical
microscopy (MO) and scanning electron microscopy (SEM). Alterations, damage and/or
cell deformation or functional changes produced by the pathogen were analyzed and
described, and the observed alterations were related with possible defense mechanisms
and with the MDC symptomatology. It was determined that the first tissue affected by the
pathogen is the vascular cambium, with a general necrosis which later extends to the
phloem and then affects the xylem. Reprogramation of cambial cells originates traumatic
resin canals, resin pockets in the phloem, ratio and tracheid deformation and trabeculae
production in conductive elements of the xylem, as a possible induced defense
mechanism. Among the chemical modifications, a greater accumulation of phenolic
compounds was observed in parenchymal cells and phloem fibers, as well as a
translocation and/or starch content decrease in xylematic ratios and subsidiary cells of the
resin canals. Fungistatic resin production of the traumatic resin canals is also considered
a chemical response of the tree against the pathogen attack. Besides, the mechanism by
which P. austrocedri develops in both conductive tissues was registered. The results
achieved in the present study allowed to propose the first histological model of the
affection and development of P. austrocedri in ciprés conductive tissues, and relate it to
the symptomatology of the disease. In spite of this, the mechanisms underlying the
different responses that are triggered in the conductive tissues by the fungal attack
remain unknown. The here proposed histological model will be very useful to unravel
these defense mechanisms as well as those related to the natural resistance against this
pathogen, which may lead to make progress in the formulation of specific products and
methodologies to control the disease.



Tabla de contenido

(@ 2 I U I SRS 5
RESUMEN ..ottt st e st e te st e besaeeneese e e e aessenresnenneens 5
SUMMARY .ottt s e sttt e e e s e saestesteesesseeseeseeneenseneeneesrenrenneas 6
(@7 I LU I I | TP 11
INTRODUGCCION........oueieieeeeeeeeteseeestessesses st tessssstssss st s ssssssesssssssensssansananes 11
(@2 I L I | S 23
OBJETIVO GENERAL.......oci ettt sttt nneene e 23
OBJETIVOS PARTICULARES ..ottt 23
O I ] 1 TSR 23
PREDICCION. ..ottt sttt sttt e e e ntesnenrenreenis 23
(@2 I LU I S 24
MATERIALES Y METODOS .....ooviiceieteeeeeeseeetseessisesses st sssestssessssssnsssanenenes 24
OBTENCION DE MUESTRAS ..o, 24
Arboles jovenes infectados artificialmente ..., 24
Arboles adultos enfermos naturalmente..........ccccoceeveeiie e, 26
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS EN LABORATORIO. .......ccccceevvuenee. 29
Para arboles jovenes inoculados artificialmente............cccccoeoeveececcecenee, 29
Para arboles adultos infectados naturalmente ..., 29
Técnicas para la Microscopia OPtiCa.......cccceverererererieerese e 30
Técnicas para los Analisis HiStoOQUIMICOS ........cccceovrireieneneneise e 31
Deteccion de alMmidln ...........covoeiiie e 31
DetecCiOn de fENOIES .......ccccce e 31
DeteCCiOn de tANINOS .......cccece et srearenneas 31
DetecCion de ligNINA........c.oceeiiee e 32
Técnica para Microscopia Electronica de Barrido (MEB)..........ccccccueeee. 32
CAPITULO V ettt ettt st sttt et e be st nne e 34
RESULTADOS ...ttt sttt sttt st st ne e ena e aesnentesnenns 34
NECROSIS DEL CAMBIUM Y DEL FLOEMA ... 35



Cambium y flOBM&a SANO ......oviieie e 35
Cambium y floema afectado..........cccoecuveiieicieiie e 36

FORMACION DE CANALES RESINIFEROS TRAUMATICOS Y

BOLSONES DE RESINA ...t e e e e e e e e aneaaaaans 42
ANALISIS HISTOQUIMICO ......oioitiecieeteectee ettt ettt ettt sne e 44
DeteCCiON de @lMITON ..ot e e e e e e e e eaaas 44
Deteccion de compuestos fENOIICOS........ccoeirireierineneree s 47
DEteCCION A TANINOS ....eeeeeeee ettt e e e e e e e e e eaeeeenaaans 52
Deteccion de lIgNiNa. ..., 55
MICROSCOPIA ELECRONICA DE BARRIDO (MEB) .....ccccvevveereeieennne 58
ALTERACIONES DEL XILEMA DE Austrocedrus chilensis AFECTADO POR
Phytophthora @uSIrOCEANT ......cocuveeie e e 62
FORMACION DE TRABECULAS ... ..ot ee e eaeen e 63
DEFORMACIONES DE RADIOS Y TRAQUEIDAS........cccooeeeee e 67
ANALISIS HISTOQUIMICO ...ttt e 69
DeteCCION A AIMIAON ...eoeee et e et e e e e e e e e eesseereeeeeeeeeessaaaans 69
Deteccion de compuestos fENOIICOS.........covcveieevecie e, 70
DEteCCION A TANINOS ....oeeeeeee ettt e e e e e e e e e e aaaeeneaan 70
DetecCiOn de lIGNINEA........ccovirieereree e 70
MICROSCOPIA ELECRONICA DE BARRIDO (MEB).....ccooueuveeeeeceeerenne. 72
MECANISMO DE DESARROLLO DE Phytophthora austrocedri DENTRO DEL
FLOEMA DE AUStrocedrus ChilENSIS........coveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 73
PRESENCIA DEL PATOGENQO EN EL FLOEMA .....oovooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 74
MECANISMO DE DESARROLLO DE Phytophthora austrocedri EN EL XILEMA
DE AUSIFOCEArUS ChILENSIS.....ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 85
PRESENCIA DEL PATOGENO EN EL XILEMA .....coo oo, 86
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO ..., 88
CAPTTULOD Vet et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeaaens 92
DISCUSION DE RESULTADOS ...t ee e eeeee e ees e enees e seeseenenanas 92
CAPTTULO VIt et et e et et eeseeeseeee st eeees e e eeeeseeaeeneneesaeenennens 105
CONCLUSIONES ... ettt e e e e e e e e e e e 105
CAPTTULO VL e et e e e e e e e e e e e e e e e e e 112
BIBLIOGRAFIA ...t e e e e et e e e e e e e e e e eaaeeeeeaaans 112



indice de figuras

Figura 1: Bosque de Austrocedrus chilensis, “Ciprés de la Cordillera”
Figura 2: Distribucion natural de Austrocedrus chilensis

Figura 3: Procedimiento de inoculacion de arboles jovenes

Figura 4: Ubicacién del bosque en estudio

Figura 5: Vista general del bosque en estudio

Figura 6: Extraccion de muestras en arboles adultos

Figura 7: Seleccion de muestras en &arboles jévenes inoculados
artificialmente
Figura 8: Seleccion de muestras en arboles adultos

Figura 9: Acondicionamiento de muestras para MEB

Figura 10: Seccién transversal de tallo de planta sana joven, sin tincion
Figura 11: Necrosis generalizada del cambium, sin tincién

Figura 12: Necrosis general del cambium y floema, sin tincién

Figura 13: Diferencia floema sano y afectado, tincion azul de algodon

Figura 14: Necrosis general del cambium y floema arboles adultos, tincién
azul de algodén
Figura 15: Formacion de canales resiniferos traumaticos en arboles

jévenes

Figura 16: Formacién de canales resiniferos traumaticos y bolsones de
resinas en arboles adultos
Figura 17: Deteccion de almidén en planta sana e inoculada

Figura 18: Acumulacion y pérdida de almidén en planta inoculada
Figura 19: Deteccion de fenoles en planta sana

Figura 20: Deteccion de fenoles en planta inoculada

Figura 21: Presencia de fenoles en fibras y células parenquimaticas
Figura 22: Deteccion de fenoles en &rboles adultos

Figura 23: Deteccion de taninos en planta sana e inoculada
Figura 24: Deteccion de taninos en planta inoculada

Figura 25: Deteccion de taninos en arboles adultos

Figura 26: Deteccién de lignina en planta sana e inoculada
Figura 27: Deteccién de lignina en floema de planta inoculada
Figura 28: Deteccion de lignina en arboles adultos

Figura 29: MEB necrosis del cambium en planta joven inoculada

Figura 30: MEB deformacién células del floema y cambium planta joven
inoculada

11
12
25
27
27
28
29

30
33
36
37
39
40

41
43

44

45
46
48
49
50
51
53
54
55
56
57
58
59
60



Figura 31: MEB formacion canales resiniferos trauméticos en planta
joven inoculada

Figura 32: Alineacion de trabéculas simples cortas y largas en lefio
tardio y temprano

Figura 33: Alineaciones de trabéculas simples largas en lefio tardio y
temprano
Figura 34: Alineaciones de trabéculas dobles, triples y en forma de placa

Figura 35: Deformaciones de radios y traqueidas
Figura 36: Deteccion de almidén en xilema
Figura 37: Deteccién de fenoles, compuestos tanicos y lignina en xilema

Figura 38: MEB formacion de canales resiniferos traumaticos en arboles
adultos
Figura 39: Hifas de P. austrocedri en células cribosas

Figura 40: Hifas de P. austrocedri en células parenquimaticas

Figura 41: Hifas y oosporas en canales resiniferos traumaticos
Figura 42: MEB ensanchamientos hifales y clamidospora

Figura 43: MEB hifas en tejido floematico

Figura 44: MEB avance de hifas por areas cribosas

Figura 45: MEB hifas en canales resiniferos trauméaticos

Figura 46: MEB detalle de hifas embebidas en resina

Figura 47: MEB formacion de “puentes” hifales en canales resiniferos

Figura 48: MEB desarrollo de hifas y ensanchamientos hifales en canales
resiniferos
Figura 49: P. austrocedri en el xilema

Figura 50: Desarrollo de hifas dentro de traqueidas
Figura 51: Formacién de “puentes” hifales entre puntuaciones areoladas

Figura 52: MEB paso de hifas a través del margo de la membrana de las
puntuaciones areoladas
Figura 53: MEB desarrollo de hifas en radios parenquimaticos

Figura 54: MO y MEB presencia de clamidospora

Figura 55: Modelo histolégico de afeccién de P. austrocedri
en el floema y xilema

Figura 56: Modelo de desarrollo y colonizacion de P. austrocedri

61

64

65

66
68
69
71
72

75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

86
87
88
89

90
91
107

110

10



CAPITULO Il
INTRODUCCION

El "Ciprés de la Cordillera" [Austrocedrus chilensis (D.Don) Pic. Ser. et Bizzarri] es
una conifera nativa del Bosque Subantartico de Chile y Argentina (Fig.1); que
pertenece a la familia de las Cupresaceas (subfamilia Callitroideae tribu
Libocedreae). Es una especie dioica cuyos polen y semillas se dispersan por el
viento (Pastorino et al. 2006). Es un arbol de gran porte, por lo general entre 20 y
25 m de altura, con tronco recto de 30 a 50 cm de diametro. Excepcionalmente
alcanza los 37 m de altura y 1,5 m de diametro. Tiene copa de forma piramidal,
compacta, con las ramillas dispuestas en un solo plano. El follaje es persistente,
con hojas pequefias escamiformes, dimorfas, provistas de bandas estomaticas.
Presenta conos coriaceos y pequefios, compuestos de dos pares de escamas
sublefiosas. Algunos ejemplares impresionan por la robustez del tronco

comparativamente con la copa (Erize, 1997).

Figura 1. Bosques de Austrocedrus chilensis, Ciprés de la Cordillera, zona cordillerana de la Patagonia
Argentina.

El &rea de distribucion del "Ciprés de la Cordillera " (Fig. 2) se encuentra a ambos
lados de la Cordillera de los Andes, y esta constituida por una serie de parches
boscosos de variadas dimensiones distribuidos en un amplio rango latitudinal. La
superficie que ocupan suma unas 141.000 ha en la Argentina y unas 47.157 ha en
Chile (CONAF, 2011). La apariciébn mas septentrional en la vertiente oriental, o del
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lado argentino, del Ciprés de la Cordillera ocurre al norte de la Provincia de
Neuquén, a los 37°7" LS y 73°36 W. El extremo austral de distribucion de la

especie se encuentra en la provincia de Chubut a 43°44” Sy 71°23’W (Pastorino

et al. 2006).
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Figura. 2. Distribucion natural de Austrocedrus

chilensis (Pastorino et al. 2006)

Las caracteristicas principales de la madera del Ciprés de la Cordillera en nuestro

pais han sido estudiadas por Tortorelli (1956),
macroscopicos como microscopicos. Sus recientes actualizaciones (Tortorelli,

en sus aspectos tanto

2009) describen la madera del ciprés con grano derecho, textura fina y

homogénea, albura blanco-crema, duramen castafio claro a castafio ocre, peso

especifico de 0,460kg/dm?, disefio floreado en seccién tangencial y rayado en

seccion radial; estas caracteristicas y sus propiedades tecnoldgicas (Martinuzzi,

2008) hacen del ciprés una madera muy preciada para sus variados Uus0S

(carpinteria, puertas, ventanas, pisos, tejuelas, tiranteria, revestimientos, muebles,

artesanias, postes, etc).
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Desde el punto de vista anatdmico, el tejido xilematico se caracteriza por tener
traqueidas y parénquima axial difuso escaso, campos de cruzamiento tipo
cupressoides con un promedio de 2 puntaciones por campo. El sistema de radios
parenquimaticos es uniseriado, homocelular y el nimero promedio de células de
alto por radio es 5, algunas células con depdsitos de contenidos coloreados (Diaz-
Vaz, 1985; Roig, 1992; Guerra et al. 1994). Ocasionalmente presenta trabéculas
en elementos conductores (Roig, 1992), lo cual se considera una caracteristica no
excluyente (Garcia et al. 2004). Las trabéculas son estructuras intracelulares que
atraviesan el lumen celular en direccion radial desde una pared tangencial a la
otra (Yumoto, 1984; Grosser, 1986; Richter et al. 2004). Se pueden encontrar dos
tipos basicos diferentes: 1) en forma de "varillas" (tipo varilla), y 2) en forma de
"placas" (tipo placa) (Grosser, 1986). A menudo se ven asociadas con
anormalidades estructurales y, por lo tanto, algunos autores sugirieron que no son
una caracteristica normal, sino mas bien el resultado de una perturbacion
causada al cambium (Raatz, 1892; Schneiders, 1938 citado por von-Midiller- Stoll,
1965; Keith, 1971).

El floema del ciprés presenta células cribosas, parénquima axial y radial, y fibras
dispuestas en filas tangenciales regulares. Cada fila de células de parénquima
axial tiene siempre a ambos lados una fila de las células cribosas. Estas filas
compuestas (células cribosas — parénquima - células cribosas) estan separadas
entre si por una fila de fibras. Este patron regular se mantiene en el floema que
conduce, pero se pierde gradualmente hacia el floema no conductor. Este ultimo
se caracteriza por un aumento del tamafo de las células del parénquima radial y
axial y por la presencia de canales resiniferos dispuestos en forma aislada. Los
compuestos tanico-resinosos marrones estan presentes principalmente en células
alargadas del parénquima axial, que aumentan hacia la periferia. Estos
compuestos permanecen en las capas del ritidoma (De Magistris y Castro, 2001;
Castro, 2009).

Desde un punto de vista econdmico, esta especie reviste gran importancia por la

calidad de su madera, muy apreciada tanto para la construcciébn como para la

fabricacion de muebles. Ecol6gicamente tiene un alto valor porque, al ser una
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especie capaz de formar bosques en la zona ecotonal y adentrarse en la estepa,
constituye una barrera contra la desertificacion y habitat para muchas especies.
La funcion ecoldgica y socioecondmica que poseen los bosques de Ciprés de la
Cordillera sobre la vertiente oriental de los Andes, asi como su alta plasticidad, le
otorgan a la especie un lugar preponderante entre las coniferas nativas de los
Bosques Subantarticos (Gallo et al. 2005)

Sin embargo, esta importancia ecoldgica y socioecondmica se ve afectada en

gran parte, por una enfermedad asociada a esta especie desde hace varios afos.

Niveles altos de mortalidad de A. chilensis fueron reportados en 1948 en Isla
Victoria (Pargue Nacional Nahuel Huapi). En 1953, un caso similar fue observado
en un bosque joven cercano a la localidad de Epuyén (Chubut) a unos 150 km de
distancia. Desde entonces, la mortalidad se ha observado en muchos lugares a lo
largo del bosque de A. chilensis y ha sido denominada “mal del ciprés” (MDC). La
sintomatologia observada en los bosques afectados presenta las siguientes
caracteristicas: decoloracion del follaje y posterior defoliacién, aunque ésta no
siempre es inmediata. Estos procesos se hacen més evidentes durante el verano,
estacion del afio de mayor sequia. La distribuciéon y el avance de la defoliacién
responden a diferentes patrones. EI mas caracteristico es el que ocurre en forma
centrifuga y acropeta, por lo que queda desnuda en primer término la porcion
basal de las ramas. También se observa resinacion y pudricién en los troncos;
ésta Ultima es originada en las raices (Havrylenko et al. 1989; Greslebin y
Hansen, 2010). Los arboles pueden morir rapidamente, en este caso el follaje
cambia de clorético al rojo; o lentamente, la clorosis es seguida por la defoliacion
progresiva que lleva a la muerte del arbol después de varios afios (Filip y Rosso,
1999).

Puesto que los sintomas comienzan en las raices, que la enfermedad se asocia a
sitios mal drenados (La Manna y Rajchenberg, 2004), y presenta una distribucién
en forma agregada (Rosso et al. 1994); se centrd la atencién en la accion posible
de un patdégeno pitiaceo. Asi, se identificé a la especie Phythopthora austrocedri
Gresl. & E.M. Hansen (sinbnimo Phytophthora austrocedrae) como causante

primario de la enfermedad. El signo principal causado por P. austrocedri en
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arboles naturalmente infectados es una lesion necrética que se extiende desde
las raices muertas hacia el tronco, pudiendo alcanzar hasta 1 metro de altura por
encima del suelo. La necrosis afecta al cambium, floema y superficialmente a la
albura. Las lesiones activas son marrones, brillantes y humedas y flexibles;
mientras que las inactivas son marron oscuro, secas Yy duras, dificil de
distinguirlas de la corteza (Greslebin y Hansen, 2010). La exudacion de resina se
asocia a menudo con lesiones de P. austrocedri. El flujo de la resina emerge
generalmente de un bolson de resina en el floema, cerca de la margen de una de

una lesion necradtica activa.

Varias especies de Phytophthora se han aislado de diferentes sitios afectados por
la enfermedad (Greslebin et al. 2005), pero solamente una, P. austrocedri, se ha
aislado de tejidos necroticos de las raices y del cuello de la raiz (Greslebin et al.
2007). La evidencia de bajos niveles de diversidad genética de P. austrocedri en
la Patagonia, junto con su agresividad y patron de progresion de la enfermedad,
sugieren que esta especie podria haberse introducido en la Argentina (Velez et al,
2013). En febrero de 2012 se confirmé la presencia de P. austrocedri infectando
Juniperus communis en Escocia (Green et al, 2015). Estudios preliminares indican
una alta susceptibilidad de Fitzroya cupressoides y Pilgerodendron uviferum a
este patogeno (Velez et al, 2014). A causa de su participacion potencial en la
etiologia del MDC, la patogenicidad de P. austrocedri en Austrocedurs chilensis
fue determinada, como asi también su presencia en bosques afectados por la
enfermedad (Greslebin y Hansen, 2010). Sin embargo, no existen estudios sobre
la histopatogenia de la enfermedad y sobre desarrollo del patégeno en los tejidos
de conduccién del arbol. El estudio de la accion del patégeno en el floema y en el
xilema, podria explicar algunas sintomatologias como la defoliacion y el exudado
de resinas y brindar informacion sobre como se muere el arbol y los posibles
mecanismos de defensa asociados a esta enfermedad de origen flngico
(Blanchette y Biggs 1992).

Existen algunos antecedentes de estudios relacionados a la histopatogenia de
enfermedades causadas por otras especies del género Phytophthora. Parke et al.
(2007), describen la presencia de P. ramorum en la albura de &rboles de encinas

del género Lithocarpus (L. densiflorus). En este caso, el patdégeno fue asociado

15



fuertemente a la decoloracion de la albura y una gran cantidad de hifas se
encontraron en los vasos del xilema, radios parenquimaticos y fibrotraqueidas.
Los estudios de inoculacion en el lefio indican que P. ramorum coloniza
rapidamente la albura desde el lugar del in6culo y se extiende tanto en sentido
radial como axial en este tejido. El crecimiento a través de los vasos (elementos
no vivos) proporciona al patdgeno una "autopista” para una rapida propagacion
vertical dentro del &rbol, facilitando el acceso a fuentes de alimentos, como las
células parenquimaticas vivas cercanas. También se detecté mayor abundancia
de tilosis en los &rboles infectados que en arboles no infectados y se observaron
clamidosporas consistentes con la descripcién de especies de P. ramorum en los
vasos del xilema. Los autores sugieren que el transporte de agua en los arboles
infectados se redujo por obstrucciones causadas por las hifas, clamidosporas,
tilides y probablemente embolias producidas en los vasos. La colonizacién del
xilema por P. ramorum redujo el transporte de agua en el fuste, lo que sugiere una

base fisiol6gica para la muerte repentina en esta especie de roble.

Oh y Hansen (2007) describieron la infeccion y colonizacién de Phytophthora
lateralis en Chamaecyparis lawsoniana, que ocasiona la muerte radical. En los
tallos, las hifas de P. lateralis crecen inter e intracelularmente en todas la células
del floema secundario excepto en las fibras, y se concentran en las células
parenquimaticas. Los cambios citol6gicos encontrados fueron ndcleos dafiados y
citoplasmas desintegrados. Estructuralmente observaron espesamientos de la
pared celular, células colapsadas, cuerpos secretores y depositos de cristales en
la pared celular. La infeccién de P. lateralis en los arboles de Chamaecyparis
lawsoniana, sigue caminos similares a los descritos para Phytophthora spp. en

otros especies arboreas.

Brown y Brasier (2007) demostraron que Phytophthora spp. pueden aislarse
regularmente del xilema decolorado que subyace a las lesiones del floema en los
tallos de una amplia gama de arboles afectados; contrastando con la opinion
comunmente sostenida de que las lesiones causadas por Phytophthora en el
vastago tienden a estar confinadas al floema y a las capas cambiales. Una

cuestién pendiente es si Phytophthora spp. penetran y colonizan los vasos de
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xilema lignificados o si la ocupacién del tejido del xilema se limita principalmente a
las células del parénquima vivo de los radios y a las células del parénquima axial.
La propagacién y penetracion de Phytophthora spp. en el xilema puede darle un
mayor potencial de supervivencia y la capacidad de romper y colonizar el floema

sano en otras partes del tronco.

En los estudios histolégicos en ramas de Rhodondendron sp. inoculadas con
Phytophthora ramorum (Pogoda y Werres, 2004) se detectaron hifas en todos los
tejidos excepto en el cambium, el floema primario y la epidermis. La mayoria de
las hifas estaban presentes en los vasos del xilema secundario y s6lo algunas en
el floema secundario. El crecimiento hifal fue inter e intracelular en la médula y el
parénquima cortical; mientras que en el resto de los tejidos crecieron
principalmente en forma intracelular. Los resultados de estos estudios histolégicos
mostraron también que P. ramorum desarrolla clamidosporas como esporas de

reposo en tallos de rododendro.

Por otra parte, estudios de Phythophtora cinnamomi comprobaron que invade
rapidamente el xilema y floema, a partir de una infeccion en éste ultimo tejido
tanto en Eucalyptus marginata como en Pinus radiata (Davison et al. 1994). La
invasion del patégeno en el xilema del eucalipto, quedé confinada a una banda
estrecha adyacente al cambium, mientras que en madera de pino la invasion en
sentido radial (radios parenquimaticos) fue mucho mas extensa. En los ensayos y
experimentos, la invasion del patégeno fue restringida por diferentes mecanismos
de respuesta como lo fueron para el caso del E. marginata, la formacion de
barreras de parénquima traumatico cercanas al cambium con acumulacién de
polifenoles, segregaciéon de kinos vy tilosis, entre otros. Para el caso del P. radiata,
las alteraciones encontradas responden a la no conduccion en sentido axial,

segregacion de resinas y la presencia de traqueidas con puntuaciones aspiradas.

En un estudio sobre el efecto del patbgeno P. austrocedri sobre la fisiologia de
Austrocedrus chilensis en plantas jovenes inoculadas artificialmente (Vélez et al.
2012), se encontr6 que las hifas eran abundantes en el parénquima radial del
xilema y en traqueidas. A partir de este hallazgo se postulé que el patégeno

accede a la albura a través de radios procedentes de los tejidos de la corteza, y
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que el bloqueo de las puntuaciones y del lumen de la tragueidas, junto con
abundante acumulacién de material resinoso en las mismas, causan la alteracién
de la conductibilidad hidraulica del tronco provocando la sintomatologia

caracteristica.

Ante la presencia de un patdgeno, las plantas ponen en marcha una serie de
mecanismos para resistir la infeccidén, controlar el crecimiento del patdgeno y
evitar el desarrollo de la patologia. En las coniferas las defensas contra insectos y
patdgenos pueden ser clasificadas como constitutivas o inducidas (Franceschi et
al. 2005). El sistema de defensa constitutivo incluye células y canales de
acumulacion de resina en el floema y xilema, células en el floema que almacenan
sustancias téxicas (por ejemplo, compuestos fendlicos) y propiedades mecanicas
de la corteza tales como capas de células suberizadas y lignificadas, células
pétreas y cristales de oxalato de calcio. El sistema de defensa inducido implica la
sintesis de novo o la activacién de una amplia gama de productos quimicos de
defensa, incluyendo terpenoides, fendlicos, proteinas PR (proteinas relacionadas
con la patogénesis) y enzimas. El sistema de defensa inducido puede actuar
contra una infeccién del momento (respuesta hipersensible y resistencia local) o
contra futuras infecciones o ataques (resistencia adquirida).Los mecanismos
inducidos de defensa, también llamados como resistencia adquirida, se activan
solamente como una respuesta al ataque de un patégeno (Collinge et al. 1994).
Es sabido que frente a la presencia de algun tipo de patégeno las plantas y
principalmente las especies lefiosas (arboles), generan algin mecanismo de
defensa. La activacion de esta defensa supone la existencia de mecanismos de
reconocimiento mediante los cuales la planta identifica la presencia del patégeno
(Madriz Ordefiafia, 2002). La aparicion de lesiones locales necréticas en el sitio
de la infeccién, son el resultado de una muerte celular programada o reaccion
hipersensible (HR). La reaccion hipersensible estd asociada a la expresion
simultdnea o paralela de otros mecanismos de defensa, incluyendo Ila
acumulacion de fitoalexinas, deposicion de lignina, fenoles, suberina y proteinas
ricas en hidroxiprolina; y con la produccion y acumulacién de altas cantidades de
proteinas PR, que se asocian con el fenomeno de resistencia sistémica adquirida
0 SAR (Ryals et al. 1996).
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Los patégenos de plantas pueden dividirse en tres clases en general, como
biétrofos, hemibiotrofos y necrétrofos. Muchas especies de Phytophthora son
patdogenos hemibiétrofos con una fase biotrofica inicial durante la infeccion
temprana seguido de una colonizacién necrotréfica en el tejido del hospedante.
Cuando los patégenos biétrofos invaden las células del hospedante desarrollan
estructuras intracelulares denominadas haustorios, a fin de facilitar la absorcion
de nutrientes a partir de la matriz extrahaustorial circundante. (Dodds et al. 2009,
Leborgne-Castel et al. 2010). Los haustorios no se observan siempre en todas las
interacciones (Oh & Hansen 2007, Jung et al. 2013), indicando que no todas las
especies de Phytophthora son hemibiotréficas. Los patégenos necrétrofos, se
nutren a partir de tejido muerto o que esta en proceso de necrosis. Producen
necrosis mediante la secrecion de fitotoxinas, elicitores o enzimas, los que inician
la lisis celular, facilitando el crecimiento y la reproduccion del patégeno (van Kan
2006). La respuesta de defensa contra necrétrofos suele ser regulada por la
activacion de la via del acido jasménico (JA)-etileno (Anderson et al. 2005,
Koorneef & Pieterse 2008).

Las respuestas de resistencia a Phytophthora pueden ser especificas de
hospedante o no, dependiendo de las especies. La resistencia especifica de
hospedante implica una respuesta rapida de defensa que incluye la respuesta
hipersensible (HR), la muerte celular localizada en el sitio de ingreso del patdgeno
y la subsecuente resistencia sistémica adquirida (SAR) asociada con la
acumulacion de acido salicilico (SA) y la expresion de genes dependientes de SA
(Glazebrook 2005, Anderson et al. 2005, Chisolm et al. 2006). Mientras que la
resistencia no especifica de hospedante involucra una primera linea de defensa
constituida por la pared celular y metabolitos antimicrobianos secundarios
denominados fitoanticipinas. Entre los componentes celulares, son de importancia
en la respuesta los compuestos fendlicos, la lignina y la calosa (Osbourn 2001,
Slusarenko & Schlaich 2003, Nurnberger & Lipka 2005, van Loon et al. 2006). Si
el patdbgeno supera esta primera linea se induce una respuesta de defensa en la
que se producen fitoalexinas y especies reactivas del oxigeno, se activan
multiples cascadas de sefalizacibn y se expresan numerosos genes de
resistencia (Mysore & Riu 2004). A pesar de las diferencias, existen similitudes

entre los dos tipos de resistencia, en ambos casos se observa HR, asi como la
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deposicion de calosa, lignina, la produccion de peréxido de hidrogeno y SAR
(Mysore & Riu 2004).

En estudios previos realizados se observé que P. austrocedri desencadena una
respuesta de tipo hipersensible en hoja de A. chilensis, lejos del sitio de
inoculacién en tallo, aunque el mecanismo por el que la desencadena es
desconocido (Vélez et al. 2012). Estudios recientes evidenciaron un perfil de
componentes de resina diferencial en arboles afectados, con diterpenos que se
inducen en situacion de enfermedad (Olate et al. 2015). Ademas, en los estudios
histoldgicos de floema de arboles enfermos se observé formacion de canales
resiniferos traumaticos, un fenémeno que ha sido relacionado a la activacion de la
via JA-etileno en coniferas (Martin et al. 2002, Hudgins et al. 2004, Krokene et al.
2008, Troncoso et al. 2014). Esta via también esta involucrada en la induccion de
sintesis de terpenoides de la resina (Martin et al. 2002). Por otra parte, en
estudios acerca de la utilidad de fungicidas sistémicos como controladores de la
enfermedad, se encontré que el fungicida Fosetyl-Al fue efectivo en el control de
la enfermedad en plantas de vivero aplicado en el suelo y en arboles adultos a
campo aplicado mediante inyeccion. Las evidencias indicaron que el mecanismo
de proteccion del Fosetyl-Al contra el patdgeno, ademas de un efecto fungistatico
sobre P. austrocedri, implicaria la induccion de una respuesta sistémica adquirida

en la planta, aunque el mecanismo no ha sido elucidado (Silva et al. 2015).

Existe evidencia que indica que la produccién de etileno inducida por el acido
jasmonico es responsable de la reprogramacion de la zona cambial para la
formacion de canales resiniferos traumaticos (Hudgins y Franceschi, 2004;
Hudgins et al. 2004). Ademas, los canales traumaticos pueden impartir resistencia
adquirida a un posterior ataque (Christiansen et al. 1999; Krokene et al. 2003), a
través de cambios en los componentes de terpenoides o por la adicion de
compuestos fendlicos, lo que vuelve a la resina mas téxica (Nagy et al. 2000;
Olate et al. 2015).

Uno de los mecanismos de defensa mas evidentes es la produccion y deposicion
de sustancias que actian como barreras fisicas evitando el avance de patdégenos.

Nagy et al. (2000), en sus trabajos en Pinaceae, observdé una reaccion
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hipersensible caracterizada por la muerte celular local y el aumento de células del
parénquima axial ricas en polifenoles; ademas de células de radios y traqueidas
deformadas. Estas caracteristicas anatomicas son una respuesta en el sitio
dafiado, conformando una “zona de barrera” para proteger las nuevas células. Las
zonas de barrera deben ser consideradas cuando se estudia la etiologia del
desarrollo de sintomas en el caso de enfermedades vasculares (Tippett y Shigo,
1981). También la formacion de canales resiniferos trauméticos en varias
coniferas es inducida por el dafio o por el atague de patdgenos en el tronco,
ubicandose por encima o debajo de dicho sitio (Ito, 1998; Franceschi et al. 2000;
Nagy et al. 2000; Hudgins y Franceschi, 2004; Hudgins et al. 2004; Krekling et al.
2004). Estos canales se disponen por lo general en series tangenciales de una o
dos filas dentro de un anillo anual del xilema (Thomson y Sifton 1926; Bannan,
1936).

Se ha sefialado que la acumulacién de fenoles cercana al sitio de penetracion es
una evidencia del desencadenamiento de la respuesta defensiva en las plantas y
se ha descripto como uno de los eventos moleculares mas importantes del
proceso defensivo ante el ataque por patdgenos (Walters et al. 2005). Ademas,
los compuestos fendlicos se inducen en la mayoria de los tejidos vegetales como
respuesta de defensa en la interaccion con el patégeno vy, al igual que la lignina,
son toxicos para los patdgenos (Basha et al. 2006), y su polimerizacién hace a la
pared celular mas gruesa y fuerte (Ferreira et al. 2007). Existen antecedentes que
vinculan, como sistema de defensa inducido, la formacién y acumulacién de

compuestos fendlicos.

Se ha observado que se produce un aumento en las concentraciones de
compuestos secundarios (especialmente fendlicos), en los margenes de la lesion
de muchas especies de arboles lefiosos, y generalmente se considera que estan
implicadas en la proteccion contra plagas y enfermedades (Hart y Hillis, 1974;
Woodward y Pearce, 1988; Evensen et al. 2000, Viiri et al. 2001, Eyles et al. 2003,
Bonello y Blodgett, 2003, Blodgett et al. 2007). Ockels et al. (2007) en sus
resultados de bioensayo confirmaron la toxicidad del tirosol contra Phytophthora
spp., incluyendo P. ramorum; e indican que el acido galico también tiene actividad

antimicrobiana siendo posible que ambos compuestos tengan actividad sinérgica.
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Smith et al. (2007) mediante la aplicacion de técnicas de histoquimica indicaron
gue en lesiones de plantas de Eucalyptus globulus (susceptible) y Eucalyptus
nitens (resistente) infectadas naturalmente con Mycosphaerella spp., ocurrieron
deposiciones de lignina en las paredes celulares, las cuales se incrementaron a
medida que evolucionaron los sintomas y fueron mayores en el genotipo
resistente. Se ha demostrado en otros patosistemas, que después que ocurre la
infeccion por parte del patdgeno, la planta responde rapidamente mediante la
acumulacion de fitoalexinas en el sitio de penetracion y produce lignina y otros
productos con el fin de frenar su expansion. Esto evidencia el papel de la
lignificacion de las células en el incremento de la resistencia en la planta frente al
ataque fungico (Ferreira et al. 2007). Otras defensas constitutivas e inducibles en
la corteza de coniferas que involucran polifenoles, son las células del parénquima
polifendlicas, denominadas “células PP” (Krekling et al. 2000); que juegan un
papel destacado en la defensa contra patdgenos necrotréficos. Aparte de sus
compuestos fendlicos almacenados, las células PP muestran durante el ataque,
un aumento sustancial tanto en la cantidad de células como en sus contenidos
fendlicos (Franceschi et al. 1998, 2000; Evensen et al. 2000; Nagy et al. 2000,
2004; Krekling et al. 2004).

La falta de estudios especificos sobre los cambios y alteraciones de los tejidos de
conduccion afectados por P. austrocedri en el ciprés de la cordillera, como asi
también el desarrollo del patégeno en dichos tejidos, son aspectos fundamentales

para el entendimiento de la histopatologia de la enfermedad.

El presente trabajo estudia los tejidos de conduccion afectados por P. austrocedri,
analiza y describe las alteraciones, dafios y/o malformaciones estructurales y
funcionales producidas por el patégeno, como asi también relaciona las
alteraciones observadas con posibles mecanismos de defensa y con la

sintomatologia del “Mal del Ciprés”.
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CAPITULO IlI
OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento del mecanismo de accion de Phytophthora austrocedri

en la patologia del ciprés de la cordillera y de la respuesta defensiva del arbol.

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Estudiar y describir los tejidos de conduccion afectados por P. austrocedri.

b) Analizar y describir las alteraciones, dafios y/o malformaciones estructurales y

funcionales producidas por el patdégeno.

c) Relacionar las alteraciones observadas con la sintomatologia del “Mal del

Ciprés” y con posibles respuestas defensivas

HIPOTESIS

1) Lainfeccion y colonizacién de los tejidos de conduccion del hospedante por
parte del patégeno Phytophthora, genera alteraciones debidas a la accion

del patdgeno y a la respuesta del hospedante

2) El estudio de los tejidos de conduccion afectados permite determinar la
forma de accién del patégeno e inferir los mecanismos de respuesta del

hospedante

PREDICCION

El estudio de los tejidos de conduccion de A. chilensis afectados por P.
austrocedri evidenciara las alteraciones producidas por el patdgeno y por la

respuesta del arbol, permitiendo inferir los mecanismos involucrados.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE MUESTRAS

Arboles jovenes infectados artificialmente

Se seleccionaron seis (6) plantas de entre 8 y 12 afios de edad, producidas por el
vivero de la Unidad de Propagacion Vegetal del Instituto de Biotecnologia Esquel
(INBIES) de la Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco para ser
inoculadas artificialmente con P. austrocedri y estudiar el desarrollo de la lesion

en el tallo. Para inocular los tallos se utilizé la cepa Phy-271, obtenida a partir de
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una lesion necrotica en arbol de ciprés adulto de un rodal afectado en la localidad
de Corcovado (Chubut). La cepa se cultivd en medio multivitaminico V8
(Greslebin et al 2007). Se removié asépticamente una porcion de corteza y se
colocé un disco de agar con micelio obtenido del margen de crecimiento activo de
la colonia. Se cubrié la zona con la corteza removida, con film plastico y papel de
aluminio (Fig.3a-c). EI mismo tratamiento se realizdé sobre el control que recibid

discos sin infectar.

Figura 3. Procedimiento de inoculacion en arboles jovenes de Austrocedrus chilensis de 8 afios con
Phythaphthora austrocedri. (a) Colocacion de disco de agar con micelio de P oustrocedri, aislamiento 271.
(b) v (¢) Proteccidn y acondicionamiento de la zona inoculada, con recubrimiento de papel aluminio y film
plastico.

Las plantas se mantuvieron en condiciones ambientales naturales (al exterior) por
el término de 2 meses. Al finalizar el ensayo se removieron porciones de corteza a
distancias regulares desde el punto de inoculacién hasta encontrar una zona
sana. Se extrajo completamente la porcion de tallo que contenia la lesion y la
porcion sana adyacente al margen de la misma.

En todas las muestras se determind la presencia/ausencia de P. austrocedri
mediante aislamiento en medio selectivo PAR (Greslebin et al. 2007) y/o inmuno
ensayo ELISA (DAS ELISA, ADGIA Inc.)

Para los controles de plantas jovenes sanas, se seleccionaron 3 ejemplares entre

3 a 5 afios de edad, producidos también por el vivero de la Unidad de
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Propagacion Vegetal del Instituto de Biotecnologia Esquel (INBIES) de la
Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco.

Arboles adultos enfermos naturalmente

La seleccién de arboles adultos se llevo a cabo en un bosque ubicado en el “Valle
16 de Octubre”, en la provincia de Chubut, Argentina; donde la enfermedad esta
ampliamente distribuida (Fig. 4). Este valle incluye areas protegidas (Parque
Nacional Los Alerces), como asi también chacras y tierras con actividad de
manejo forestal y ganaderia. No existen datos fiables sobre cuando y donde
comenzo la enfermedad. Sin embargo, las comunicaciones personales con los
habitantes locales sugieren que podria haber comenzado en la década de 1960
(La Manna et al. 2013).

Este bosque en estudio esta ubicado aproximadamente en los 43° 10’ Sy 71° 42’
O, a unos 50 km del limite austral de distribucién del ciprés de la cordillera en
Argentina. Como es habitual, la enfermedad se manifiesta como manchones de
mortandad, incluyendo en ocasiones algun ciprés asintomético (Fig. 5).

Se seleccionaron seis (6) arboles que presentaban algun tipo de sintomatologia
de la enfermedad como por ejemplo, cambio de coloracién del follaje, gotas y
escurrimientos de resinas sobre la corteza, ramas secas, entre otras. También se
seleccionaron individuos sin sintomatologia externa de la enfermedad pero que se
encontraban infectados. Para ello se observdé por debajo de la corteza la

presencia de lesiones necréticas en el floema.
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Figura 4. Distribucidn de los bosques de Austrocedrus chilensis sintoméaticos (en negro) y asintoméaticos (en
blanco) en el valle 16 de Octubre. La linea de color negro indica el limite del Parque Nacional Los Alerces,
ovalo negro el bosque en estudio (Extractado de La Manna et al. 2013).

Figura 5. Vista general del bosque en estudio. Se puede observar la presencia de arboles enfermos con
diferentes grados de severidad de la enfermedad: cambio de coloracion de follaje, completamente
defoliados y arboles muertos en pie.
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De cada arbol, y desde la base del tronco, se tomaron muestras en forma de cufia
directamente asociadas a las lesiones necroticas del floema, a tres diferentes
alturas del fuste que correspondieron a la zona de avance, parte media y zona
mas antigua de la lesion (Fig. 6a). Estas tareas de campo se desarrollaron
durante los meses de septiembre 2012 y noviembre 2013.

Para evitar confusiones posteriores debido a los cambios de coloracion
producidos por la oxidacion de los tejidos, en el campo y de manera inmediata a
la extraccion, se delimitaron las zonas lesionadas y sanas en las cufias obtenidas.
Sobre este material se obtuvieron las muestras para los estudios anatémicos (Fig.
6b).

Como control sano, se tomaron muestras de los tejidos de conduccién de arboles
en un bosque sano de ciprés ubicado en el limite sur de la distribucion de la
especie (a 17,5 km hacia el sur de la localidad de Corcovado). Se extrajeron
cufas de similares caracteristicas a las obtenidas para arboles enfermos,

obteniendo una cufia por arbol.

Zona medi

¥ Zona mas
antigua

Figura 6. Extraccidn de cufias de maderas (floema y xilema) asociado a lesiones necrdticas del floema en
arboles adultos de Austrocedrus chilensis de 30cm de didametro, infectados naturalmente con
Phythophthoro austrocedri. (a) Secuencia de muestras desde la zona mas antigua de la lesion en el fuste
(bajo), parte media y avance (limite de la lesion). {b) Muestra obtenida a campo indicando las zonas sanasy
de lesion, sobre este material se obtuvieron las muestras para los cortes anatomicos.
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PROCESAMIENTO DE MUESTRAS EN LABORATORIO

Para arboles jovenes inoculados artificialmente

Luego de 60 dias de la inoculacion de las plantas jovenes, y sobre la porcion de
tallo que contenia la lesion y hacia el dpice del mismo se realizaron los cortes
anatomicos para microscopia 6ptica (campo claro y de fluorescencia) y para los
analisis histoquimicos. La otra porcion de tallo (desde la inoculacion hacia abajo)
se reservo para realizar los ensayos en microscopia electronica de barrido (MEB).
Los cortes microscOpicos de 10 um de grosor en secciones transversales y
radiales se obtuvieron de la zona de avance, media e inicio (in6culo) de la lesién
(Fig. 7). Se elaboraron y analizaron 300 preparados en microscopio 6ptico y

analisis histoquimico.

Figura 7. Procedimiento seleccion de muestras para microscopia dptica y MEB de arboles jévenes
inoculados  artificialmente. (a) Planta joven de Austrocedrus chilensis de 8 afos inoculadas con
Phythophthora austrocedri. MO= area de muestra para microscopia optica, epiflurescencia y analisis
histoquimico. MEB= area de muestra para microscopia electronica.

Para arboles adultos infectados naturalmente

A partir de las cufias extraidas a campo de los arboles adultos, se seleccionaron
en laboratorio las muestras para la obtencion de cortes microscépicos. Sobre la
parte central de la lesiébn, se marcaron dos cubos de aproximadamente de 1 cm
de ancho por 2 cm de largo dentro de la zona de la lesiébn abarcando ambos
tejidos de conduccion (xilema y floema) (Fig. 8). Uno de los cubos de madera se
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utilizé para los preparados de microscopia Optica y el otro para la microscopia
electrénica de barrido (MEB).

Figura 8. Cufia de floema y xilema extraida de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30cm de didmetro
infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, indicando sobre la parte central de la zona
lesionada las areas seleccionadas para los estudios anatomicos. Se marcaron 2 cubos de aproximadamente
1cm de ancho por 2 cm de largo abarcando ambos tejidos de conduccion (floema y xilema). MEB=area de
muestra para microscopia electrdnica de barrido; MO=area de muestra para microscopia dptica.

Para cada una de las técnicas de microscopia Optica desarrolladas se elaboraron
varios preparados, que fueron posteriormente seleccionados, quedando diez (10)
preparados microscopicos de cada seccion del lefio y de cada muestra, sumando
un total de 540. Las observaciones fueron realizadas en microscopio 6ptico Leica
DM500. Las microfotografias se obtuvieron mediante camara digital Canon EOS
Rebel T3i.

Técnicas para la Microscopia Optica

Los cortes microscépicos (10 um de grosor) en todas las secciones (radial,
tangencial y transversal) se efectuaron mediante xilé6tomo Leica Hn 40, con
cuchillas descartables Patho curtter 1l (35°, 80 mm). Para el montaje de los
preparados se utilizaron 3 técnicas distintas de histologia vegetal:

1) Coloracion combinada sucesiva doble: safranina-fast-green, aplicando técnicas

convencionales (D"Ambrogio, 1986) con las siguientes modificaciones en los
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tiempos de deshidratacion y de tinciones: las muestras se decoloraron en
hipoclorito de sodio durante 3 min y luego fueron lavadas tres veces con agua
destilada. Luego se inici6 el proceso de deshidratacion en alcohol etilico 60 %
durante 5 min, posteriormente se tifieron en solucion saturada de safranina en
alcohol etilico 80 %. Paso siguiente se continué con una deshidratacién en alcohol
96 % durante 5 min y se tifieron en fast-green durante 10 s; inmediatamente se
pasaron a alcohol etilico absoluto (100 %) y se dejaron durante 10 s para
finalmente terminar la deshidratacion con xileno. Los cortes fueron montados con
acrilico incoloro y secados durante 24 h a temperatura ambiente.

2) Coloracién en azul de algododn. La técnica se puede resumir de la siguiente
manera: a) decoloracion con peroxido de hidrégeno solucién al 30% durante 1,30
h, b) enjuague con agua destilada 3 a 4 veces, c) coloracion con azul de algodon
24 h, d) enjuague con agua destilada 3 a 4 veces, €) montaje en lactoglicerol.

3) Sin coloracion, montaje en agua.

Técnicas para los Analisis Histoquimicos

Los analisis histoquimicos realizados fueron los siguientes:

Deteccion de almidon

Se emple6é lugol para contrastar lignina (amarillo) de carbohidratos no
estructurales (negro azulado) (Rivera et al. 1999).

Deteccidén de fenoles
Se empled Azul de toluidina para contrastar lignina y polifenoles (verde turquesa),

carbohidratos (color lila) y aceites (sin color), (Rivera et al. 1999).

Deteccion de taninos
Para la deteccion y localizacion de taninos condensados se empled la técnica de

vainillina-HCI (soluciéon saturada de vainillina en etanol al 95 %), se cubrieron
secciones frescas durante 5 minutos y se montaron con una gota de HCl 9 N

(naranja rojizo) (Rivera et al. 1999).
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Deteccidn de lignina
Se realizdé segun metodologia descripta por Mauch-Mani y Slusarenko (1996). Los

cortes de tallos fueron colocados en una solucion de floroglucinol 1 % en etanol
70 % durante toda la noche en oscuridad. Luego fueron colocados en
portaobjetos y se agregé una gota de HCI concentrado y se incub6 por 5 min. Se
quit6 el exceso de acido y se mont6 en agua. Los cortes se inspeccionaron dentro
de los 20 min en microscopio Optico. La presencia de lignina se visualiza como

una tincién de color rojiza/purpura.

Técnica para Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

De los cubos de madera de arboles adultos destinados para MEB y de las plantas
jovenes (inoculadas y sanas), se realizaron cortes microscopicos (10 um) en las
secciones longitudinal radial y transversal, mediante xil6tomo. Luego fueron
colocados entre portaobjetos para su secado, sin ejercer presion adicional al peso
del vidrio superior.

Por otra parte, se obtuvieron preparados utilizando el método de splitting
(fractura): corte por separacion mecanica manual sobre seccion longitudinal
radial. Para este ultimo método, previamente el cubo de madera fue secado a 70
°C en estufa durante una semana. Las muestras obtenidas por splitting se
limpiaron para eliminar impurezas y el tejido desgarrado con ayuda de lupa
binocular, pinzas y aire comprimido (Fig. 9a). Posteriormente, fueron montadas en
los stubs mediante una cinta conductora de doble faz para su posterior
metalizacion en oro. Esto se realizé en equipo marca Denton Vacuum Mod. Desk
IV y bajo las siguientes condiciones: 34 mA, 39 mTorr, 90% potencia y 60 seg.
Una vez metalizadas las muestras, se colocaron en el porta stub y se introdujeron

en la camara del microscopio (Fig. 9b).
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Figura 9. Acondicionamiento de muestras para MEB, en el Laboratorio de Microscopia Electronica de
Barrido y Microanalisis (MEByM) CONICET-Mendoza. (a) Seleccidn y limpieza de las muestras obtenidas por
splitting. (b) Muestras de cortes anatomicos y obtenidos por splitting en la camara del microscopio
electronico (imagen de luz).

Se trabajé con microscopio marca LEOL, modelo: JSM 6610 LV, modo de
observacion alto vacio, con detector de electrones secundarios. Los parametros
de trabajo del equipo fueron: tensién (entre 5 a 25 kV), distancia de trabajo
(WD=entre 10 a 19mm), basados en el tipo de muestra a observar (biolégica). El
procesamiento y obtencidn de las micrografias fueron realizados en el Laboratorio
de Microscopia Electrénica de Barrido y Microanalisis (MEByM) del Instituto
Argentino de Nivologia, Glaciologia y Ciencias Ambientales (IANIGLA) CONICET-
Mendoza.
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CAPITULO V
RESULTADOS

ALTERACIONESDEL CAMBIUM VASCULAR Y DEL
FLOEM A DE Austrocedrus chilensisAFECTADO POR
Phytophthora austrocedri




NECROSIS DEL CAMBIUM Y DEL FLOEMA

Cambium y floema sano

Las caracteristicas del cambium y del floema observadas en ejemplares sanos,
tanto adultos como jévenes, coincidieron en lo general con las descriptas por
otros autores para el ciprés de la cordillera (De Magistris, et al. 2001; Castro, M.A;
2009). Por lo tanto en los resultados se detallan solamente aquellos aspectos
relevantes para su comparacion con los tejidos afectados.

El floema sano de ciprés de la cordillera, tanto en arboles adultos como en
arboles jovenes, evidencio la presencia de células cribosas, parénquima axial y
radial, y fibras dispuestas en filas tangenciales regulares. Cada fila de células del
parénquima axial siempre tuvo una fila de células cribosas en cada lado. Este
ordenamiento compuesto por célula cribosa - célula parenquimatica - célula
cribosa, estuvo separado por una hilera de fibras (Fig. 10c). Este patron regular
(fibra - célula cribosa - célula parenquimética - célula cribosa - fibra) se mantuvo
en el floema activo pero se perdié gradualmente hacia el floema inactivo. Este
altimo se caracterizé por un aumento del tamafio de las células del parénquima
radial y axial y por la presencia de canales resiniferos (Fig. 10b,d). Los radios
parenquimaticos eran rectos en el floema activo, y sinuosos y expandidos
tangencialmente hacia floema inactivo. Las filas de fibras se volvian
desorganizadas y discontinuas. Presentaba conductos de resina axial aislados,
con células epiteliales y una vaina de parénquima exterior (llamadas también
células subsidiarias). En la zona exterior al floema inactivo (peridermis), los
conductos de resinas eran mas elipticos. En el floema activo las células cribosas
eran cuadradas a rectangulares en seccidn transversal, con vértices ligeramente
redondeados, comprimidas radialmente por las células del parénquima axial. Las
células del parénquima axial eran de forma de circular a rectangular y alargadas
en seccion transversal (Fig. 10c).

Las fibras en seccidon transversal eran cuadradas a rectangulares, radialmente
aplanadas y dispuestas en filas tangenciales continuas. Se observaron dos tipos
de fibras: a) fibras de paredes gruesas lignificadas, con lumen pequefio, y b)
fiboras inmaduras de paredes delgadas no lignificadas. Estas ultimas
principalmente en la zona de floema activo. (Fig. 10a,c). EI cambium vascular
compuesto por una delgada capa tangencial de 3 a 6 células de ancho en seccién

transversal, presentaba células de forma rectangular, con paredes delgadas.
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Figura 10. Seccion transversal del tallo de planta sana de Austrocedrus chilensis de 8 anos de edad , sin
tincion (montaje en agua). (a) Estructura y disposicion de los tejidos de conduccion sanos de ciprés de la
cordillera. (b) Vista general donde se observa el cambium vascular en color amarillento hialino, sin necrosis,
colapsos ni deformaciones y con un ancho uniformemente distribuido en toda su extension. Los canales
resiniferos normales en el floema son circulares y luego se vuelven de forma eliptica en el ritidoma (R). ()
Detalle de floema activo sano: ordenamiento compuesto por célula cribosa (CC)-célula parenquimatica
{CP)-célula cribosa (CC); separado por una hilera de fibras (F). Las células cribosas son de forma
redondeadas a rectangulares al igual que las parenguimaticas, turgentes y con contenidos citoplasmatico.
Filas tangenciales contindas de fibras, con paredes hialinas y limenes reducidos. (d) Canales resiniferos
normales dispuestos en forma aislada en el floema inactivo. X=xilema; C=cambium; FA=floema activo;
FiI=floema inactivo; CC=células cribosas; CP=células del parénquima axial; F=fibras.

Cambium y floema afectado

En los ensayos con plantas jovenes, luego de 60 dias de haber sido inoculadas
artificialmente, en la zona de avance de la lesibn se evidencidé al microscopio
Optico una necrosis generalizada en el cambium vascular. (Fig. 11a,d).
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Esta necrosis estaba caracterizada por una coloracion marrén y disminuciéon del
grosor de dicho tejido debido al colapso de las células, y por una malformacién
celular tanto hacia la zona del floema como del xilema. (Fig. 11la y 11b).
Comparando con el tallo sano, éste presenta la zona del cambium vascular en
color amarillento, sin colapso celular, sin necrosis ni angostamiento de los tejidos
de conduccién (Fig 11c).
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Figura 11. Seccion transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afios de edad , inoculada
con Phythophthora austrocedri montaje  en agua: (a) Necrosis generalizada del cambium vascular,
caracterizada por su color marron, se observa micelio sobre la zona de inoculacidn. (b) Vista general del
avance de la lesion, obsérvese la necrosis que se inicia en el cambium vascular y que luego se extiende
hacia las primeras células del floema . (¢) Detalle del cambium sano, con células de paredes amarillo
hialina, rectangulares y turgentes. (d) Detalle del cambium afectado mostrando las paredes celulares
necrosadas de color marrén y deformadas . También se observa el inicio de la necrosis sobre el tejido
floematico, con un frente uniforme delimitado por los radios parenguimaticos (Rd). (e) En la zona de avance
de lesion, se muestra la zona de transicion (ZT) entre la zona lesionada (ZL) completamente de color marron
por la necrosis y la zona sana (Z5) sin coloracidn. Mi=micelio; CN=cambium necrosado; CS=cambium sano;
F=floema ; X=xilema; Rd=radios parenquimaticos; ZL=zona lesionada; ZT=zona de transicion; Z5=zona sana
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El floema afectado por P. austrocedri en la zona de avance de la lesion
presentaba un tinte completamente marrén, en contraste con la zona sana cuya
tonalidad era amarillento-ocre (Fig. 11e, 12a). Las primeras células perjudicadas
fueron las del parénquima axial que habian perdido sus contenidos y se veian
completamente necrosadas, colapsadas, con las paredes deformadas y de color
marron (Fig. 11b). En conjunto, las células del parénquima axial colapsadas
formaban una “banda engrosada de necrosis continua” dispuesta tangencialmente
entre las células cribosas (Fig. 12d). También se veia afectado el parénquima
radial, donde las células constitutivas de los radios parenquimaticos se
presentaban deformadas, colapsadas y con el color castafio oscuro caracteristico
de las células necrosadas. (Fig. 12d).

Las células cribosas se presentaron sin contenidos celulares y con un cambio de
su forma que, de ser cuadrada a rectangular en seccion transversal en el floema
no afectado, pasé a ser mas redondeada u oval en el afectado, ya que dejaron de
estar comprimidas radialmente por las células del parénquima axial debido a la
necrosis de éstas Ultimas. Los radios parenquimaticos en la zona lesionada del
floema activo se presentaban deformados y sinuosos, con células de tamafio
heterogéneo y mayor que el de las células sanas. Estos radios estaban
necrosados Yy llegaban incluso a colapsar. Las fibras presentaban cambios en su
coloracion, torndndose mas oscuras, con ciertos tintes de coloracion marron en
sus paredes (Fig. 12d).

Estas alteraciones daban origen a una disminucién del espesor del tejido
floematico y a una compresion y deformacién de todos sus elementos. El patrén
regular (fibra-célula cribosa-célula parenquimatica-célula cribosa-fibra) que
presentaba el floema sano, pasé a observarse de la siguiente manera: fibra-célula
cribosa “vacia”- “banda engrosada de necrosis continua” (por muerte y colapso de
las células parenquimaticas)-célula cribosa “vacia” -fibra) (Fig. 12d). Ademas, las
células del cambium también colapsaron y esto se observé como un
angostamiento del cambium vascular en la zona de la lesiéon. (Fig. 12b). Estas
anomalias del tejido floematico también fueron observadas en la zona media de la
lesion y del in6culo, con un mayor desarrollo tangencial y radial produciendo la

muerte tisular de la zona afectada (Fig.12e,f).
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Figura 12. Seccidn transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afios de edad , inoculada
con Phythophthora austrocedri , sin tincion (montaje en agua). (a) Uno de los extremos del avance de la
lesion, donde se puede observar la necrosis general del cambium vascular y el angostamiento que se
produce, tanto del tejido floematico (AF) como xilematico [AX), en ese mismo extremo y acompanados de
una necrosis y desorganizacion generalizada de las células de floema [NF) y parcialmente del xilema [NX).
(b) Limite entre zona sana (5} y afectada (ZL) del cambium y del floema. Entre ambas zonas se encuentra la
zona de transicion (ZT). Obsérvese la coloracion marrdn oscura de la zona afectada; en cambio en la zona
sana del floema se observa un color amarillo ocre principalmente de las células del parénquima axial que se
encuentran turgentes y con contenidos citoplasmaticos. (¢) Vista general del floema sano. Células cribosas
{CC) y parenquimaticas (CP) turgentes y con contenidos celulares. (d) Detalle del floema en la zona de
avance de la lesidon. Células parenguiméticas (CP) necrosadas, colapsadas y con coloracidn marrdn. Las
células cribosas, vacias sin contenidos celulares (“huecas”). Se puede apreciar un cambio en la coloracion
de las paredes de las fibras floematicas. (e) v [f) Zona media de la lesion donde la lesion de cambium
comienza a extenderse y avanza tangencialmente hacia el floema. FD=fibras paredes delgadas; FG=fibras

paredes gruesas.
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La tincion con azul de algoddn permite visualizar muy bien el cambium necrosado
y la diferencia entre las células sanas del parénquima axial de las necrosadas y
colapsadas. En el primer caso, se observa una tincion en color azul de todo el
contenido celular (tanto de las células parenquimaticas como de las células
cribosas), mientras que en la zona afectada se reduce a una pequefia linea azul
gue forman las células parenquimaticas colapsadas y sin tincién por falta de
contenidos para el caso de las células cribosas (Fig. 13a).

En mayor aumento (Fig 13b) se puede ver el detalle de lo que ocurre con las
células parenquimaticas (colapso, paredes deformadas de color marrén). Ademas

se observan las células cribosas vacias (“vacias”), sin contenido celular.

Figura 13. Seccidn transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afios de edad , inoculada
con Phythophthora austrocedri, tincion con azul de algodon y montaje con lactoglicerol. (a) Se observa la
diferencia entre las células sanas del parénguima axial y cribosas (tefiidas de azul) en la zona sana (Z5) de
las necrosadas y colapsadas en la zona lesionadas (ZL) que se reduce a una pequena linea azul. (b) Detalle
de las células parenguiméticas axiales del floema, totalmente colapsadas, v casi sin contenidos celulares
(tincidn azul) y las células cribosas se encuentran sin contenidos. FS=floema sano; FL=floema lesionado;
Zl=zona de inoculacion; Mi=micelio; CP=células del parenguima axial; CC=celulas cribosas.

En los arboles adultos infectados naturalmente por P. austrocedri también se
observé que en la zona de avance de la lesién, la necrosis de las células que
conforman el cambium vascular, luego se extendid hacia el floema (Fig. 14b). Las

observaciones de las zonas medias y antiguas de la lesion se correspondieron en

40



su mayoria con las malformaciones celulares vistas y descriptas para arboles

Figura 14. Seccidon transversal del lefio de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30 c¢m de diametro
infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, tincion con azul de algoddn. Necrosis del cambium
v del floema. (a) Zona de avance de la lesion, se observa una necrosis general de cambium caracterizada
por su color oscuro. (b) Extension de la necrosis hacia el floema, afectando principalmente el sistema
parenguimatico. (¢) Necrosis del floema y desorganizacion generalizada de las células del floema que va
conformando una zona &tipo barreran. {d) Diferencia entre la zona sana del cambium y floema y la zona
afectada (color negro). (e} y {f) Detalle de la zona media de la lesion entre el floema sano (d) y el afectado
{e) donde las células del parénquima axial sanas estan turgentes y se tifleron de azul, mientras que en
floema afectado la necrosis general se manifesto de color oscuro y con células deformadas y colapsadas.
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FORMACION DE CANALES RESINIFEROS TRAUMATICOS Y BOLSONES DE
RESINA

Seguidas a las necrosis del cambium y del floema, otra de las alteraciones que se
evidencio en los ensayos con plantas jovenes inoculadas artificialmente, fue la
formacion de canales resiniferos traumaticos en el floema activo. Estos se
ubicaron sobre toda el area afectada por la lesion mientras que, en la zona sana
adyacente no se observaron y continu6 el desarrollo normal del floema (Fig.
15a,b). En un solo caso se observo la formacion de canales traumaticos fuera del
area afectada por la lesion y hacia los costados de la misma. (Fig. 15c).

Por otra parte, en los arboles adultos, es de destacar que el 100 % de las
muestras analizadas mostraron la presencia de canales resiniferos traumaticos en
el floema, tanto en la zona de avance, media y mas antigua de la lesion (Fig. 16a).
La caracteristica principal de dichos canales fue su desarrollo tangencial
formando una red anastomosada (Figura 16b,c), y que a su vez puede fusionarse
para formar bolsas de resina (Fig. 16d). Esta Ultima anomalia no fue observada en
las plantas jévenes inoculadas artificialmente.

Dado la anatomia lefiosa del ciprés de la cordillera, que posee canales resiniferos
exclusivamente en el floema y carece de los mismos en el xilema, se evidencio
que la formacién de conductos traumaticos se restringe Unicamente a la zona del

floema y peridermis.
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Figura 15. Seccidn transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afios de edad , inoculada
con Phythophthora austrocedri, tincion con azul de algodon y montaje con lactoglicerol (a y b}, y sin tincion
con montaje en agua (c). (a) y (b) Extremos izquierdo y derecho de la lesion, a los 30 dias de inoculados se
evidencio la formacion de canales resiniferos traumaticos en el floema activo, sobre toda el area afectada
por la lesidn (ZL). Se observa la induccidn a la formacidn de canales resiniferos trauméticos sobre el
cambium vascular y mientras que en el floema inactivo se encuentran los canales resiniferos normales
(CRN). (c) Lesion de avance en plantas jovenes. Formacion de canales resiniferos traumaticos (CRT) en el
lado opuesto de la lesion. Obsérvese la red tangencial anastomosada de CRT formada en el floema activo.
Hacia la zona del floema inactivo se observan CRN, dispuestos en forma aislados y solitarios. Z5=zona sana
sin canales resiniferos; ZL=zona lesionada; CRT=canales resiniferos traumaticos; CRN=canales resiniferos
normales; Zl=zona de inoculacidn; Ml=micelio.
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Figura 16. Seccion transversal del tronco de arboles adultos de Austrocedrus chilensis de 30 cm de diametro
a la altura del pecho; afectados naturalmente con Phythophthorg austrocedri; tincion con azul de algoddn y
montaje en lactoglicerol. (a) Zona de avance de la lesion que muestra el desarrollo tangencial de una fila
anastomosada de CRT. [b) Zona media de la lesion con formacion de canales resiniferos traumaticos (CRT)
dispuestos en filas dobles anastomosadas. (€) Vista en detalle de CRT adultos en la zona mas antigua de la
lesidn. [d) Bolsdn de resina traumatica en la zona media de la lesidn. CRT=canales resiniferos traumaticos.

ANALISIS HISTOQUIMICO

Deteccion de almidén

En el analisis histoquimico con lugol en individuos sanos, el cambium denot6 una
coloracion amarillo-dorado homogénea, sin colapso celular (Fig. 17a,b). En el
floema estos estudios indicaron que el almidén se concentra principalmente en las
células del parénquima axial de la zona del floema inactivo, en el sistema del
parénquima radial, como asi también en las células subsidiarias de los canales
resiniferos normales (tincién negro-azulado) (Fig. 17b).

En la zona de la lesién necrética producida por el P. austrocedri, el cambium
vascular se observé con coloracion anaranjada a marrén sin evidencias de
depositos de almidén. En el floema afectado hubo una pérdida de almidén en el

parénquima axial y radial (Fig. 17c,d).



Por otra parte, en el avance de la lesion en el floema afectado por P. austrocedri
se observé una mayor concentracion de almidon en la zona de transicion (ubicada
entre la lesion y zona sana del floema), donde se produce una malformacion
celular “tipo barrera” (Fig. 18a,b).

En la zona media de la lesion, la presencia de almidén del sistema
parenquimatico va en disminucion hasta hacerse casi nula al igual que en la zona
del inoculo (Fig. 18c,d).

En el avance de la lesion, en la formacion de los canales resiniferos traumaticos,
no se detectd la presencia de almidon en las células iniciales epiteliales ni
adyacentes (Fig. 18e,f). Esto indicaria una diferencia en la constituciéon de
compuestos de las células epiteliales y subsidiarias entre los canales resiniferos

normales y los traumaticos.
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Figura 17. Seccidn transversal del tallo de planta sana de Austrocedrus chilensis de 8 afios (a y b) e
inoculada con Phythophthoro oustrocedri (c y d) , tincion con lugol. (a) Se observa el cambium sano (CS)
amarillo dorado, las paredes de las fibras y traqueidas en color anaranjado. y los depdsitos de almidén en
color negro azulado en células del parenquimaticas del floema. [b) Vista general de los depdsitos de
almiddn en el floema (color negro-azulado), principalmente en las células parenquimaticas (radiales y
axiales ) y de los canales resiniferos normales. El cambium vascular sano se observa en color amarillo-
dorado. (¢) Zona de avance de la lesion se ohserva el cambio de coloracion del cambium afectado
{anaranjado) y la ausencia de los depdsitos de almidon del parénquima en células axiales, radiales y de los
canales resiniferos. (d) Detalle de la zona de avance de la lesion, donde se observa la pérdida casi total del
almiddn de las células parenquimaticas axiales (CP) y radiales (R). CS=cambium sano; DA=depdsitos de
almidon; CN=cambium necrosado; FF=fibras floematicas; T=tragueidas; CL=cambium lesionado.
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Figura 18. Seccidn transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afios inoculada con
Phythophthora austrocedri, tincion con lugol. (a) Zona de transicion entre floema lesionado (izquierda) y
sano (derecha) del avance de la lesion, con gran acumulacion de almidan en las celulas deformadas de este
tejido. (b) Detalle de la acumulacion de almidon en células deformadas del parénquima floematico en la
zona de transicion. (¢) Pérdida de almidon de los sistemas parenguimaticos y de las células subsidiarias (CS)
y epiteliales de los canales resiniferos (sin depdsitos negro azulados) en la zona media de la lesidn. (d)
Detalle de los sistemas parenquimaticos casi sin contenidos de almiddn, se observan algunos restos de
almidon (color negro azulado), en algunas en células necrosadas y colapsadas del parénquima axial (CP) y
de los radios (R). (e} Zona de lesion con inicio en la formacion de canales resiniferos traumaticos (CRT);
donde no se observan depositos de almidon en las células subsidiaras de dichos canales, como asi tambien
en la zona del floema activo (FA) afectado (en parénquima axial y radial). (f) Detalle de acumulacidn de
almiddn (color negro azulado) en células subsidiaras de los canales resiniferos normales (CRN). ZT=zona de
transiscion; FL= floema lesionado; FS=floema sano; CP=parénquima axial; CS=células subsidiarias de canales
resiniferos; R=radio parenquimatico. CRN=canales resiniferos normales; FA=floema activo; CRT=canales
resiniferos traumaticos.
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Deteccion de compuestos fendlicos

En tincién con azul de toluidina (Fig. 19 y 20) el cambium sano se observé en
color lila, al igual que los elementos del sistema parenquiméatico del floema (axilar
y radial) y las células epiteliales y subsidiarias de los canales resiniferos, mientras
que las fibras y traqueidas se observaron en color celeste y las células cribosas
en color blanco a rosado. (Fig. 19 a,b).

En el avance de las lesiones, se observé un cambio muy notable entre la zona
sanay la afectada. Esta Ultima presentd un cambio de coloracion (de lila a blanco)
en las células del parénquima axial, lo que indicaria la pérdida de carbohidratos, y
la falta de contendidos de las células cribosas. Los radios parenquimaticos se
observaron de color casi negro (Fig. 19c¢,d) .

En mayor aumento se observé el cambio de coloracién de azul a turquesa
(indicativo de la presencia de compuestos fendlicos), que presentaron las fibras
floeméticas de la zona de la lesiébn y el vaciamiento de contenidos de
carbohidratos de las células cribosas y parenquimaticas (cambio de color rosado
a blanco). (Fig. 19e).

Por otra parte, el cambium necrosado en tincién con azul de toluidina, se observo
en color oscuro casi negro, en vista general de seccion transversal (Fig.20). Las
células se tifieron de color negro azulado, mientras que las primeras filas
tangenciales de fibras floematicas adquirieron color turquesa (reaccién positiva
para compuestos fendlicos) (Fig. 20b). En las zonas medias e iniciales de la lesion
se observd esta misma reaccion que abarcé la totalidad de los tejidos afectados.
En la Fig. 20c se observa la diferencia en la zona limite entre la lesion y el
cambium sano. Se observd el cambio de coloracion de las fibras floematicas
(turguesa) y cambiales (negro-azulado) en la prueba de compuestos fendlicos.

La zona limite entre la lesion y la zona sana, donde se produce la deformacion
celular “tipo barrera”, mostr6 el desordenamiento de las fibras con cambio de
coloraciéon de azul a turquesa (Fig. 21b).

En la lesidbn media se observé con mayor contraste el cambio de coloracion del
area afectada, donde también fue positiva la presencia de compuestos fendlicos
(turquesa) en las células del parénquima axial y en las fibras floematicas. Se
observaron en color negro las células del parénquima (Fig. 21b,c). Similar

situacion se visualizé en los arboles adultos analizados (Fig. 22a-d)
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Figura 19. Seccidn transversal del tallo de planta sana (a, b) de Austrocedrus chilensis de 8 afios e inoculada
con Phythophthora austrocedri (c-e) tincion con azul de toluidina. (a) Vista general del floema sano en
tincion con azul de toluidina: se observan los radios y células del parénguima axial en color lila; fibras y
tragueidas en color azul. (b) Detalle de floema, cambium y xilema sano de A. chilensis. Cambium de color
rosado, fibras y traqueidas de color azul. Las células del sistema parénquimatico (axial y radial) rosadas
indicando la presencia de carbohidratos y; células cribosas rosadas a blancas. Todas las células turgentes
sin colapsos ni necrosis. (¢) v [d) Zona de avance de la lesion, donde se observa la diferencia entre la zona
sana (ZS) y lesionada (ZL). En esta ultima zona, las celulas cribosas y parenquimaticas se observan
traslicidas (blancas) por la pérdida de carbohidratos y falta de sus contenidos; radios en color negro
azulado. (e) Detalle de la zona de avance de la lesion con deposicion de compuestos fendlicos (coloracion
turquesa) en las fibras floematicas (FCF). Se observan las células cribosas (CC) traslicidas (blancas) sin
contenidos y pérdida de carbohidratos. F=floema; C=cambium; X=xilema CC=células cribosas; CP=células
del parénguima axial; R=radio parenguimatico; Z5=zona sana; ZA=zona afectada; FCF=fibras con depositos
de compuestos fenolicos.
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Figura 20. Seccidn transversal del tallo de Austrocedrus chilensis de 8 afios inoculada con Phythophthora
austrocedri, tincion con azul de toluidina. (a) Vista general zona de avance de la lesion, se observa el
cambium vascular de color negro, entre el xilema de color azul (X) y el floema (F).(k). En el avance de la
lesion, el cambium necrosado se tino de color azul oscuro y la primera fila de fibras del floema en color
turquesa (reaccion positiva compuestos fendlicos). Las fibras sana en color celeste. (¢) Zona limite entre la
lesidn y el cambium sano. Presencia de fibras con acumulacidn de compuestos fendlicos (color turquesa).
F=floema: X=xilema: CN=cambium necrosado: CS=cambium sano: FCF=fibras con acumulacién de
compuestos fendlicos. F5=fibras sanas.
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Figura 21. Seccidn transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afios inoculada con
Phythophthora austrocedri tincion con azul de toluidina. (a) zona de avance de la lesidn que denotd
coloracion amarillo-verdosa en las células del parénguima axial, indicando la presencia de compuestos
fenolicos. [b) Zona media de la lesion con reaccion positiva a la presencia de compuestos fendlicos (color
verde turquesa) en las fibras floematicas y en las células del parénguima axial. (¢) Detalle de la zona media
de la lesion del floema que muestra las fibras desordenadas y en color verde turquesa (presencia de
compuestos fenolicos). FCF=fibras con depositos de compuestos fenadlicos.
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Figura 22. Seccion transversal del tronco de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30 cm de diametro
infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, tincidn con azul de toluidina. (a) Vista general del
floema, cambium y xilema sano (b) Vista general del tejido afectado que adquiere una coloracion oscura y
pérdida de los contenidos de las células del paréngquima axial. (¢) Detalle del floema sano: se observan las
células del parénquima axial (CP) en color rosado; las células cribosas (CC) y los radios en color lila. Las
células del sistema parénguimatico (axial y radial) indicando la presencia de carbohidratos y; células
cribosas rosadas a blancas. Fibras de color celeste (FF). (d) Zona media de la lesion, donde se cbservan las
células cribosas (CC) traslicidas y las parenquiméticas colapsadas, sin contenidos celulares (pérdida de
carbohidratos) y paredes oscuras; radios en color negro azulado y deposicidn de compuestos fendlicos
(coloracion turquesa) en las fibras floematicas (FCF). CC=células cribosas; CP=células del parénquima axial;
R=radio parenquimatico; FF=fibra sana; FCF=fibras con depositos de compuestos fendlicos.
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Deteccién de taninos

En pruebas histoguimicas con vainillina, en seccion transversal de arboles sanos
se observd una mayor concentracion de taninos hacia la zona de la peridermis, en
las células subsidiarias de canales resiniferos normales, y en pocas células del
parénquima axial del floema (coloracién rojiza) (Fig. 23a,b). Las vacuolas de éstas
células parenquimaticas contienen materiales de tincion densa conocidos como
sustancias polifendlicas (Cheniclet et al. 1988), y por lo tanto se les ha
denominado células de parénquima polifendlico (PP), una convencién que
usaremos también en este trabajo. EI cambium vascular sano presentd un color
rosado suave. En detalle se observd que las células del cambium ademas de
adquirir ese color rosado suave, presentaron paredes enteras y turgentes. Las
paredes de las fibras floeméticas se observaron de color amarillo hialino (tanto las
de paredes gruesas como las de paredes finas) y las células parenquiméticas y

cribosas de color rosado (Fig. 23c).

En el avance de la lesion se observd, tanto en el cambium necrosado como en
toda el area afectada del floema, un cambio de coloracion a rojo intenso,
indicativo de un incremento en el contenido de taninos (Fig. 23d). En la zona
media y mas antigua de la lesién, la coloracién se extendié tangencialmente en

mayor proporcion y de acuerdo al nivel de necrosis del cambium.

En la zona media de la lesiébn se observo una reaccidn positiva en las paredes
celulares tanto del parénguima axial como del parénquima radial, cuyas células
necrosadas y colapsadas se tifieron de color rojo-magenta indicando acumulacion
de taninos. Las fibras del floema también mostraron reaccién positiva, tifiendose
de color rosado-rojizo (Fig. 23e). La reaccion observada en vainillina indicaria la
presencia de taninos (compuestos fenodlicos) en las paredes celulares del
cambium vascular como asi también en gran parte de los elementos floematicos

afectados (fibras y parénquima axial)
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Figura 23. Seccidn transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afios sana (ab,c) e
inoculada con Phythophthora austrocedri (d,e) en tincion con vainillina. (a) Células del parénquima
polifenclico (PP} y células subsidiarias (CS) de canales resiniferos normales de color magenta oscuro

indicando la presencia de compuestos tanicos. (b) Vista general del floema de color rojizo, las células del
cambium forman una “banda” de color rosado. Hacia el floema inactivo y corteza se observa color rojizo
oscuro (depdsitos tanicos) y muy pocas células del parénguima axial con contenidos tanicos (PP). (¢) Detalle
del cambium y floema sano. Células parenquimaticas y cribosas turgentes de color rosado. Fibras de color
amarillento hialino (tanto las de paredes gruesas como las de paredes finas). Cambium vascular rosado mas
claro. [d) Vista general de la zona de avance de la lesion; notese el color rojo mas intenso indicando la
presencia de compuestos tanicos, en casi todos los elementos del tejido floematico y del cambium vascular
afectado. (e) Zona media de la lesion, detalle del colapso total de las células del cambium vascular con
intensificacion de depdsitos tanicos (rojo intenso). Esta situacion se repite en las células del parénquima
axial (colapso y depdsito tanicos en sus paredes). También se denota un cambio de color en las paredes de
las fibras floematicas (anaranjadas). Fi=floema inactivo; FA=floema activo; C=cambium; PP=células
polifendlicas; C5=células subsidiarias; FF=fibras; CP=células parenquimaticas axiales; CC=células cribosas;
L=lesion.

En la zona de transicién, donde se produce esa deformacion celular tipo “barrera”,
el floema adquirié una coloracion anaranjado-amarillenta, mientras que la zona
sana fue de color rosado y con una mayor concentracién de células PP. La zona
correspondiente a la lesién adquirié un color rojo negruzco y no se observaron

células PP en esa zona (Fig. 24b,c).
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En zonas sanas del lefio cercanas al avance de la lesion se observé una mayor
cantidad de células PP, mientras que en el floema de plantas sanas se

evidenciaron muy pocas células de este tipo Fig. 24a).
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Figura 24. Seccion transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 anos inoculada con
Phythophthora austrocedri en tincion con vainillina. {a) Floema sin lesion, cercano a la zona de avance de la
lesidn donde se ohserva una mayor cantidad de células PP con depdsitos tanicos. (b) Zona de transicidn (ZT)
entre la zona sana y afectada de color anaranjada con células deformadas que conforman la zona “tipo
barrera”. Hacia la zona sana (Z5) se observa una mayor concentracion de células PR, mientras que en la zona
de la lesion (ZL) no se observaron y la coloracion se torno rojo negruzco. (¢} Zona limite entre floema sano y
afectado. Observe el avance uniforme marcado por los radios parenguimaticos como un incipiente efecto
de compartimentalizacion en el avance de la lesion (linea continua). En la parte superior de la

microfotografia, se encuentra la zona de transicion con células deformadas que marcan la “zona tipo
barrera”. (d) Zona lesionada donde se observa la pérdida de compuestos tanicos de las células subsidiaras
de los canales resiniferos. J|,=células parénquima polifendlicas (PP} ZT=zona de transicion; Z5=zona floema
sano; ZA=zona afectada; R=radio parequimatico.

Por otra parte, se observé la pérdida de los compuestos tanicos de las células
subsidiarias de los canales resiniferos que fueron observados en el floema sano
(Fig. 24d).

En los arboles adultos la concentracion de compuestos tanicos se hizo mas
evidente en la zona mas antigua de la lesion, en el sistema parenquimatico del

floema vy fibras (Fig. 25a-d)



Figura 25. Seccidn transversal del tronco de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30 cm de diametro
sano (a y d) e infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri (b y d), en tincion con vainillina. (a)
Vista general del floema, cambium y xilema sano con casi nula presencia de compuestos tanicos (color
magenta oscuro). (b) Vista general de la zona mas antigua de la lesion con depdsitos tanicos principalmente
en las células del parénguima axial y radial. Las fibras también reaccionaron positivamente. (¢) Detalle del
floema sano con escasa presencia de compuestos tanico en el sistema radial. [d) Detalle en la zona mas
antigua de la lesion con gran cantidad de depdsitos tanicos, tanto en el cambium como en el floema. En
este Ultimo tejido la coloracidn magenta (depdsitos tanicos) se observa en todo el sistema parenguimatico y
también en las paredes de las fibras se denota un cambio de color [rosado). C=cambium; DP=depdsitos
tanicos (compuestos fendlicos); FF=fibras.

Deteccion de lignina

En el estudio histoquimico para la deteccién de lignina en plantas sanas, se
observld, en seccion transversal, una reaccion positiva (rojo/purpura) para
traqueidas y fibras floematicas (Fig. 26a). El resto de los elementos floematicos y
el cambium vascular adquirieron un color amarillo dorado y amarillo claro
respectivamente. La Fig. 26b muestra en detalle la reaccion positiva de lignina en
fibras floematicas tanto de paredes gruesas como delgadas, mientras que las
paredes y contenidos de las células cribosas y parenquimaticas se observan de

color amarillo.

55



En la zona de avance de la lesién se pudo observar el cambio de coloracién que
evidenciaron las células cambiales en floroglucinol que, en lugar del color amarillo
claro del tejido sano, mostraron un color marrén claro al igual que los elementos
parenquimaticos y cribosos del floema (Fig. 26¢). Los radios parenquiméaticos
establecieron un tipo de limite o linea entre la zona sana y necrosada. Esta linea
definida que se observo en varias oportunidades en el avance de la lesion; podria
ser una reaccioén del ciprés al avance de P. austrocedri tratando de poner un limite

para compartimentalizar el area afectada (Fig. 26c¢,d).

Figura 26. Seccion transversal del tallo de planta sana de Austrocedrus chilensis de 8 afios (a y b) e inoculada
con Phythophthora austrocedri (c y d) en tincidén con floroglucinol. (a) Vista general del lefio y floema sano,
reaccion positiva presencia de lignina en el xilema y fibras floematicas (color rojo/purpura), cambium y
floema se colorearon en amarillo. (b) Detalle de la prueba de lignina en floema. Color rojo/purpura, en
fibras floematicas de paredes gruesas (FG) y delgadas (FD). Parénquima axial (CP), radial (R) y células
cribosas (CC), color amarillento. {¢) En la zona de avance de la lesion donde se observa un cambio de
coloracion en el cambium y floema entre la zona sana y lesionada. Esta dltima cambio de color amarillo-
brillante, a marrdn oscuro. Se mantiene la reaccidn positiva para lignina en el xilema vy fibras floematicas. (d)
Diferencia de coloracion y forma celular entre el cambium sano (color amarillo) v el cambium necrosado
(color marron). El limite entre ambas zona lo establece el radio parenquimatico que define un borde de
avance uniforme (incipiente compartimentalizacion). X=xilema; F=floema; C=cambium; CC=celulas cribosas;
CP=células parénguima axial; R=radio parenquimatico; Z5=zona sana; Zl=zona lesionada; FD=fibras de
paredes delgadas; FG=fibras de paredes gruesas; CC=células cribosas; CP=células parenguimaticas;
CS=cambium sano; CN=cambium necrosado; R=radio parenquimatico.
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Teniendo en cuenta que en la deteccion de taninos (compuestos fendlicos) estas
mismas células del cambium reaccionaron positivamente y que en la prueba con
fluoroglucinol mostraron reacciéon negativa manteniendo su coloracion marrén
debido a la necrosis, podriamos inferir que son compuestos fendlicos distintos a la
lignina.

Con esta técnica de histoquimica se registr6 muy bien la disminucion en espesor
gue sufre el cambium vascular por la necrosis y colapso celular, produciendo un
angostamiento y desordenamiento de los elementos de conduccion, en la zona de
transicion entre el floema sano y lesionado (Fig. 27a).

En la lesibn media, se observdé mas acentuado ese cambio de coloracion (de
amarillo a marrén) de las célula parenquiméaticas tanto axiales como radiales; y de
las células cribosas, que estaban deformadas, necrosadas y colapsadas. (Fig.
27b).

Figura 27. Seccion transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afos inoculada con
Phythophthora austrocedri en tincion con floroglucinol. (a) Zona de transicidn entre el floema sano vy
lesionado. Se observa el cambio de coloracion (de amarillo a marran) y una disminucion en espesor del
tejido por la compresion y necrosis en la zona lesionada. [b) Zona media de la lesion con reaccion positiva
de lignina en la fibras floematicas (coloracion rojof/purpura). El resto de los tejidos floematico de color
marron, con necrosis y colapso y deformacion de sus elementos (células cribosas (CC), parenguimaticas (CP)
y radiales (R). AC=angostamiento del cambium necrosado; CS=cambium sano; CP=células del parénguima
axial; CC=células cribosas; R=radio parenquimatico .

No se observaron cambios para los elementos con lignina (fibras), comparando el
floema sano con el floema afectado mediante la prueba con floroglucinol (Fig. 28
a-d).

Las células parenquimaticas (radiales y axiales) y células cribosas, mantuvieron el
color marrén de la necrosis. EI cambio de coloracion de estas células dio positivo

en los ensayos para deteccion de taninos y compuestos fendlicos, por lo que
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podria suponerse que los compuestos fendlicos depositados son diferentes a la

lignina.

Figura 28. Seccion transversal del tronco de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30 cm de diametro
sano (a y c) e infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri (b y d), en tincidn con floroglucinol.
(a) Vista general del floema, cambium y xilema con reaccion positiva a la presencia de lignina en fibras
floematicas y tragueidas. El resto del tejido floematico y cambium sin tincidn (blanco hialino). (b) Zona
media de la lesion donde se mantiene la reaccion positiva de la lignina en fibras y traqueridas pero el resto
del tejido floematico adquiere un color ocre-marran. (¢) Detalle del floema y cambium sano, en color blanco
hialino. Fibras floematicas (FF) y tragueidas rojas por la presencia de lignina. (d) Detalle del floema y
cambium en la zona media de la lesidén de color marrdn y células deformadas y colapsadas. Se mantiene la
reaccion positiva para lignina (rojo/plirpura) en el xilema y fibras floematicas (FF). FF=fibras floematicas;
T=tragueidas; C=cambium.

MICROSCOPIA ELECRONICA DE BARRIDO (MEB)

Los resultados y discusiones planteadas hasta aqui, en referencia a la necrosis y
alteraciones del cambium vascular y del floema del ciprés de la cordillera,
afectado por Phytophthora austrocedri también se vieron reflejados en los
estudios con MEB (Fig. 29a,b y 30a,b).
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Figura 29. Seccion transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afos inoculada con
Phythophthora austrocedri, MEB. {a). Angostamiento del cambium vascular por necrosis y colapsos de sus
células. Se observa el resultado de la reprogramacion celular hacia el tejido floematico {deformaciones e
inicio de formacion de canales resiniferos). [(b) Otra zona de transicion entre cambium vascular y floema
sano; y cambium necrosado. Obsérvese el angostamiento del cambium y del floema por el colapso celulary
la deformacion general de sus células en la zona lesionada. Z5=zona sana; ZA=zona afectada
AC=angostamiento del cambium; DC=deformacion celular del cambium y del floema; CS5=cambium sano;
CR=canal resinifero; CS=cambium sano; AC=angostamiento del cambium, CM=cambium muerto;
DF=deformacion de las células del floema.
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ML
Figura 30. Seccion transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afios inoculada con
Phythophthora austrocedri, MEB. {a). Detalle de la deformacion de las células del floema y del cambium en
el avance de la lesion. Se observa la compresion del sistema de fibras por el angostamiento hacia la zona del
cambium deformado (necrosado) y el desordenamiento de la células parengquimaticas y cribosas formando
la zona tipo barrera. {b) Floema lesionado. Necrosis y colapso del sistema parenguimatico axial y células
cribosas sin contenidos. CS=cambium sano; CD=cambium deformado; CF=compresidn de fibras (zona de
angostamiento del floema); ZT= zona de transicion tipo barrera, deformacion de células cribosas y

parenguimaticas; CN=cambium necrosado; F=fibras; CP= células del parénquima axial colapsadas;
CC=celulas cribosas; X=xilema.
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En MEB se pudo observar el detalle de la conformacién de los canales resiniferos
traumaticos del floema y corteza, ademas de la obturacién con resina de las
células del parénquima axial y de las células cribosas de éste tejido de
conduccion (Fig. 31a,b). La produccion de resina de los conductos traumaticos,
también se transferia hacia el tejido xilematico, a través de los radios
parenquimaticos y canales resiniferos radiales, ocasionando el taponamiento de
las traqueidas del dltimo anillo de crecimiento (Fig. 31c). Esta situacion se

observo tanto en arboles adultos infectados naturalmente como en las plantas

jovenes inoculadas artificialmente.

Figura 31. Seccion transversal del tronco de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30 cm de diametro
afectado infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, MEB. (a). Zona media de la lesidn,
conformacion de canales resiniferos traumaticos en filas dobles, y la obturacion con resina (TR} de la células
del parénquima axial y de las células cribosas por el exceso de resina producido en dicho canales. (b)
Detalle de la situacion descripta anteriormente, donde se observa el taponamiento con resina de los
elementos de conduccion del floema. (¢) Se observa la conformacion de los canales resiniferos traumaticos
y como, el exceso de resina que éstos producen, se transfieren en sentido radial, a través de los radios
parenguimaticos tanto hacia el floema como hacia el xilema; ocasionando el taponamiento de éstos tejidos.
CRT=canal resinifero traumatico; TR=taponamientos con resina; TRF=taponamientos con resina en el
floema; TRX=taponamiento con resina en el xilema.
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ALTERACIONESDEL XILEMA DE Austrocedrus chilensis
AFECTADO POR Phytophthora austrocedri
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FORMACION DE TRABECULAS

Las caracteristicas del xilema observadas en ejemplares sanos, tanto adultos
como jovenes, coincidieron en lo general con las descriptas por otros autores para
el ciprés de la cordillera (Tortorelli, 1956, 2009; Roig, 1992; Guerra et al. 1994;
Garcia et al. 2004). Por lo tanto en los resultados se detallan solamente aquellos
aspectos relevantes para su comparacion con el tejido afectado.

En las observaciones del lefio de arboles sanos de ciprés realizadas en este
trabajo, no se encontraron trabéculas en ningun caso. Mientras que en el xilema
asociado a las lesiones necréticas del cambium y del floema el 100% de las 135
muestras analizadas, provenientes de 6 arboles, presentaron gran cantidad,
frecuencia y diversidad de trabéculas. Las trabéculas se presentaron en forma de
varillas solitarias (Fig. 32a), como asi también en filas simples cortas a muy largas
que atraviesan dos o mas células sucesivas radialmente (Figuras 32b,c). Las
alineaciones simples llegaron a atravesar hasta cincuenta y dos traqueidas (Fig.
33a,b). Se observaron 9 tipos distintos de trabéculas en el lefio afectado, teniendo
en cuenta las descripciones de Grosser (1986): 1) trabécula solitaria; .2)
alineacion o fila corta de 2 a 3 trabéculas en traqueidas adyacentes, 3) alineacion
de trabéculas que atravesaban la madera temprana 4) y madera tardia (Fig. 32b y
33c), 5) trabécula solitaria doble; 6) alineacion doble (Fig. 34a), 7) alineacion triple
(Fig. 34b), 8) Trabécula solitaria en forma de placa (Fig. 34d), 9) alineacién de
trabéculas en forma de placa o fila en “confluencia” (Fig.34c).

El avance de la lesion fue la zona en donde mas se manifesto la formacion de
diferentes tipos de trabéculas (en varilla y en forma de placa o plato) (Fig. 34c).

Se observaron alineaciones de trabéculas simples desde la lesion en la zona del

floema hacia las traqueidas del xilema (Fig. 34e).
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radial del le
naturalmente con Phythophthora austrocedri con diferentes tipos de trabéculas, tincidn con azul de

algodon. (a) Distribucion de trabéculas en alineaciones simples (ATS), tanto en lefio

Figura 32. Seccion

temprano como tardio.

temprano. (e) Fila

fio

(b) Detalles de trabéculas en alineacion simple, en tragueidas del lefio tardio y le

simple corta,

atravesando dos traqueidas. ATS=alineacion de trabeculas simples



arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30 cm de didmetro infectado

Figura 33. Seccidn radial del lefio de

béculas, tincidén con azul de

algodon. (a) Alineacion de trabéculas simples [ATS) atravesando 52 traqueidas (lefio temprano y tardio). (b)

naturalmente con Phythophthora austrocedri con diferentes tipos de tra
ATS que atraviesan 35y 25 tragueidas respectivamente.
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Figura 34. Seccion radial del le

algodon. (a) Trabéculas en alineaciones dobles [ATD). (b) Alineaciones de trabéculas triples (ATT). (¢
Distribucion de trabéculas en alineaciones simples (ATS), dobles (ATD), tripes (ATT) y tipo placa (ATP). (d)

Trabécula solitaria en forma de placa. (e) Alineacion de trabéculas simple (ATS) desde la lesion del cambium

y del floema hacia las tragqueidas del xilema.
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DEFORMACIONES DE RADIOS Y TRAQUEIDAS

En el lefio asociado a la zona limite de la lesién necrética del floema de ciprés
afectado por P. austrocedri, se observd la deformacién de tragueidas y radios
parenquimaticos. Estas deformaciones, en seccién transversal, consistieron
principalmente en el ensanchamiento de los radios parenquiméaticos,
engrosamiento de las paredes celulares y cambio de forma de las traqueidas.
Esto fue observado tanto en plantas jovenes inoculadas artificialmente (Fig.

35a,b) como en ejemplares adultos afectados naturalmente. (Fig. 35c).

La desorganizacion del tejido xilemético se extendidé tangencialmente sobre los
altimos anillos de crecimiento (Fig. 35d). En la zona conformada por radios y
tragueidas deformadas también se observd la obturacién del lumen de las
traqueidas debido al traspaso de contenidos de los radios parenquimaticos

principalmente resiniferos (Fig. 35e).
Los resultados de este trabajo confirman la obturacién de las traqueidas por

contenidos resinosos volcados desde los radios tanto en ejemplares jovenes

inoculados artificialmente como en ejemplares adultos afectados naturalmente.
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Figura 35. Seccion transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 arios de edad, inoculada con
Phythophthora austrocedri a y b, A. chilensis de 30 cm de diametro infectado naturalmente con P
austrocedri, c; montaje en agua microscopia de campo claro. (a) Conformacion de la zona «tipo barrera»
(ZB) en la zona limite de la lesion por la deformacion de radios y traqueidas. Se observan contenidos
obturando las traqueidas adyacentes no deformadas (Ta). (b) Detalle de la deformacion de radios (RD) y
tragueidas (TD), que van conformando una malformacion general del tejido xilematico “tipo barrera” (ZB).
(c) Lefio con traqueidas del lefio temprano (de primavera-verano) deformadas. {d) Deformacion de radios y
tragueidas en el dltimo anillo de crecimiento. (e) Obturacion de las tragueidas con contenidos resinosos
volcados desde los radios. Detalle de 7B= zona «tipo barrera®» conformada por deformaciones celulares;
RD=radios desformados ; TD=traqueidas deformadas.
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ANALISIS HISTOQUIMICO

Deteccion de almidon

La deteccidon de almidon mediante la prueba histoquimica con lugol, arrojo
resultado positivo en el lefio sano de ciprés. La concentracion de este
carbohidrato se observo principalmente en los radios parenquimaticos. (Fig.
36a,b). Mientras que en el lefio afectado con P. austrocedri, se observé una
pérdida importante de almidon en éstos elementos (Fig. 36¢,d). Esta situacion se
vio acentuada en aquellos radios que reaccionaron y sufrieron deformacion celular
(células agrandadas) (Fig. 36e).

50 pm

e
Figgura 36. Seccidn transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afios de edad sana (a,b), e
inoculada (c,d,e) con Phythophthora austrocedri, en tincion con lugol. Comparacion del contenido de
almidoén entre el xilema sano y afectado. (a) v [b) Xilema sano en diferentes aumentos que muestra la

concentracion de almidon en los radios parenquimaticos (coloracion negro-azulada). (e) y (d) Xilema
atectado por P gustrocedri donde se ohserva la pérdida de almidon en los radios parenquimaticos. (e)
Detalle de la deformacidn de radios (células agrandadas) con pérdida total de almidan.
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Deteccién de compuestos fendlicos

En tinciébn con azul de toluidina el xilema sano se observé en color azul y los
radios parenquimaticos en color negro azulado (Fig. 37a) mientras en el xilema
afectado, la tincibn mostré una coloracion no homogénea en los radios
parenquimaticos, donde se observaban zonas sin colorear, posiblemente por la

pérdida y/o cambio en sus contenidos (Fig. 37Db).

Deteccién de taninos

En pruebas histoquimicas con vainillina, en seccion transversal, en el xilema de
arboles sanos se observd muy poca concentracién de taninos, los cuales se
ubican en los radios parenquimaticos (Fig. 37c¢). Sin embargo, en los ejemplares
afectados tanto adultos como jovenes, se observé una mayor cantidad de
contenidos tanicos en los radios, evidenciados por la coloracion mas oscura.
Estos contenidos fueron volcados hacia las traqueidas adyacentes produciendo la
obturacion de las mismas (Fig. 37d). Esta situacién va en incremento desde la

zona de avance hacia la zona mas antigua de la lesion.

Deteccion de lignina

En el estudio histoquimico para la deteccion de lignina en el xilema de arboles y
plantas jovenes sanas, se observo en seccidn transversal una reaccién positiva
para las traqueidas (rojo/purpura) y los contenidos de los radios parenquimaticos
(color rosado) (Fig. 37e). No obstante, en todas las observaciones tanto de
arboles adultos como joévenes en las zonas lesionadas, los radios
parenquimaticos adquirieron un color ocre/marron con células necrosadas y
deformadas (Fig 37f).
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Figura 37. Seccion transversal del tronco de arbol adulto (a-c, e-g) y planta joven (d,h) de Austrocedrus
chilensis; en tincion con azul de toluidina, vainillina y floroglucinol. (a) Xilema sano en tincion con azul de
toluidina mostrando traqueidas en color azul y radios parenguimaticos en negro azulado denotando la
presencia de carbohidratos. (b) Zona de la lesion en tincion con azul de toluidina que muestra una
coloracion no homogénea en los radios xilmaticos por el cambio de contenido. (e) Floema, cambium y
xilema sano en tincion con vainillina. Este Gltimo tejido muestra poca concentracion de compuestos tanicos
en los radios [color magenta). (d-e) Tejidos de ejemplares afectados en tincion con vainillina. (d) Planta
joven con zona afectada (ZL} y sana (Z5), la coloracidn indica mayor contenido tanicos en los radios
afectados (RT) que en los sanos (RS). (e) Xilema lesionado de arbol adulto con concentracion de contenidos
tanicos en los radios parenquimaticos (RT) los cuales obturan las traqueidas adyacentes (TO). (f) Lefio sano
en tincion con floroglucinol traqueidas (rojo/purpura) y radios en color rosado. (g) Xilema afectado donde
los radios parenquimaticos cambian a un color ocre/marran (RN). (h) Planta joven en zona lesionada que
presenta radios ocre/marron (RN). ZC=zonas claras; ZO=zonas de coloracién oscuras; R=radios xilematico;
T=tragueida; TO=traqueidas obturadas con contenidos tanicos; RS= radios con muy pocos contenidos
tanicos; RT=radios con acumulacién de contenidos tanicos; Z5=zona sana; ZL=zona lesionada; RN=radios
necrosados.
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MICROSCOPIA ELECRONICA DE BARRIDO (MEB)

Los resultados obtenidos hasta aqui, en referencia a las deformaciones de radios
y traqueidas del xilema, como asi también a la conformacion de barreras

anatomicas, también se vieron reflejados en los estudios con MEB (Fig. 38a,b).

- 1 - 1 = : -

Figura 38. Seccion transversal del tronco de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30 cm de diametro
infectado naturalmente, (a) vy del tallo de planta de A. chilensis de 8 afios inoculada artificialmente con
Phythophthora austrocedri, (b) MEB mostrando deformaciones de radios y tragueidas en el xilema. (a) Zona
de avance de la lesion, deformacion y desordenamiento de las traqueidas del lefio primavera verano del
ultimo afo. {b) Detalle de la zona transicion (entre la lesion y lefio sano) en donde se observan las
tragueidas y radios deformados (TD y RD) conformando una zona «tipo barrera» anatdmica en el xilema.
TD=traqueidas deformadas; RD=radios deformados; ZB=zona tipo barrera.
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MECANISM O DE DESARROLL O DE Phytophthora
austrocedri DENTRO DEL FLOEMA DE Austrocedrus chilensis
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PRESENCIA DEL PATOGENO EN EL FLOEMA

Mediante microscopia Optica se observo, en el floema de arboles adultos de
ciprés de la cordillera infectados naturalmente, la presencia de hifas de P.
austrocedri desarrollandose principalmente dentro de las células cribosas y del
sistema parénquimatico (Fig. 39). Dentro de éste Ultimo se observaron
ramificaciones tanto hacia las células del parénquima axial (Fig. 39b) como a las
del parénquima radial (Fig. 39c, Fig. 40a). Se observé que el desarrollo de las
hifas en las células que componen los radios, se producen tanto en forma intra
como intercelular. La colonizacion a través de este sistema de células, le permite
alcanzar los radios parenquimaticos del xilema (Fig. 40b).

El desarrollo de las hifas dentro de las células cribosas, y especialmente del
parénquima axial especialmente, estuvo acompafiado de la presencia de
abundantes cristales, que no fueron observados en el floema sano (Fig. 39a).

Se observo el desarrollo muy invasivo de las hifas de P. austrocedri, dentro de las
células vivas del floema (cribosas), ocupando en algunos sectores casi la totalidad
de dichas células conductoras (Fig. 40c,d).

También se observé el desarrollo de hifas dentro de las células del parénquima
axial, que luego siguieron desarrollandose en los radios parenquiméaticos. (Fig.
40b).
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Figura 39. Seccidn longitudinal radial de floema de &rboles adultos de Austrocedrus chilensis infectado
naturalmente con Phythophthora austrocedri, tincion con azul de algodan. Desarrollio de hifas en el floema.
{a) Hifas (H) de P. austrocedri en sentido axial dentro de las células cribosas (CC) y presencia de cristales. (b)
Ramificaciones de hifas desde células cribosas hacia células del parénguima axial. (¢) Ramificaciones hacia
el parénquima axial y radial. H=hifas; rH=ramificaciones hifales; CC=célula cribosa; CPA=célula del
parenguima axial, CPR=células del paréquima radial.
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Figura 40. Seccion longitudinal radial de floema de arboles adultos de Austrocedrus chilensis infectado
naturalmente con Phythophthoro austrocedri, tincion con azul de algodon, MO. Desarrollo de hifas en el
floema. (a) Detalle de las ramificaciones hifales desde las células cribosas hacia las células del parénquima
axial. (b) Ramificaciones y desarrollo intra e intercelularmente desde las células cribosas al parénguima
radial de la hifas de P. austrocedri. (] Inicio de las ramificaciones hifales desde las células cribosas y hacia
celulas del sistema parenquimatico axial. (d) Desarrollo de hifa y ramificaciones de P austrocedri que
ocupan y obturan la totalidad del lumen de las células cribosas. rH=ramificaciones hifales; CC=célula cribosa;
CPA=célula del parénquima axial, CPR=célula del parénquima radial, F=fibra floematicas, raH=ramificaciones
intracelulares; reH=ramificaciones intercelulares.
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Otro de los resultados importantes de esta etapa del trabajo fue haber encontrado
y observado por primera vez las estructuras de reproduccién sexual (oosporas)
del patégeno en arboles infectados naturalmente. Dichas estructuras se
observaron en los canales resiniferos del floema. (Fig. 4la-c). También se
observd la presencia de grandes masas de hifas y resina, que producirian la
obturacién y taponamiento de los canales resiniferos (Fig. 41d,e).

Figura 41. Seccion longitudinal radial de floema de arboles adultos de Austrocedrus chilensis infectado
naturalmente con Phythophthora oustrocedri, (sin tincion) montaje en agua. Desarrollo de hifas y
estructuras reproductivas de P autrocedri. (a) Zona media de la lesidn, observacidn de oosporas en los

canales resiniferos traumaticos del floema. (b) Detalle de las oosporas en el canal resinifero, donde se
puede ver su doble pared de guitina. (e¢) Observacion de oosporas de P gustrocedri dentro de los canales
resiniferos traumaticos del floema, adheridas a las paredes de dichos canales por la resina y distribuidos
longitudinalmente dentro del mismo. (d) y () Detalle de de la masa de hifas desarrolladas dentro del canal
resinifero traumatico que produce junto con la resina, un proceso de obturacion y taponamiento de dicho
conducto. Xma= Xilema; Fa=Floema; CRT=canal resinifero traumatico; O=0Dospora; H=hifas; r=resina
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Otras estructuras encontradas dentro de los canales resiniferos traumaticos
fueron ensanchamientos hifales y clamidosporas (Fig. 42a,b)

Figura 42. Seccion longitudinal radial de floema de arboles adultos de Austrocedrus chilensis infectado
naturalmente con Phythophthora austrocedri, MEB. Desarrollo de hifas y estructuras reproductivas de P
autrocedri. (a) Zona media de la lesion, presencia de ensanchamientos hifales y (b) clamidosporas dentro
de los canales resiniferos traumaticos.

En MEB se observaron en detalle las hifas y las estructuras reproductivas de P.
austrocedri, dentro del floema de arboles adultos infectados naturalmente. Se
determind con exactitud cémo es el desarrollo del patdgeno dentro de este tejido
de conduccidén. Se observd que en sentido axial utiliza principalmente dos
elementos del floema a) las células cribosas y b) los canales resiniferos
traumaticos. En las células cribosas se observo el desarrollo intracelular de hifas
con sus ramificaciones que invadian y obturaban el lumen (Figura 43a,b). Se
observé en detalle que, para colonizar las células del parénquima axial, las hifas
atraviesan las areas cribosas que comunican con el sistema parenquimatico y

desde alli se extienden hacia los radios (Fig. 44a,b).
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Figura 43. Seccidn longitudinal radial del floema de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 35cm de
didgmetro infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, técnica de splitting para MEB. Desarrollo
de hifas de P gustrocedri en el tejido floematico. {a) Zona media de la lesion, desarrollo y ramificacion de
las hifas que producen obturacion del lumen de la célula cribosa. (b) Detalle de la presencia de hifas y
ramificaciones en célula del parénguima axial. L=lumen; H=hifa; rH=ramificaciones hifales; CPA=Células del
parénguima axial.
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Figura 44. Seccion longitudinal radial del floema de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30cm de
diametro infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, técnica de splitting para MEB. Desarrollo
de hifas de P austrocedri en el tejido floematico. (a) Zona media de la lesidn, desarrollo, ramificaciones y
avance de P. gustrocedri en sentido axial dentro de las células cribosas. (b) Detalle de las ramificaciones y el
avance de hifas utilizando las areas cribosas (AC) para pasar de una célula a otra. H=hifa; AC=area cribosa.
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El otro elemento que utiliza P. austrocedi en sentido axial del floema, son los
canales resiniferos traumaticos. Aqui se observd desarrollo de las hifas sobre las
paredes de los canales (Figura 45a), como asi también la evolucién en el
taponamiento por hifas de dichos canales, en las distintas zonas lesionadas del
floema. (Fig 45b,c).

10pm

Figura 45. Seccion longitudinal radial del floema de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30cm de
digmetro infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, técnica de splitting para MEB. Desarrollo
de hifas de P austrocedri en el tejido floematico. (a) Zona mas antigua de la lesion, vista general del
desarrollo y ramificacidn de hifas sobre las paredes epiteliales del canal resinifero. (b) Zona de avance de la
lesion, detalle del desarrollo de hifas de P austrocedri sobre resina de la pared del canal resinifero
traumatico. (¢) Zona mas antigua de la lesion, mostrando en detalle el desarrollo de las hifas dentro del
canal resinifero traumatico que se encuentran embebidas en resina obturando parcialmente el canal.
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El detalle de las hifas de P. austrocedri inmersas en resina se muestra en la Fig
46a. Se observo que las hifas formaban “puentes hifales” que iban de pared a
pared dentro de la cavidad del canal, los que se encontraban inmersos en resina,
conformando verdaderas barreras de obturacion de la circulacién y taponamiento

este elemento (Fig. 46b y 47).

Figura 46. Seccion longitudinal radial del floema de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30cm de
diametro infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, técnica de splitting para MEB. Desarrollo
de hifas de P austrocedri en el tejido floematico. (a) Zona mas antigua de la lesidn dentro de canal
resinifero traumatico que muestra en detalle las hifas de P gustrocedri embebidas en resina. Obsérvese la
forma tipica con proyecciones laterales cortas. Esta situacidn da inicio a la conformacion de una masa
semiamorfa de hifas y resina dentro del canal. (b) Zona mas antigua de la lesion, se observa la formacion
de «puentes» hifales transversales dentro de los canales resiniferos traumaticos. Estos puentes estan
conformados por una masa de hifas, estructuras reproductivas y resina.
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didmetro infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, técnica de splitting para MEB. Desarrollo
de hifas de P austrocedri en el tejido floematico. (a). Vista general de la situacion interna de los canales
resiniferos y la formacion de “puentes” hifales en la zona mas antigua de la lesidn.

Se pudo observar como las hifas se desarrollan sobre las paredes de los canales
resiniferos (Fig.48a) y como atraviesan las paredes de los radios parenquimaticos
desde esos canales (Fig. 48b), como asi también la presencia de
ensanchamientos hifales que se proyectaban desde las paredes hacia el interior
de dichos canales. (Fig. 48c,d). Esto demostraria que el desarrollo y colonizacion
gue realiza P. austrocedri es en ambos sentidos (axial y radial) dentro del floema
del ciprés de la cordillera; el axial es a través del parénquima axial, las células
cribosas y los canales resiniferos, mientras que el radial es a través de los radios

parenquimaticos.
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Figura 48. Seccion longitudinal radial del floema de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30cm de
digmetro infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, técnica de splitting para MEB. Desarrollo
de hifas de P austrocedri en el tejido floematico. (a). Desarrollo de hifas sobre las paredes de los canales
resiniferos traumaticos en la zona mas antigua de la lesidn. (b) Ensanchamientos hifales dentro del canal
resinifero traumatico. (¢) y (d) Detalle de las hifas y de los ensanchamientos hifales que se producen sobre
las células epiteliales del canal resiniferc en la zona mas antigua de la lesion.



MECANISMO DE DESARROLL O DE Phytophthora
austrocedri EN EL XILEM A DE Austrocedrus chilensis
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PRESENCIA DEL PATOGENO EN EL XILEMA

La presencia del patégeno en los tejidos de arboles adultos infectados
naturalmente pudo detectarse en microscopio éptico tanto con tincion en azul de
algodén como con coloracion combinada sucesiva doble safranina-fast-green. Se
observaron hifas desarrollandose intracelularmente en el tejido xilematico tanto en

los radios parenquimaticos como en las traqueidas (Fig. 49a,b).

Figura 49. Seccion longitudinal tangencial del lefio de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30cm de
diametro infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri . Desarrollo de hifas de P austrocedri en el
tejido xilematico. (a) Ramificaciones de las hifas desde radios parenguimaticos hacia el lumen de las
traqueidas. (b) Se cbserva la salida de las hifas desde las células del parénquima radial hacia el lumen de la
tragueida en donde adquieren un gran desarrollo y comienzan a ramificarse. CPR=células del parénguima
radial; H=hifa; rH=ramificaciones hifales.

En sentido radial, P. austrocedri se desarroll6 en el xilema de ciprés de la
cordillera por los radios parenquiméaticos. Se observo que las hifas pasan a las
traqueidas a través de las puntuaciones de los radios parenquiméaticos y una vez
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alli, se ramifican y ocupan el lumen de éstas células del xilema, obturando gran
parte del mismo (Fig. 50a,b,c).

Este desarrollo de la hifas dentro de las traqueidas, permite un desplazamiento de
P. austrocedri en sentido axial y del flujo de agua; lo que permitiria llegar a otras
partes del lefio. El avance de las hifas de P.austrocedri entre traqueidas y hacia
otras zonas del xilema, ocurre a través de la puntuaciones areoladas (Fig. 50b).
Se observé que cuando los avances de P. austrocedri dentro del lefio de ciprés,
se realizan entre pares de puntuaciones opuestas, se configuran “puentes hifales”
dentro de la traqueida. Esta situacion se vio repetidamente, lo que contribuiria

también a una disminucion en la circulacion en el tejido xilematico (Fig. 51).

Figura 50. Seccion longitudinal tangencial del lefo de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30cm de
diametro infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri. Desarrollo de hifas de P austrocedri en el
tejido xilematico. [a) Zona media de la lesion, se observa la salida de las hifas desde los radios
parenguimaticos hacia las traqueidas. (b) Detalle de las hifas (H) dentro del lumen de las tragueidas y el
desarrollo lateral gque realizan a través de las punteaduras areocladas (Pa). [¢) Desarrollo de hifas dentro de
los ldmenes de las tragueidas, obturando casi la totalidad de los mismos. H=hifas; Pa=punteadura areolada.

87



Figura 51. Seccion longitudinal tangencial del lefio de arbol adulto de Austrocedrus chifensis de 30cm de
diametro infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri. Desarrollo de hifas de P austrocedri en el
tejido xilematico. Zona media de la lesidn, donde se observa que el avance de las hifas a través de
punteaduras opuestas, conforman “puente hifales” [Ph) que cortan transversalmente el lumen de las
traqueidas. Estas formaciones se pueden observar también de las hifas que salen desde los radios
parenguimaticos y se conectan con las punteaduras de las traqueidas. CPR=células del parénquima radial,
Pi= “puentes hifales”.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Con las técnicas utilizadas en microscopia electronica de barrido (MEB) para
muestras de xilema, se pudo constatar el mecanismo de colonizacién del
patdgeno dentro de este tejido de conduccion. El desarrollo de las hifas de P.
austrocedri dentro de las traqueidas que conforman el tejido xilematico, fue sobre
la pared celular y se pudo observar que atravesaron el margo que rodea al torus
de la membrana de las puntuaciones areoladas. (Fig. 52a,b). Dado que este
margo estd compuesto solo por fibrillas dispuestas radialmente, se ve facilitado el

pasaje de las hifas.
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Figura 52. Seccion longitudinal radial del floema de arbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30cm de
digmetro infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, técnica de splitting para MEB. Desarrollo
de hifas de P. austrocedri en el tejido floematico. (a) y (b) Zona mas antigua de la lesion donde se observa el
desarrollo y paso de las hifas de P oustrocedri a través del margo de las puntuaciones areoladas de las
traqueidas.

Por otra parte, en arboles jovenes infectados artificialmente se observo el avance
en sentido radial desde la albura hacia la médula. El mismo se realiz a través de
los radios xilematicos, en los cuales P. austrocedri también coloniza y obstruye el

sistema de circulacién radial del ciprés (Fig. 53a,b,c)
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Figura 53. Seccidn longitudinal radial del lefio de plantas jévenes de Austrocedrus chilensis de & afios
inoculadas artificialmente con Phythophthora austrocedri, técnica de splitting para MEB . Desarrollo de hifas
de P gustrocedri en el tejido xilematico. (a) Zona de avance de la lesion donde se observa el desarrollo e
sentido radial de la hifas (H) de P austrocedris a través de los radios parenquimaticos. (b) Detalle de hifa (H)
en el radio parenguimatico. {c) Detalle de hifa de P gustrocedri en radio parenguimatico que presenta
acumulacion de resinas sobre las paredes celulares. r=resina
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Las otras estructuras de P. austrocedri encontradas en el xilema de ciprés fueron
clamidosporas. Las mismas se observaron dentro del lumen de las traqueidas, y
fueron registradas en seccion transversal y en seccién longitudinal radial. Se
observo como cada una de estas estructuras ocupaba la totalidad del lumen de la

traqueida, obstruyendo la normal circulacién dentro de este tejido (Fig. 54a,b).

Figura 54. Seccion longitudinal radial del lefio de arbol de Austrocedrus chifensis de 30cm de diametro
infectado naturalmente con Phythophthora oustrocedri, (a) tincion con safranina microscopia de campo
claro, (b) seccidon transversal MEB . (a) Presencia de clamidospora obstruyendo el lumen de la tragueida, se
observa en la traqueida adyacente la presencia de hifas. (b) Detalle de clamidospora en zona mas antigua
de la lesion.
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CAPITULO VI
DISCUSION DE RESULTADOS

El presente trabajo demostré que P. austrocedri produce una necrosis del
cambium vascular, siendo éste el primer tejido afectado luego del ingreso del
patdgeno a la planta. Posteriormente es afectado el floema y por ultimo el xilema.
Otras especies de Phytophthora, que causan lesiones en tallo o cancros de tronco
en los arboles, también inician su ataque en la seccién del cambium y afectan
luego a los tejidos vecinos (floema y xilema), principalmente al floema causando
el colapso de sus células (Pogoda et al. 2004; Nagle et al. 2011).

Todas las situaciones analizadas de la enfermedad en los tejidos de conduccién
del tallo (zona de avance, zona media y zona de inoculacion y/o mas antigua de la
lesion), tanto en ejemplares adultos como en ejemplares jovenes, permiten
afirmar que el primer tejido lefioso afectado por P. austrocedri es el cambium
vascular, observandose primero una pérdida de turgencia de sus células y luego,
a medida que avanza la lesion, esto se manifiesta con sus células totalmente
colapsadas y necrosadas.

Aparentemente, como consecuencia del atague de P. austrocedri y respuesta al
mismo, el cambium vascular realiza una reprogramacion de las células madres
tanto del floema como del xilema. La reprogramacion de las células madres del
floema resulta en la conformacion de canales resiniferos traumaticos, bolsones de
resina y una deformacion y desordenamiento de sus elementos celulares.

Una respuesta de defensa importante de las coniferas a los ataques de insectos y
hongos es la produccion y movilizacion de resina (Berryman, 1972; Raffa y
Berryman, 1983). Los efectos defensivos de la resina de coniferas se atribuyen a
sus propiedades téxicas y pegajosas, al flujo de resina masiva que puede
expulsar o repeler la invasion de insectos, y a los efectos inhibitorios sobre
hongos patégenos (Reid et al. 1967; Shrimpton y Whitney, 1968; Bordasch y
Berryman, 1977; Gijzen et al. 1993).

Investigaciones recientes indican que la produccion de canales resiniferos
traumaticos es una respuesta de defensa, la cual es inducida por el Metil
Jasmonato a través de la produccion de etileno, que provoca la reprogramacion

de la zona cambial para la formacién de conductos trauméticos (Hudgins y
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Franceschi, 2004; Hudgins et al. 2004). Por lo general, la formacién de los
canales resiniferos traumaticos es inducida por dafios mecanicos o por el ataque
y/o alimentacion de insectos, otros artropodos, y patdgenos, se forman por
encima y por debajo del sitio dafiado en el tallo, formando conductos axiales de
resina (Ito, 1998; Nagy et al. 2000; Hudgins y Franceschi, 2004; Hudgins et al.
2004; Krekling et al. 2004; Hudgins et al. 2005; Franceschi et al. 2005;
Cruickshank et al. 2006). Estos conductos estan interconectados con los
conductos de resina radiales del floema (Nagy et al. 2000). Algunas especies de
coniferas forman conductos traumaticos por induccion en el floema en lugar del
xilema (Hudgins et al. 2004).

El resultado final del desarrollo de conductos de resina traumatica es incrementar
la formaciéon y acumulacion de resina (Martin et al. 2002; Miller et al. 2005) y
reforzar el flujo de resina actual. El aumento del flujo de resina puede ayudar a
matar o ahuyentar a los invasores, asi como sellar la herida y evitar otros ataques;
empapando con resina otras zonas del arbol.

El sistema de conductos de resina traumatica maduro, forma una red que abarca
el contacto directo entre las células epiteliales del conducto traumético y las
células del parénquima de los radios, asi como la continuidad del lumen entre
conductos adyacentes traumaticos y los conductos de resina radiales. De esta
manera, los dos sistemas de conductos se complementan entre si porque
atraviesan el tronco tanto en direccién axial como radial (xilema-floema). Estas
redes ofrecen una proteccion mas elaborada que la que existiria si el sistema de
resina inducida estuviera restringido exclusivamente al plano axial, y facilitan el
flujo de resina hacia otros sectores (Nagy et al. 2000)

Los conductos de resina traumatica probablemente tienen un efecto positivo en la
resistencia de los arboles al afiadir mas volumen de resina que el almacenado
habitualmente (Christiansen et al. 1999). Hay evidencia de que los conductos
traumaticos pueden impartir resistencia adquirida a un posterior ataque
(Christiansen et al. 1999; Krokene et al. 2003; Franceschi et al. 2005) y que la
resina en los conductos trauméaticos puede ser mas toxica a través de cambios en
los componentes de terpenoides o la adicion de compuestos fendlicos teniendo
mayor relevancia para la capacidad defensiva (Nagy et al. 2000). Las resinas de
ciprés de la cordillera infectados con P. austrocedri muestran diferencias en sus

perfiles de diterpenos en comparacion con las resinas de arboles sanos v,
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ademas, evidenciaron un efecto fungistatico, inhibiendo el crecimiento micelial in
vitro (Otale et al. 2015). La exudacion de resina en ciprés de la cordillera se ha
asociado con lesiones de Phytophthora (Greslebin y Hansen 2010). El flujo de la
resina emerge generalmente de un bolsén de resina en el floema, ubicado cerca
del margen de una lesion necrética. Las bolsas de resinas observadas
microscépicamente, serian las responsables de la sintomatologia diagndstica
externa sobre la corteza de los arboles en pie (exudados de resinas), vulgarmente
conocidas como “chorreaduras de resina”.

Por otra parte, existen varios antecedentes que describen la formacion de
conductos de resina traumatica en el floema de las especies pertenecientes a la
familia Cupressaceae (Yamanaka 1989; Kuroda 1998; Yamada et al. 2002, 2003,
Cleary et al. 2011); sin embargo, este es el primer trabajo que documenta la
anatomia y formacion de canales resiniferos trauméticos y bolsones de resina en
el floema de ciprés de la cordillera, los cuales formarian parte del sistema de
defensa inducido que posee esta especie en respuesta al ataque de P. autrocedri.

La deformacién y el desordenamiento de los elementos del floema generada por
la reprogramacion del cambium se observé en la zona de transicion entre la zona
sana y afectada, donde conformd una “zona tipo barrera anatomica”, que
separaba los tejidos afectados de los sanos. Los tejidos afectados se evidencian
por un angostamiento de la zona, y necrosis y colapso de sus células.

Franceschi, et al. (1998), en los estudios sobre la anatomia de la corteza y del
floema de Picea abies susceptibles a Ceratocystis polonica, describen una
desorganizacion celular de la zona afectada, causada por la aparicion de una
amplia zona de células anormales que contienen sustancias fendlicas, que se
extiende desde el floema secundario, a través del cambium, hasta el xilema.

Fink (1986), en sus investigaciones histologicas sobre los tejidos de conduccion
de Picea spp. y Abies spp., hall6 cambios anatomicos especificos en el floema
secundario de arboles enfermos. En esas especies, varias células del parénquima
floemético se agrandan y se disuelven las paredes entre células adyacentes.
Estas ultimas se fusionan, y de este modo se forman grandes células hacia el
floema no funcional (malformaciones en los elementos del floema). Esto
constituye una reaccion patolégica en los arboles enfermos, dado que la misma

no se observa en el floema secundario normal. Los resultados observados en
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ciprés con respecto al tipo de necrosis y malformaciones en este tejido, coinciden
en gran parte con los estudios de histopatologia de la infeccién y colonizacién de
Phytophthora lateralis en el ciprés de lawson (Oh y Hansen, 2007), en el cual las
células en el cambium y el floema también se colapsan o desorganizan aun
cuando no se observen hifas en los tejidos.

Las investigaciones de Greslebin y Hansen (2010) indican que el principal signo
de P. austrocedri en los arboles naturalmente infectados es la lesién necrética,
gue se extiende desde las raices muertas hasta 1 m del tronco del arbol. Esta
lesion afecta todo el espesor del floema y también, al menos superficialmente, a la
albura que se presenta coloreada. Los estudios anatomicos del floema y del
cambium vascular hasta aqui realizados confirman y coinciden con los resultados

de estas investigaciones sobre la necrosis de dichos tejidos vasculares.

La reprogramacion del cambium hacia el xilema da como respuesta, la
conformacién de una barrera anatomica por la deformacion de radios y traqueidas
en el ultimo anillo de crecimiento y la formacion de trabéculas.

En los estudios sobre la anatomia de la corteza y del floema de Picea abies
susceptibles a Ceratocystis polonica, Franceschi et al. (1998) describen una
desorganizacion celular de la zona afectada, la cual se extiende hasta el xilema,
con la malformacioén de radios y tragueidas. Existen antecedentes también sobre
la presencia de traqueidas llenas de resinas usualmente asociadas al parénquima
radial y no con los conductos normales de resina en Pinus radiata afectado por P.
cinnamomi (Davison et al.1994). Segun Tippet y Shigo (1981), la formacién de
zonas de barrera como mecanismos de defensa contra patdgenos vasculares,
pueden ser importantes para restringir la difusion pasiva de toxinas fangicas, o
metabolitos fitotdxicos producidos por reacciones necroticas del patégeno.

La desorganizacion celular observada en el lefio de ciprés, podria constituir una
estructura de defensa anatémica del tipo “zona de barrera” para aislar el xilema
del tejido lesionado (cambium y floema). En el lefio de ciprés afectado por P.
austrocedri, la zona de barrera, por las caracteristicas descriptas anteriormente,
podria no solo constituir un mecanismo de defensa, sino que contribuiria a la
disminucién de la conductibilidad hidraulica del xilema, debido a las obturaciones
de la traqueidas de los ultimos afios. Los trabajos de Vélez et al. (2012) con

plantas jévenes de ciprés de la cordillera inoculadas artificialmente con P.
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austrocedri, muestran el bloqueo del transporte del xilema producido por la
colonizacion hifal, la presencia de tapones resinosos y la muerte del parénquima
xileméatico radial, lo cual lleva a una pérdida de conductividad hidraulica y de la

capacidad del suministro de agua.

Las trabéculas observadas en el lefio de ciprés de la cordillera estarian asociadas
notablemente al ataque de P. austrocedri, dado que en el 100% de las muestras
infectadas se observaron trabéculas, mientras que en los arboles sanos
estudiados no se encontrd este tipo de estructura anatémica,.

Algunos autores han indicado que las trabéculas ocurren normalmente en ciertas
plantas lefiosas y herbaceas (Mameli, 1913; Barner, 1937); mientras que otros
sugieren que las trabéculas se producen como resultado de una lesion (Werker y
Baas, 1981). Los tipos de lesion al cambium sugeridos en la literatura como
causas para la formacién de trabéculas son: virus, como en algunas variedades
de Vitis vinifiera (Schneiders, 1937, 1958, Wehrmeyer, 1960, Hoefert Gifford,
1967, literatura resumida por Von Miller-Stoll, 1965), picaduras de afidos (Bode,
1938 citado por Muller-Stoll, 1965), efectos del frio (Von Mdller-Stoll, 1965), otros
factores climaticos no especificados (Raatz, 1892), y hongos, donde se cree que
las trabéculas se originan en el cambium donde el material celular se deposita
alrededor de un filamento fino que supuestamente atraviesa la célula viva (Hale,
1923).

La investigaciéon de Hoefert y Gifford (1967) ha demostrado la presencia de
trabéculas Unicamente en los tallos de vid infectados con el “virus de la hoja
enrollada de vid”. Segun este autor, las trabéculas pueden ser estructuras
anormales inducidas por el virus dentro de las células del hospedante,
presumiblemente como un efecto secundario de la enfermedad.

Jeffrey (1917) y Hale (1935) han sefialado la infeccion por hongos como causa
directa o indirecta de la formacién de trabéculas. Aunque la teoria fungica se ha
introducido en casi todos los libros de texto estandar, hasta el momento los casos
son dificiles de explicar. Podria ser posible que la proliferacion de trabéculas sea
estimulada por algun tipo de agente secretado por parasitos fungicos o producido
a través de una complicada interaccion huésped-parasito (Yumoto, 1984). Segun
Grosser (1984), la funcién de la trabécula es prevenir un colapso de las paredes

celulares tangenciales durante la compresion local o tensién de traccion,
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interponiéndose como elementos de refuerzo entre paredes. La trabécula y sus
estructuras relacionadas se consideran como un tipo de estructura anormal que
se forma por procesos bioldgicos mal controlados (Yumoto, 1984).

La conformacion de las trabéculas como barreras mecéanicas dentro del lumen del
xilema conductor, podria estar disminuyendo el caudal hidraulico y, de esta
manera, fomentando el debilitamiento del arbol. La disminucién de la
conductividad hidraulica especifica en plantas de ciprés infectadas con P.
austrocedri ha sido documentada por Vélez et al. (2012). La gran cantidad de
trabéculas halladas en los arboles adultos infectados naturalmente es indicio de
una asociacion entre la formacién de trabéculas y el ataque de P. austrocedri.
Esto a su vez contribuiria, junto con otros factores como la muerte de las raicillas,
a disminuir la conduccion de agua Yy, consecuentemente, produciria el
marchitamiento y defoliacion que es una de los principales sintomas externos del
mal del ciprés (Greslebin et al. 2010).

Si bien los estudios de Roig (1992) y Garcia et al. (2004) citan la presencia de
trabéculas como elemento no excluyente y/o excepcionalmente presente en el
lefio de ciprés, los estudios de Guerra et al. (1994) y Tortorelli (1956, 2009) no
indican la presencia de este elemento en el lefio de ciprés. Las evidencias
halladas en el presente trabajo confirmarian que la formacion de trabéculas en el
lefio de ciprés de la cordillera seria una alteracion del xilema, en este caso en
respuesta a la presencia del patdgeno P. autrocedri donde formaria parte del

sistema de defensa inducido que posee esta especie.

Otras respuestas del ciprés de la cordillera frente al ataque de P. austrocedri,
fueron las modificaciones quimicas observadas tanto en el floema como en el
xilema. Las mismas son: 1) incremento de compuestos fendlicos, 2) variaciones
en la concentracién de almidén, 3) cambio en la composicién quimica de la resina

patolégica producida por los canales resiniferos.

1) Incremento de compuestos fendlicos.

En la deteccion de compuestos fendlicos y taninos en el floema de ciprés afectado
por P. austrocedri, se observaron tres situaciones:

a) induccion de células PP en la zona sana que limita con la zona de transicion; b)

acumulacion de compuestos fendlicos en las paredes de las fibras y células

97



parenquimaticas (radiales y axiales) y de taninos en el cambium necrosado y
parénquima; y c) pérdida o transformacién de los taninos en las células
subsidiaras de los canales resiniferos. La primera situacion conformaria un
sistema de proteccién inducida por el arbol y de resistencia a la infeccion inicial;
mientras que la segunda, delimitaria una zona para evitar el ingreso de futuros
patégenos. La pérdida o transformacion de los compuestos tanicos de los canales
resiniferos podria estar asociada al traslado de esos compuestos hacia otras
partes del tallo.

El ataque de patégenos o insectos y las heridas que causan en los tejidos,
pueden inducir un nimero de respuestas de los vegetales, incluyendo liberacion
y/o sintesis de proteinas relacionadas con la patogénesis, asi como sustancias
quimicas defensivas no proteinicas (Russell y Berryman, 1976; Croteau et al. ,
1987, Vad et al. 1991, Gijzen et al. 1993). Las células del parénquima axial
especializado en el floema del tronco son un sitio primario de reacciones
defensivas a organismos invasores como Ceratocystis polonica (Franseschi et al.
1998).

Se sabe que la respuesta de las plantas frente a patégenos, se caracteriza por la
acumulacion temprana de compuestos fendlicos en el sitio de la infeccién, dentro
de las paredes de la célula, y por el desarrollo limitado del patégeno como
resultado de la muerte celular rapida o respuesta hipersensible (Nicholson y
Hammerschmidt, 1992; Vance et al. 1980). El papel de ciertos fendlicos (tanto
constitutivos como inducidos) en las estrategias de defensa de arboles esta bien
documentado, particularmente en las coniferas (Brignolas et al. 1998, Schultz y
Nicholas, 2000, Bonello y Blodgett, 2003, Lieutier et al. 2003, Venalainen et al.
2003; Wallis et al. 2008). Por otra parte, en el género Quercus, los niveles
fenolicos constitutivos en los tejidos del floema pueden jugar un papel en la
resistencia a la infeccion inicial de P. ramorum (Nagle et al. 2011). Tainter et al.
(1999) observaron en roble una reaccion distintiva del arbol a la colonizacién por
P. cinnamomi, que obliga al hongo a invadir los tejidos en un frente que avanza
con un borde uniforme, semejando esto a un inicio incipiente de
compartimentalizacién. El ciprés de la cordillera mostr6 un comportamiento similar
frente a P. austrocedri. Esto quedd en evidencia con el test de floroglucinol en
corte transversal, donde los radios establecieron un tipo de limite o linea, que

podria estar dado por la acumulacion de compuestos fendlicos.
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Franceschi et al. (2005) han demostrado la activacion de células de parénquima
polifendlicas (PP), a través de heridas e invasion en la corteza de Picea abies con
Ceratocystis polonica, produciendo la expansion celular y la acumulacion de
mayores cantidades de compuestos fendlicos (Klepzig et al. 1995; Franceschi et
al. 2000; Kusumoto y Suzuki, 2003). Las células PP se encuentran
constitutivamente en el floema secundario de especies de Pinaceae y son activas
en la sintesis, el almacenamiento y la modificacion de compuestos fendlicos
(Franceschi et al. 1998, Krekling et al. 2000, Hudgins et al. 2003). Cuando se
activan las células PP, liberan compuestos fendlicos en el sitio de la herida, y
otros compuestos fendlicos se acumulan lejos de la herida (Franceschi et al.
1998, 2000, Hudgins et al. 2003, Krekling et al. 2004). Varios estudios quimicos
han demostrado que la producciébn de compuestos fendlicos se induce
rapidamente en la corteza invadida, y que la cantidad y el tipo de compuestos
fendlicos producidos durante la invasion pueden ser bastante diferentes de los
fendlicos producidos constitutivamente (Brignoles et al. 1995; Lieutier et al. 1996;
Bois y Lieutier, 1997; Viiri et al. 2001; Bonello y Blodget, 2003; Bonello et al. 2003;
Hudgins et al. 2004). La activacion de las células de PP sugiere una funcion
central comun en la proteccion contra los insectos barrenadores de la corteza,

hongos patdgenos y plagas en general (Hudgins et al. 2004).

2) Variaciones en la concentracién de almidon.

Los estudios histoquimicos de Adams et al. (2016), en madera de Aquilaria
malaccensis infectada con hongos, mostraron que el almidéon es degradado
lentamente por los hongos, y que en la regidbn completamente infectada
desaparece este carbohidrato.

En la corteza infectada por hongos de la mancha azul, el almidon desaparece
(Nagy et al. 2000), mientras que en el floema y en el xilema de Pinus sp.
infectados con Cronartium ribicola hay aumento de almidén, incluso durante una
serie de procesos metabolicamente exigentes, tales como la division celular, la
acumulacion fendlica, y la sintesis de resina secundaria. Estas observaciones
indican considerables cambios en los patrones de translocacién y particion de

carbohidratos por el hongo u hospedante (Hudgins et al. 2005).
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Una situacion similar en los cambios de concentracion y distribucién de almidén
se estaria dando en el floema de ciprés frente al ataque de P. austrocedri, donde
en la zonas de transicién necrotico-sano, area donde se produce la deformacién
celular “tipo barrera”, se produce una acumulacion de este carbohidrato; mientras
que en las zonas mas antiguas de la lesion necroética, el almidén desaparece casi
completamente de las células del parénquima axial necrosadas del floema y de

las células subsidiarias de los canales resiniferos.

En los radios parenquiméticos del xilema la pérdida de almidén podria estar
relacionada con dos situaciones: a) un cambio en la translocacion y particion de
carbohidratos para dar paso a la circulacibn de otras sustancias (resinas y
fenoles), que luego son vertidas a otros elementos (traqueidas) y sectores del
xilema; b) y/o que los carbohidratos sean utilizados por P. austrocedri como

alimento, en su etapa biotréfica en el tejido xilematico.

3) cambio en la composicién quimica de la resina patolégica producida por los
canales resiniferos.

La produccion de resina fungistatica en los canales resiniferos es considerada
también una respuesta quimica del arbol frente al ataque del patbgeno. Como se
menciond anteriormente, la resina de los arboles de A. chilensis infectados con P.
austrocedri muestra diferencia en sus perfiles de diterpenos con respecto a la
resina proveniente de arboles sanos (isopimara-8(9),15-dien-19-ol es el
constituyente mas relevante en resinas de arboles infectados). Cuando se estudié
la accion de distintas fracciones de la resina sobre el crecimiento del patégeno, se
observdé que las fracciones con mayor actividad fungistatica contenian como
mayores constituyentes 18-hidroximanool y el aldehido torulosal. Estos
compuestos son productos de la oxidacion de manool, y probablemente son
producidos por el arbol como respuesta quimica contra la infeccién faingica (Olate
et al. 2015).

En lo que se refiere a la presencia del patdgeno en el arbol, se hallaron hifas y
estructuras reproductivas de P. austrocedri tanto en el floema como en el xilema
de ciprés de la cordillera, aunque una mayor presencia del patdbgeno se observo

en el primer tejido. En el floema las hifas se desarrollan en sentido axial a través
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de las células cribosas y del parénquima axial en forma intra- e intercelular,
mientras que en sentido radial lo hacen por los radios parenquimaticos. Este
mecanismo de desarrollo y colonizacion descripto aqui coincide con lo observado
por Oh y Hansen (2007) para el caso de P. lateralis en Chamaecyparis
lawsoniana, quienes observaron hifas inter- e intracelulares en células cribosas
del floema y especialmente en células de parénquima, las cuales siguen caminos
similares a los descritos para otras Phytophthora spp. Los resultados alcanzados
en el presente estudio indicarian también un patrén similar de infeccion de P.
austrocedri en el floema de ciprés de la cordillera a los citados para especies
arboreas de la misma familia. La particularidad seria que es la Unica Phytophthora
para la que se ha reportado un mecanismo de colonizacion, reproduccién y
avance dentro de los canales resiniferos trauméaticos del floema.

Por otra parte, Pogoda y Werres (2004) observaron menos hifas de P. ramorum
con crecimiento intracelular en el floema que en el xilema de Rhododendron.
Parke et al. (2007) demostraron que P. ramorum coloniza el floema, asi como el
xilema de Lithocarpus densiflorus.

A partir del estudio de la colonizacion de los tejidos producido por algunas
especies de Phytophthora que causan lesiones y cancros en el tronco de arboles,
se sabe que éstas prefieren la seccidn del cambium y los tejidos vecinos del
floema y el xilema. Usualmente atacan primero al cambium y luego a los tejidos
de conduccién (Pogoda y Werres 2004). Las observaciones realizadas en los
tejidos de ciprés indicarian que P. austrocedri sigue este mismo orden, para luego
pasar al xilema utilizando los radios parenquimaticos.

Se sabe que muchas especies de Phytophthora colonizan las células vivas,
comportandose de forma biotréfica en una primera etapa para luego pasar a la
forma necrotréfica (Pristou y Gallegly, 1954; Hanchey y Wheeler, 1971; Klareman
y Corbett, 1974; Slusher et al. 1974; Coffee y Wilson, 1983). Esto indica un modo
de vida semibiotrofico, como el que Vanderplank (1984) describi6 para P.
infestans. El hallazgo de hifas colonizando células vivas del floema permite
sugerir un modo de vida semibiotréfico para P. austrocedri en la etapa de
colonizacion y desarrollo dentro del floema de ciprés de la cordillera.

Los resultados de los estudios histologicos de Pogoda y Werres (2004) indican
que P. ramorum desarrolla clamidosporas como esporas de reposo en tallos de

Rhododendron sp. La presencia de estructuras reproductivas y de resistencia
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(clamidosporas, oosporas y ensanchamientos hifales), como asi también la gran
cantidad de hifas observadas en los elementos constitutivos del floema de ciprés,
sugiere que P. austrocedri cumple la etapa sexual de su ciclo biolégico dentro de
este tejido de conduccion. Por otra parte, la presencia de hifas y otras estructuras
del patdgeno contribuirian a la disminucion del flujo floeméatico en su etapa
biotréfica de desarrollo, para luego producir la disrupcién de la conduccién por
necrosis. Todo esto conllevaria a un debilitamiento general de la planta, situacion
ésta que estaria relacionada también con la sintomatologia externa de la
enfermedad del mal del ciprés a campo [decaimiento progresivo de los arboles
afectados a lo largo de varios afios, o bien abrupto, produciéndose la muerte
dentro del primer o segundo afio a partir de la aparicion de los sintomas
(Greslebin y Hansen 2010)].

El taponamiento que producen las hifas en los canales resiniferos traumaticos
(“puentes hifales”) podria interpretarse como una defensa mecanica y de
supervivencia que desarrolla el patégeno, a fin de disminuir el caudal de resina
patolégica que produce el ciprés. También, la presencia de sus estructuras
reproductoras (oosporas) en estos canales seria una estrategia de supervivencia,
por lo que estariamos frente a un mecanismo de interaccién patdgeno-arbol para

el caso de P. austrocedri y ciprés de la cordillera.

En el xilema las hifas se desarrollan intracelularmente en sentido axial a través de
las traqueidas, mientras que en sentido radial lo hacen por los radios
parenquimaticos de manera intra- e intercelular.

Dentro de las traqueidas el desplazamiento de P. austrocedri en el sentido axial y
del flujo de agua, le permitiria llegar a otras partes del lefio. Brown y Brasier
(2007) sugieren que la propagacion de Phytophthora sp. en el xilema de especies
lefiosas, puede darle un mayor potencial de supervivencia y una capacidad de
colonizar el floema sano en otras parte del arbol.

El paso de las hifas de P. austrocedri entre traqueidas y hacia otras zonas del
xilema a través de las puntuaciones areoladas esta en concordancia con lo citado
por Vélez et al. (2012). También este mecanismo de avance es citado por
Hudgins (2005) para las hifas intracelulares de Cronartum ribicola en traqueidas
de Pinus monticola, que se extienden hacia las traqueidas adyacentes a través de

las puntuaciones areoladas.
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El blogueo de las puntuaciones areoladas y del lumen de las traqueidas producido
por las hifas, contribuye a la alteraciéon de la conductividad hidraulica especifica
del tronco (Vélez et al. 2012). Davison et al. (1994), en sus trabajos sobre xilema
y floema de Eucalyptus marginata y Pinus radiata invadido por P. cinnamomi,
consideran que la ocupacion del xilema puede conducir a la interrupcion del
transporte de agua y, por lo tanto, a un debilitamiento de la resistencia del
hospedante.

Vélez et al. (2012) encontraron que las hifas de P. austrocedri son abundantes en
los radios xilematicos, proponiendo que podrian acceder a la albura a través de
radios floematicos. Otras situaciones similares de invasion del lefio de coniferas a
través de los radios parenquimaticos ocurre con Phytophthora lateralis en el
xilema de Chamaecyparis lawsoniana (Oh y Hansel, 2007), como asi también con
Cronartium ribicola en Pinus monticola. En estas especies, la propagaciéon de las
hifas en el xilema ocurre primariamente a través de los radios del xilema, para
luego pasar a las traqueidas. Las hifas se observan principalmente en los
limenes de las traqueidas adyacentes a las células de los radios (Hudgins 2005).
Existen varios antecedentes de diferentes especies de Phytohpthora que
colonizan el xilema de especies lefiosas pudiendo ocasionar una disminucién de
la conductividad. Pogoda y Werres (2004) observaron que las hifas de P.
ramorum en Rhodondendron sp. estaban presentes principalmente en las
trdqueas del xilema secundario, y s6lo unas pocas en el floema. Los estudios de
Parke et al. (2007) en el lefio de Lithocarpus densiflorus infectado naturalmente
por P. ramorum muestran que las hifas son abundantes en los vasos del xilema,
en el parénquima radial y en las fibrotraqueidas. Como consecuencia de esto los
arboles tienen un flujo de savia y una conductividad reducida. Las observaciones
anatoOmicas sugirieron que el transporte de agua en los arboles infectados
disminuye por la obstruccibn causada por hifas, clamidosporas vy tilosis.
Phytophthora ramorum y P. kernoviae infectan la albura de especies de Quercus y
Fagus provocando, al menos, disfuncion local del xilema (Brown y Brasier, 2007).
También la colonizacion de las traqueidas del xilema de Chamaencyparis
lawsoniana estuvo implicada en la susceptibilidad/resistencia a la enfermedad de

raiz de esta especie, causada por P. lateralis (Oh y Hansen, 2007).
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La presencia de estructuras de resistencia y clamidosporas de P. austrocedri en el
lefio de ciprés, contribuirian también a la disminucion del transporte de agua por
la obstruccién que causan las mismas dentro de las traqueidas. Por otra parte,
también podrian facilitar el movimiento de P. austrocedri para su propagacion a
otras partes del lefio, como lo sugieren Brown y Brasier (2007) con respecto a la
propagacion y supervivencia de Phytophthora sp. en el xilema de especies

lefiosas.

Los resultados obtenidos hasta aqui sobre el mecanismo de desarrollo del P.
austrocedri en el lefio de ciprés de la cordillera nos permiten asegurar que este
patdogeno se desplaza en sentido radial a través de los radios xileméticos y en
sentido axial a través de las traqueidas. En consonancia con las observaciones de
Vélez et al. (2012), este trabajo sustenta que el efecto de la infeccion del
patégeno en el xilema estaria correlacionado con la sintomatologia externa que
presenta la enfermedad del mal de ciprés. La disminuciéon de la conductibilidad
hidraulica y del suministro de agua dentro del tallo estarian relacionados con la
clorosis y el cambio de coloracion de follaje, seguidos de caida de hojas y
decaimiento general de la planta (Greslebin y Hansen, 2010).

Este es el primer trabajo que describe en detalle la presencia y el mecanismo de
colonizacion y desarrollo de P. austrocedri tanto en el xilema como en el floema
de ciprés de la cordillera, y contribuye a entender varios aspectos de la
sintomatologia y patogenicidad de esta enfermedad.

Los resultados obtenidos podrian aplicarse a otras especies de la familia
susceptibles al patégeno, y ademas, la informacién generada también a otros

patosistemas Phytophothora-arbol.
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

- El primer tejido afectado por P. austrocedri es el cambium, luego el
floemay por altimo el xilema.
En todas las situaciones analizadas de la enfermedad sobre los tejidos de
conduccion del tronco, (zona de avance, zona media de la lesion y zona inicial),
tanto en ejemplares adultos como en ejemplares jovenes, el cambium vascular
fue el primer tejido afectado. Se observo primero una pérdida de turgencia de sus
células y luego, a medida que avanza la lesion, se manifestd con sus células
totalmente colapsadas y necrosadas. La necrosis del tejido cambial y la
acumulacion de compuestos fendlicos conforman una respuesta del ciprés frente

al ataque de P.austrocedri

- ElI patégeno causa una necrosis general del tejido floematico
(principalmente en su sistema parenquimético) con acumulacién de

compuestos fendlicos y una malformacion del mismo

El segundo tejido afectado fue el floema, con una necrosis general de las células
del parénquima axial y radial, seguido de una acumulacibn de compuestos
fendlicos de la siguiente manera: a) una induccion de células PP en la zona sana
que limita con la zona de transicion; b) una acumulacion de estos compuestos en
las paredes de las fibras y células parenquiméaticas (radiales y axiales) en la
lesiones inoculadas de arboles jovenes; c) un pérdida o transformacién de los

taninos en las células subsidiaras de canales resiniferos.

- Lareprogramacién del cambium forma canales resiniferos traumaticos y
bolsones de resina

La formacion de canales resiniferos traumaticos y bolsones de resina en el floema

de ciprés de la cordillera forman parte del sistema de defensa inducido generando

mayor cantidad de resina patologica.
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- Las resinas de los canales resiniferos traumaticos obturan los elementos
del xilemay del floema

La obturacion de las traqueidas por contenidos resinosos volcados desde los

radios, también contribuye a la disminucién de la conductibilidad hidraulica del

xilema

- Los tejidos de conduccidn del ciprés sufren cambios en la concentracion
de almidén

En el floema de ciprés afectado por P. austrocedris se produce una acumulacion
de este carbohidrato en la zonas de transicién entre la lesién y tejidos sanos,
(area donde se produce la deformacion celular “tipo barrera”), mientras que en las
lesiones el almidén desaparece casi completamente.

La pérdida de almidon en los radios parenquimaticos de ciprés afectado con P.
austrocedri; estaria relacionada con dos situaciones: a) cambio en la
translocacién y particion de carbohidratos para dar paso a la circulacién de otras
sustancias (resinas y fenoles) que luego son vertidas a las traqueidas; b)
utilizacién por P. austrocedri como alimento en su etapa de colonizacion y avance

en el tejido xilematico.

- La reprogramacién del cambium produce la deformacién de radios y la
formacion de trabéculas en el xilema

La desorganizacion celular observada en el lefio de ciprés, constituiria una
estructura de defensa anatémica del tipo “zona de barrera” para aislar el xilema
del tejido lesionado (cambium y floema). La zona tipo barrera, por sus
caracteristicas anatdmicas, no solo formaria un mecanismo de defensa, sino que
produciria una disminucion de la conductibilidad hidraulica del xilema, debido a la
obturacion de las traqueidas de los ultimos afios.

La presencia de trabéculas en el xilema de ciprés seria una anormalidad dentro
de este tejido producto de la reprogramacion del cambium. Las evidencias
halladas en el presente trabajo proponen que la formacién de trabéculas en el
lefio de ciprés de la cordillera es una alteracion del xilema en respuesta a la
presencia del patébgeno P. austrocedri y podrian formar parte del sistema de

defensa inducido que posee esta especie frente al patégeno.
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En base a las discusiones y conclusiones expuestas anteriormente, se propone el
primer modelo histolégico de la afeccion de P. austrocedri en los tejidos de

conduccion del ciprés (Fig. 55).

Modelo histolégico de la afeccidon de Phytophthora austrocedri
en el floema y xilema de Austrocedrus chilensis
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Figura 55. Modelo histoldgico de la afeccion de Phythophthora austrocedri en floema y xilema secundario
de Austrocedrus chilensis, respuestas anatémicas de defensa. Invasion de hifas por floema inducen al
cambium a la formacion de trabéculas en el xilema y canales resiniferos traumaticos en el floema, dando
lugar a una forma de defensa inducida. El exceso de resina es transportada radialmente por los radios
parenquimaticos y células del parénquima difuso, obturando traqueidas y saturando en contenidos
resinosos los radios. Estas resinas limitan junto con las trabéculas, el movimiento circulatorio del agua en el
xilema. El desarrollo de hifas continGa por las células cribosas, pasando a través de las areas cribosas para
llegar al parénquima. Esta situacién reduce también la circulacion de sustancias elaboradas en el floema. El
pasaje del floema al xilema se realiza por los radios parénquimaticos en forma intracelular, y el desarrollo
de hifas dentro del xilema continda a través de las puntuaciones areoladas de las traqueidas. La generacion
de los canales resiniferos traumaticos tratando de limitar el desarrollo y transporte del patégeno, genera
una reaccién en la elaboracién de un mecanismo de defensa del patdgeno. El mismo elabora “puentes”
transversales de hifas dentro del canal resinifero para limitar la circulacién de la resina; y a su vez este gran
flujo de resina es transportada hacia otras zonas del lefio.

El presente trabajo ha logrado comprobar y describir las diferentes respuestas
que ocurren en los tejidos de conduccién del ciprés de la cordillera frente al
ataque P. austrocedri, sin embargo, los mecanismos por los que se
desencadenan las mismas son aun desconocidos. Por lo tanto, continta habiendo
una serie de retos para mejorar nuestra comprension de la interaccion de
organismos invasores y las estrategias de defensa. Seria de gran utilidad conocer
y comprender estos mecanismos de defensa y los de resistencia natural frente a
este patdgeno, para poder avanzar en la formulacion de productos y metodologias
concretas para el control de la enfermedad.

Otra de las conclusiones importantes de este trabajo, es el modelo de desarrollo y
colonizacion de P. austrocedri en los tejidos conductores de A. chilensis que se

presenta a continuacion.

- P. austrocedri se desarrolla dentro del floema y luego en el xilema
cumpliendo parte de su ciclo biol6gico en estos tejidos
El patrén de infeccidn de P. austrocedris en el floema de ciprés de la cordillera es
similar a los citados para especies arbéreas de la misma familia pero con la
particularidad que es la Unica Phytophthora que presenta colonizacion,
reproduccion y avance dentro de los canales resiniferos traumaticos del floema.
Esto se comprob6é por la presencia de oosporas y clamidosporas en dichos
canales. En sentido axial, la invasion utiliza principalmente dos elementos del
floema a) las células cribosas y b) los canales resiniferos trauméaticos. En células

cribosas, las hifas y sus ramificaciones obturan el lumen. Para la colonizacién de
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las células del parénquima, las hifas atraviesan las areas cribosas que comunican
con el sistema parenquimatico axial y desde alli se extienden hacia los radios.

La presencia de hifas y estructuras del patdégeno contribuyen a la disminucién del
flujo floematico en su etapa biotréfica de desarrollo dentro de este tejido. Luego se
produce la disrupcion de la conduccion por la necrosis de los mismos y todo esto
conlleva a un debilitamiento general de la planta.

El mecanismo de desarrollo de P. austrocedri en el lefio de ciprés de la cordillera,
en sentido radial es a través de los radios xilematicos, y en sentido axial a través
de las traqueidas. Su presencia en este tejido contribuye a la interrupcion del
trasporte de agua y por lo tanto a un debilitamiento del ciprés. Esta ultima
situacion esta relacionada con la sintomatologia externa de la enfermedad que
presenta esta especie a campo.

En base a lo expuesto anteriormente y los resultados obtenidos en el presente
estudio, se propone el siguiente modelo de desarrollo y colonizacién de P.

autrocedri en los tejidos de conduccion de ciprés de cordillera (Fig. 56)
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Modelo de desarrollo y colonizacion de Phytophthora austrocedri
en los tejidos de conduccion de Austrocedrus chilensis
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Figura 56. Modelo de desarrollo y colonizacion de Phythophthora austrocedri en los tejidos conductores de
Austrocedris chilensis. Las hifas en el floema se desarrollan en las células cribosas y a través de las areas
cribosas pasan al sistema del parénquima radial y axial. En el sentido axial producen la obturacion de las
células cribosas y parenquimaticas. En sentido radial se desarrolla por los radios parenquimaticos,
atravesando el cambium para llegar al xilema. A su vez colonizan los canales resiniferos traumaticos
inducidos por el ciprés en el floema. En estos canales el hongo desarrolla su etapa sexual, dejando gran
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cantidad de oosporas y posibilitando la re-infeccién en otras partes del floema. Este desarrollo obstruye y
disminuye la circulacion de nutrientes, lo que se ve reflejado en la sintomatologia externa de la enfermedad
(decaimiento general del ciprés, defoliacion, muerte). De los radios xilematicos las hifas pasan a las
traqueidas a través de las puntuaciones. En sentido axial, entre traqueidas, el paso de P. austrocedri es a
través de las puntuaciones areoladas. Dentro de las traqueidas se encuentran también oosporas. Esta forma
de colonizacién del xilema contribuye a la disminucién de nutrientes y al fallo hidraulico, y en conjunto se
relaciona con el decaimiento general seguido de muerte del ciprés (sintomatologia externa de la
enfermedad).
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