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RESUMEN

La podredumbre de la raiz y del tallo de la soja causada por Phytophthora
sojae Kaufmann & Gerdemann es actualmente una de las principales enferme-
dades de este cultivo en Argentina. Con el objetivo de comparar algunas caracte-
risticas fisiolégicas de poblaciones locales se estudio la cinética de crecimiento in
vitro de aislamientos de P. sojae de distintas localidades de la Region Pampeana,
en condiciones estaticas y en agitacion en medio liquido. La evolucién del peso
seco del micelio indico variaciones en el comportamiento de las cepas estudiadas,
tanto en biomasa total como en la duracién de las fases de crecimiento, que no
estuvieron relacionadas con su origen geografico. Las condiciones estaticas y de
agitacion no determinaron diferencias en la biomasa total alcanzada, sin embar-
go el periodo para alcanzar el maximo valor fue mas prolongado en los cultivos
estaticos. Se determind que el momento Optimo para la cosecha del micelio es
entre los 6 y 7 dias de la siembra en medio liquido estatico, y entre los 4 y 5 dias
en agitacion.
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SUMMARY

CINETIC GROWTH IN VITRO OF Phytophthora sojae ISOLATES
FROM ARGENTINA

Soybean root and stem rot caused by Phytophthora sojae Kaufmann &
Gerdemann is currently one of the main diseases of this crop in Argentina. Cinetic
growth in vitro of isolates of P. sojae from different locations from Pampeana
Region, in liquid medium, under static and shaking conditions, was studied, in
order to compare some physiological characters of isolates from local populations.
Dry weight micelium progress curves showed variation between the isolates
studied, in total biomass reached and lasting period of each lap. These differences
were not related with geographical origin. Total biomass showed no difference
between static and shaking conditions, however the period to reach the maximum
value was longer in the former. It was determined that 6 to 7 days of culture in
static conditions and 4 to 5 days in shaker is the optimun time for mycelium
harvest.
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INTRODUCCION

La podredumbre de la raiz y del tallo de la soja (Glycine max L),
causada por Phytophthora sojae Kaufmann & Gerdemann es actualmente
una de las principales enfermedades de este cultivo en Argentina (Barreto
et al., 1998a,c). A partir de 1994 se detectaron epifitias de la enfermedad
en el sur de la Regidbn Pampeana Norte (norte de Buenos Aires, sur de
Santa Fe, sudoeste de Cordoba), asociadas al monocultivo de soja, uso de
cultivares susceptibles y la difusién de préacticas de labranza
conservacionistas y riego por aspersion. En algunos campos los valores de
incidencia alcanzaron el 70 %. Actualmente la enfermedad esta presente
también en la Regién Noroccidental de Argentina (Vallone et a/, 1999).
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P. sojae ataca en cualquier etapa fenoldgica del cultivo, causando la
podredumbre de la raiz y de la base del tallo, y en la mayoria de los casos,
la muerte de las plantas, provocando pérdidas de rendimiento de hasta el
100 % (Schmitthenner, 1989). El patdgeno presenta alta variabilidad fisio-
l6gica, citindose mas de 45 razas en el mundo (Abney et al., 1997). En
Argentina, el 75 % de los aislamientos obtenidos desde 1994 a 1997 co-
rrespondieron a la raza 1. Sin embargo, en los Gltimos afios ha aumentado
la variabilidad , detectandose la raza 4 y nuevos modelos de virulencia que
no se ajustan a razas definidas (Barreto et al., 1998b).

El uso de la patogenicidad como marcador para estudios de varia-
cion es un método laborioso que insume gran cantidad de espacio y tiem-
po, Yy cuyos resultados estan afectados por las condiciones ambientales y
el método de inoculacion (Meng et al., 1999). Diversas técnicas moleculares
han sido utilizadas para el estudio de poblaciones flngicas. Meng et al.
(1999) clasificaron 55 aislamientos de P. sojae en 4 grupos a través de la
técnica de RAPD (“random amplified polymorphic DNA”). Con el objetivo
de comparar patrones de crecimiento, estandarizar condiciones de culti-
vo, y determinar el tiempo 6ptimo para la cosecha del micelio para su uso
en estudios moleculares de las poblaciones argentinas del hongo, se ana-
lizd el crecimiento de cepas originarias de distintas localidades en medio
liquido, estatico y en agitacion, utilizando el peso seco del micelio como
medida de estimacion de crecimiento.

El conocimiento de la cinética de crecimiento bajo condiciones con-
troladas permitira la obtencidon de muestras de micelio de distintas cepas
de P. sojae en estados fisiolégicos comparables.

MATERIALES Y METODOS

Cepas utilizadas
Se utilizaron 7 aislamientos de P. sojae de diverso origen geogréfico
(Tabla 1).

Medio y condiciones de cultivo

Las cepas se cultivaron en medio liquido VA, cuya composicién es: V8
(40ml/1), CO,Ca (600 mg/1), colesterol (10 mg/l), sacarosa (1 g/l) y extrac-
to de levadura (200 mg/l) (Schmitthenner, 1994).
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Tabla 1. Origen geografico de las cepas utilizadas.

Aislamiento Localidad Provincia
504 Hughes Santa Fe
210 Marcos Juarez Cordoba
195 Villa Elisa Coérdoba
211 Marcos Juarez Cordoba
168 Marcos Juarez Coérdoba
89 Pergamino Buenos Aires
282 Pergamino Buenos Aires

Se dispusieron dos series de erlenmeyers en camara de cultivo New
Brunswick G-27, a 23 °C con luz continua provista por 4 tubos fluorescentes
de 20 W, una en forma estéatica con 25 ml de medio por erlenmeyer, y la
otra en agitacion constante a 125 rpm, con 35 ml. El inéculo se obtuvo de
bordes de colonias de 10 dias, sembradas en VA sdlido (20 % agar-agar).

Cosecha de micelio y medicion

El micelio fue cosechado a intervalos regulares (48 y 72 horas) por
filtracion en embudo Buchner a presion reducida a través de papel de
filtro Whatman GP, lavado con agua bidestilada y secado en estufa a 70 °C
hasta peso constante. Se tomo el promedio de dos repeticiones para
cada momento de cosecha.

RESULTADOS Y DISCUSION

En condiciones estaticas el crecimiento de P. sojae fue de tipo dis-
perso, mientras que en agitacion se obtuvieron pellets esféricos.

Las figuras 1 y 2 muestran las curvas de crecimiento en condiciones
estaticas y las figuras 3 y 4 en agitacion. En la tabla 2 se indican el dia de
maximo crecimiento y los valores de peso seco maximo alcanzados para
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Figura 1. Crecimiento de los aislamientos 89, 211, 195, 168 en condiciones estaticas
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cada aislamiento en condiciones estaticas y de agitacién. Todos los aisla-
mientos mostraron un desplazamiento del dia de maximo crecimiento en
estatico.

En agitacion los aislamientos 282, 504 y 210 alcanzan el maximo
crecimiento alrededor del dia 5 (Fig. 4), los aislamientos 89 y 195 el dia 7
y el 211y el 168 el dia 9 (Fig. 3).

En condiciones estéaticas el aislamiento 282 mostrd el maximo creci-
miento el dia 7 (Fig. 2); los aislamientos 89, 195 y 504 el dia 9 (Fig. 1y 2),
211 el dia 11 (Fig. 1) y 168 y 210 el dia 12 (Fig. 1 y 2).

El maximo valor de peso seco obtenido fue de alrededor de 1.8 mg/
ml de medio de cultivo y correspondi6 al aislamiento 89, mientras que el
minimo valor alcanzado fue cercano a 0.6 mg/ml de medio para el aisla-
miento 504.
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Figura 2. Crecimiento de los aislamientos 282. 504 y 210 en condiciones estéaticas
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Tabla 2. Dia de maximo crecimiento y valores maximos de peso seco en condicio-
nes estaticas y de agitacion.

Estatico Agitacion
Aislamiento Dia de maximo | Maximo peso Dia de maximo | Maximo peso
crecimiento seco (mg/ml) crecimiento seco (mg/ml)
89 9 1.8 7 1.8
195 9 1.6 7 1.5
211 11 1.2 9 1.2
168 12 1.6 9 1.6
282 7 0.65 5 0.8
504 9 0.7 7 0.6
210 12 0.8 5 0.8
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Figura 3. Crecimiento de las aislamientos 89, 211, 195, 168 en agitacion.
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Las diferencias en el patrén de crecimiento detectadas no estuvieron
relacionadas con el origen geografico de las cepas.

Los aislamientos 282 y 210 mostraron un periodo lag corto en agita-
cién (Fig. 4). El resto de los aislamientos mostraron un periodo lag mas
prolongado tanto en agitacion como en estatico.

No se observaron diferencias importantes en los valores de peso
seco obtenidos para cada uno de los aislamientos en condiciones de agita-
cién y en condiciones estaticas (Tabla 2).

La declinacion de la velocidad de crecimiento probablemente es cau-
sada por el envejecimiento del medio, el consumo exhaustivo de los
nutrientes que se tornan limitantes y la acumulaciéon de productos de
desecho.
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Figura 4. Crecimiento de los aislamientos 282, 504 y 210 en agitacion.
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Después de alcanzar el maximo crecimiento todos los aislamientos
ingresaron en una fase de autdlisis gradual no observandose fase estacio-
naria (Fig. 1 a 4). La cosecha del micelio entre el 6° y 7° dia de la siembra,
en condiciones estaticas, y entre el 4° y 5° dia en agitacién, permite
obtener el maximo peso seco evitando la autolisis.

BIBLIOGRAFIA

ABNEY, T.S.; MELGAR, J. C.; RICHARD, T. L.; SCOTT, D. H.; GROGAN, J. Y.y
YOUNG, J. 1997. New races of Phytophthora sojae with Rps-1d virulence. Plant
Disease 81: 653-655.

BARRETO, D.; ANDERSON, T.; GALLY, M. and GRIJALBA, P. 1998a Evaluation of
Phytophthora sojae from Argentina soybean fields. 7™ International Congress
of Plant Pathology. Edimburgo (Escocia). Proceeding N° 6: 72.

46 CINETICA DE CRECIMIENTO IN VITRO DE CEPAS ARGENTINAS DE



BARRETO, D.; GALLY, M.; GRUJALBA, P. 1998b. Razas de Phytophthora sojae en
la Regién Pampeana (Argentina) en un intervalo de 8 afios. Fitopatologia 33 (1):
17-18.

BARRETO, D.; GALLY, M.; GRUJALBA, P; VALLONE, S. y PLOPER, D. 1998c Pre-
valencia de Phytophthora sojae en la Regién Pampeana Norte (Argentina), ca-
racterizacion de razas y evaluacion de cultivares. Fitopatologia brasileira 23 (1):
54-57.

MENG, X., SHOEMAKER, R. AND YANG, B. 1999. Analysis of pathogenicity and
genetic variation among Phytophthora sojae isolates using RAPD. Mycol. Res.
103(2):173-178.

SCHMITTHENNER,A.F. 1989. Useful methods for studying Phytophthora in the
laboratory. Phytophthora identification workshop. August 16-18, West Virginia
University, USA.

SCHMITTHENNER, A. F; HOBE, M. & BHAT, R.G. 1994. Phytophthora sojae
races in Ohio over 10 year interval. Plant Disease. 78: 269-276.

VALLONE. S.; BOTTA, G.; PLOPER, D.; GRIJALBA, P.; GALLY, M.; BARRETO, D.
y PEREZ, B. 1999. Incidencia de Phytopthora sojae en cultivos de soja en las
regiones Pampeana Norte y Noroccidental de Argentina. Mercosoja 99. Rosario,
21-25/6/99. Resumen: 21-22.

GALLY, M.E.; LOPEZ, S.E.; DOKMETZIAN, D.A.; RAMOS, A.M.; BARRETO, D.E. 47



