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1. INTRODUCCION

Phytophthora sojae Kaufmann & Gerdemann es un Oomicete del reino
Stramenopila que causa la podredumbre de raiz y tallo en soja. Es un patégeno
gue puede infectar a la soja en cualquier estadio fenoldgico y, es el responsable
de enfermedades en pre y post emergencia, como es el caso del “damping-off”,
0, en plantas adultas, la podredumbre de la raiz y base de tallo.

Esta enfermedad estda considerada como la segunda o tercera
enfermedad més importante de la soja en el mundo (Wrather y Koenning,
2009). Ha causado importantes mermas en la produccion de grano, tanto en
Estados Unidos de Norte América como en América del Sur, especialmente en
Argentina y Brasil.

Las variedades de soja sembradas en Uruguay son de origen
extranjero. Generalmente vienen con la informacion del criadero que indica la
resistencia a distintas razas de P. sojae. Para que esta informacion pueda ser
utilizada es fundamental conocer que razas o patotipos predominan en las
condiciones del pais.

A pesar de que este patdgeno ya habia sido detectado décadas antes
en varios paises, en Uruguay los primeros indicios se ubican durante la zafra
2013 — 2014. El mismo, junto a otros patdgenos fueron los causantes de la
muerte de plantulas de soja en pre y post emergencia luego de fuertes
precipitaciones previas y posteriores a las siembras en suelos mal drenados
(Sans et al., 2017).

La Lic. Biol. (PhD.) Silvina Stewart (INIA) recogié muestras de tejido de
los diferentes cultivos afectados, de donde se aisl6 al patégeno, cultivl y repico
para esta tesis.

El objetivo de esta tesis fue determinar los patotipos de Phytophthora
sojae que se encuentran presentes en los suelos de nuestro pais.

Esta informacién servird también para determinar la compatibilidad de
los diferentes patotipos aislados con las variedades sembradas a nivel
comercial y, a su vez, se podra seleccionar por resistencia dentro del programa
de mejoramiento de soja local.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1CULTIVO DE SOJA

Actualmente es uno de los cultivos oleaginosos mas importantes en el
mundo. Estados Unidos es el lider de produccién mundial (Koivisto s.f., Casal
2017), seguido por Brasil y Argentina. En la Uniébn Europea es practicamente
nula la produccién, y, ocupa el segundo lugar después de China como
importador de soja (Maluenda, 2018).

Es cultivada por sus granos que se utilizan para la alimentacion, tanto
humana como animal y por sus caracteristicas oleaginosas. Su tenor proteico
es mayor al de la mayoria de los cereales (UBA. FA s.f., Hildebrand 1986,
Cataldi 2008). El grano tiene un 40% de proteina de excelente calidad y 20% de
aceite comestible e industrializable. Los granos enteros se pueden consumir
directamente o a través de la panificacion, aunque su mayor valor econémico
estd basado en la obtencion de aceite y la utilizacion de las harinas de
extraccion. Su principal destino es como suplemento proteico de alto valor
alimenticio para los animales, por su balanceado contenido aminoacidico. Un
subproducto de la extraccion del aceite de relevancia es la lecitina de soja, por
las caracteristicas emulsificantes y antioxidantes (UBA. FA s.f., Hildebrand
1986).

2.2 EL CULTIVO DE SOJA EN URUGUAY

La soja, originaria de Asia, ocupa un lugar preponderante en la dieta
de su poblacion. Hoy es uno de los cultivos alimentarios mas importantes en el
mundo. La produccion del cultivo se ha extendido a nivel mundial, los primeros
lugares en producciéon lo ocupan EE.UU., Brasil, Argentina y China (Uruguay
XXI 2013, Calzada 2014).

Uruguay no ha sido ajeno a la implantacion del cultivo de soja, y el area
dedicada al mismo ha crecido exponencialmente en los ultimos afios y paso a
ser el principal cultivo de secano (Giménez, 2014). El incremento en area del
cultivo se dio a partir del afio 2000, en el cual se sembraron 20 mil ha de soja
(Hernandez, 2013, Figura No. 1) y mantuvo un crecimiento sostenido de la
superficie sembrada hasta la zafra 2014-2015 (MGAP. DIEA 2015a, 2015b,
2016, 2018). La produccién de esta oleaginosa se ha concentrado en el litoral
oeste del pais (Blasina y Asociados, 2015a).
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Figura No. 1. Evolucion historica del area de soja en Uruguay

Fuente: Blasina y Asociados (2015b).

Cuadro No. 1. Promedio nacional del area sembrada, produccién y rendimiento,
del cultivo de soja por afio agricola entre 2007-2018

Cultivo/Zafra 2007/08 | 2008/09 | 2009/10 | 2010/11 | 2011112 | 2012113 | 2013/14 | 2014/15 | 2015/16 2016/17 2017118
Produccion (k, tn) 7129 | 10286 | 18168 | 15410 | 21120 | 27650 | 31620 | 31093 | 22080 | 32040 | 13340

Area sembrada (k, ha) 4619 | 5778 | 8632 | 8621 | 8837 | 10500 | 13214 | 13340 | 11400 | 10890 | 1099,0
Rendimiento (kg/ha sembrada) | 16730 | 17800 | 21050 | 17880 | 23900 | 26340 | 23930 | 23310 | 19370 | 29510 | 12140
Precio U$SHton 2680 | 4620 | 3960 | 3800 | 4850 | 5470 | 4990 | 4590 | 3800 | 3340 | 3380

Soja

Fuente: MGAP. DIEA (2015a, 2018).

El area sembrada paso de 461,9 mil ha en la zafra 2007/2008 a 1.334
mil ha en 2014/15, cifra que no se ha vuelto a alcanzar. El rendimiento
promedio nacional ronda los 2000 kg/ha, teniendo su pico maximo en la zafra
2016/17. El precio de la soja ha variado entre un minimo de 288 y a un maximo
de 547 U$S/tonelada en esta Ultima década (Cuadro No. 1).

Son varios los factores que incidieron en la expansion del area de la
soja en el Uruguay. El valor de mercado de la soja en el pais (“oro verde de
Uruguay”) segun El Observador (2013), ha incidido en el aumento de superficie
sembrada. Segun Musa et al. (2010), hubo la reconversién de los productores
ganaderos a la produccion agricola y ademas las inversiones de productores y
empresas extranjeras en tierras arrendadas. Estos inversores extranjeros



fueron atraidos por el bajo precio de la tierra, la baja carga impositiva sobre la
exportacidon, condiciones agroclimaticas beneficiosas, tecnologias de facil
incorporacion y aumento del precio internacional de la soja. Al aumentar el
capital invertido en agricultura, se valoriza en forma creciente el recurso tierra,
tanto para el arrendamiento como para la venta. Ante el incremento del precio
de la renta, muchos productores arriendan sus tierras a los “pools de siembra”
desarrollados por las grandes empresas.

Musa et al. (2010), afirman que otra de las causas del incremento de
produccion de soja fue el desarrollo del paquete tecnoldgico siembra directa-
glifosato-soja transgénica, por su bajo costo y facil implementacion, su
adaptaciéon a la regién y su adopcién generalizada en grandes escalas. La
tecnologia de la siembra directa redujo los costos en combustibles y habilit6 el
cultivo en nuevas zonas no cultivables con el sistema convencional del laboreo
del suelo.

Rocha y Villalobos (2012), en referencia al tema, indican que a partir del
afio 2000 (fecha en la que expir6 la patente del glifosato), el desarrollo de las

industrias de sintesis del glifosato, en Argentina, Brasil y Paraguay permitio
abaratar los costos de este.

2.3 HUESPED

2.3.1 Descripcion de la soja

La soja o soya (Glycine max (L.) Merill), hibrido tetraploide (2n=40), es
una planta perteneciente a la familia de las leguminosas (Fabaceae), originaria
de China. Fue primariamente introducida en Europa y América del Norte como
forraje (Bureau de la Biosécurité Végétale, 1996).

Es una planta herbacea de crecimiento anual con ciclo primavero—
estival, que dura entre 3 y 7 meses (Infoagro.com s.f, Blum et al. 2008.). Su
metabolismo corresponde al tipo fotosintético C3, fijando el CO2 atmosférico en
un compuesto de 3 carbonos, el 3-fosfo glicerato. Al utilizar la RubisCo como
sustrato a la pentosa Ribulosa 1,5 bis-fosfato, se forman dos moléculas 3-fosfo
glicerato. Esta reaccion es clave ya que es la responsable del aumento de la
biomasa vegetal a nivel del planeta.! Tiene un didmetro de entre 0,40 a 1,0
metros y puede alcanzar entre 0,4 a 1,5 metros de altura. Suele ser erecta y
con ramificaciones con tendencia a vuelco, aunque existen variedades un poco

! Urrestarazl. H. 2018. Com. personal.



mas resistentes al mismo (UBA. FA s.f.,, Bureau de la Biosécurité Végétale
1996).

La planta presenta una raiz pivotante que puede explorar hasta 2
metros, con gran cantidad de ramificaciones laterales. Las vainas, tallos y hojas
pubescentes, varian el color de los pelos de rubio a pardo — grisaceo
(Infoagro.com s.f., Bureau de la Biosécurité Végétale 1996, Kantolic et al. 2006).

Las primeras dos hojas son unifoliadas, opuestas, con forma oval. Las
siguientes trifoliadas, alternas, de tamafio mediano, largamente pecioladas. Las
hojas caen antes que las semillas maduren. Las flores papilionadas, tienen una
disposicion axilar, se agrupan en racimos axilares con 2 a 35 flores cada uno,
su coloracion varia entre blancas, rosas o purpuras segun sea el genotipo, son
pequefias, in-conspicuas y auto fértiles (Infoagro.com s.f., Bureau de la
Biosécurité Végétale 1996, Kantolic et al. 2006).

El fruto es una vaina dehiscente, que se abre por ambos lados, pilosa
gue crece en grupos de 3 a 5. Las mismas tienen entre 3 a 7 cm de longitud y
generalmente contienen de 1y 5 (raramente mas) semillas. Las mismas pueden
variar su forma segun el cultivar, desde ovales a esféricas o alargadas y
aplanadas. El tamafio oscila entre 5 a 10 mm de diametro y su color amarillo.
En algunas variedades se puede observar el hilio, un punto negro en la semilla,
por donde se une a la planta (Infoagro.com s.f., UBA. FA s.f., Bureau de la
Biosécurité Végétale 1996, Kantolic et al. 2006). Segun Burton (1997), las
semillas estdn conformadas por un embrién y un tegumento, el cual a su vez
presenta tres capas: epidermis, hipodermis y un parénquima interno. Por fuera,
las semillas estan cubiertas por una capa cerosa llamada cuticula. La misma
otorga impermeabilidad a la semilla, dependiendo de la cantidad, tamafo y
forma de los poros que tiene en su superficie. Los mismos varian su ubicacion
en la superficie y en cantidad, dependiendo del genotipo de la soja. Blackman et
al. (1992), Burton (1997) concuerdan en el hecho, que la capa externa de la
semilla de soja al madurar es dura, resistente al agua y protege al cotiledén e
hipocotilo de posibles dafios.

2.3.2 Requisitos para el crecimiento

La soja, fue definida por varios autores, como una especie de dia corto
con respuesta cuantitativa al largo de los dias (Cregan y Hartwig 1984, Fassio
et al. 2017).



Es una planta que, en general es sensible al fotoperiodo a partir del
momento en que se expande totalmente su primera hoja trifoliada (2do estadio
vegetativo, V2). La floracion se induce al llegar al umbral de horas de luz
requeridas segun el grado de madurez del cultivar. La misma, provoca la
transformacién de los meristemas vegetativos en meristemas reproductivos
(Miguez s.f., Bodrero 2003).

Los estados de desarrollo del cultivo de soja y la duracion de sus fases
dependen de la temperatura y el fotoperiodo (Kantolic et al., 2006). Segun lo
expresado por Bodrero (2003), Fassio et al. (2017), los cultivares de soja
presentan en general, un fotoperiodo critico (14h) por debajo del cual el lapso
entre la emergencia y la floracion no disminuye. Lo autores arriba mencionados
afirman que, en casos de fotoperiodos mayores al critico, se alarga
considerablemente el periodo emergencia-floracion. Los cultivares de soja
presentan un amplio rango de sensibilidad al fotoperiodo. Existen los genotipos
gue florecen con fotoperiodos muy largos, otros que lo hacen con fotoperiodos
muy cortos, asi como también los genotipos insensibles al fotoperiodo (Inouye
et al. 1979, Bodrero 2003, Fassio et al. 2017). A su vez, existen situaciones
intermedias que interactian con la temperatura, por lo que segun su
comportamiento fototérmico se agrupan a los genotipos en diferentes grupos de
madurez (GM).

Fassio et al. (2017), mencionan que el origen de la clasificacién de los
GM tuvo lugar en los EE. UU. La misma divide a los cultivares en los siguientes
grupos: 000, 00, 0, I, Il y sucesivamente hasta el grupo X. Esta division se basa
en la tolerancia a las diferentes temperaturas y fotoperiodos. Es asi que el
grupo 000 es tolerante a las bajas temperaturas e indiferente al fotoperiodo, por
lo que su siembra se realiza en latitudes altas (latitud 45°). Los grupos del otro
extremo, que son aquellos que requieren dias mas cortos para inducir la
floracion, se siembran en latitudes mas cercanas al Ecuador. Es importante
conocer cada GM, ya que cada uno se encuentra adaptado a determinada
franja de latitudes. La siembra de un cultivar expuesta a fotoperiodos mayores a
su critico, producira un largo de ciclo mas largo. A la inversa si al cultivar se lo
expone a fotoperiodos mas cortos que su fotoperiodo critico, resultara que las
plantas son de menor tamafio, sobre todo en aquellos cultivares de crecimiento
indeterminado (Inouye et al. 1979, Bodrero et al. 1997, Fassio 2017). Para el
caso de estos ultimos, se reducen la altura y el nimero de nudos, por atrasos
en la fecha de siembra.

A la soja se la clasifica, también, segun su habito de crecimiento en
variedades determinadas, semi-determinadas e indeterminadas (UBA. FA s.f,,
Miguez s.f., Bernard 1972):



- soja de crecimiento determinado: detienen la formacion de nudos en el
tallo principal y cesa su crecimiento, en altura luego de iniciada la floracion.

- soja de crecimiento indeterminado: existe mayor superposicion entre
las etapas vegetativa y reproductiva luego de la floracion. Esto hace que la
planta siga creciendo en altura.

Sin embargo, las variedades determinadas y en menor medida las
variedades semi-determinadas, luego de la floracion, prosiguen su crecimiento
vegetativo en las ramas, no asi en el tallo principal. A igual GM, las sojas
indeterminadas suelen ser mas altas que las determinadas, esto se debe a que
las primeras contindan creciendo en altura luego de la floracion. Para Uruguay,
Fassio et al. (2017), indican que los genotipos mejor adaptados al rango de
latitudes y fechas de siembra son los pertenecientes a los GM 1V, V, VI y VILI.
Todos los cultivares dentro de esos GM pueden agruparse en tres ciclos: corto
(GM < 5,4), medio (5,4 < GM <6,2), y largo (GM > 6,2).

La soja es un cultivo que se adapta a diferentes tipos de suelos. Se
pueden lograr altos rendimientos, desde una textura arcillosa a una arenosa,
siempre y cuando el agua y los nutrientes no sean limitantes (Baigorri, 2010).

Segun lo que plantean Fassio et al. (2017) para cada ambiente, el
rango optimo de fechas de siembra se definird en funcion de la temperatura del
suelo y del aire, la longitud del dia o fotoperiodo, y la disponibilidad de agua
durante el ciclo del cultivo, sobre todo durante el periodo critico. La dinamica
estacional, de estos factores, y la respuesta cuantitativa y continua del cultivo
de soja, marca de manera importante el desarrollo segun la fecha de siembra y
la localidad (Kantolic et al., 2006). Ademas, es necesario conocer el periodo
libre de heladas (120 a 180 dias).

Dada la situacion actual, en la cual las rotaciones implican dos cultivos
al afio, la eleccion de la fecha de siembra de los cultivos de segunda suele
quedar supeditada a la cosecha del cultivo anterior y, por ende, al tiempo de
barbecho (periodo entre la cosecha de un cultivo y siembra del siguiente, en el
cual se acumula agua en el perfil del suelo, se desintegra el rastrojo y
consiguiente acumulacibn de materia seca, entre otros). Por lo antes
mencionado, no siempre suele coincidir la fecha real de siembra, con la fecha
Optima de siembra del cultivo. Esto hace a la importancia de manejar cultivares
con diferentes grupos de madurez (GM) y asi elegir los que mejor se adaptan al
rango de fechas de siembra disponibles.



2.4 PATOGENO

2.4.1 Origen e historia

Phytophthora sojae es un Oomycete, perteneciente al Reino
Stramenopila. Este patdgeno ha causado importantes pérdidas econémicas. Un
ejemplo de ello fue la pérdida del 10% de la produccion total de soja, lo que
equivale a 121.406 ha en Ohio, Estados Unidos de Norte América a fines de la
década los 70. Con la incorporacion de resistencia mediada por genes mayores,
se ha manejado desde ese entonces efectivamente la enfermedad (Dorrance et
al., 2007).

Phytophthora significa "destructor de plantas” (“Phyton” = planta y
“‘phthora” = destructor) nombre dado por Heinrich Anton de Bary en 1876 luego
de estudiar el tizon de la papa que afecté en 1845 a Europa del oeste,
principalmente en Irlanda, causando la Gran Hambruna Irlandesa entre los afos
1845 y 1849 (Sarasola et al. 1975, Alexopoulus et al. 1996). Esta enfermedad,
provocada por Phytophthora infestans, destruy6 rapidamente la hortaliza, en
ese entonces, uno de los alimentos més importantes para los campesinos
irlandeses. Entre 1841 y 1851 el censo de poblacion registré6 un descenso de
1,7 millones de habitantes y los efectos de la hambruna continuaron durante
décadas. La papa originaria de América, se introdujo en Europa para terminar
con el hambre en ese continente. En ese entonces, en el siglo XIX, los
campesinos irlandeses cultivaban la papa para su consumo. Esta rendia mas
de una cosecha anual, si las condiciones eran éptimas y a su vez soportaba
condiciones de frio extremo. Cuando comenzé la epidemia del tizén causado
por P. infestans, las ciudades y los pueblos se vieron desbordados por
campesinos que llegaban en busca de ayuda, aparecen epidemias como fiebre
tifoidea, colera y disenteria. Irlanda perdid6 mas de un cuarto de su poblacion
debida a la muerte y al desplazamiento de mas de dos millones de personas
que emigraron a Inglaterra, Norte América, Sudamérica y Australia. Se
considera la Gran Hambruna como una catastrofe social, biologica, politica y
econdémica, que marcO de forma permanente el panorama politico, cultural y
demografico de Irlanda (Moroy, 2016).

2.4.2 Descripciéon del patégeno

Phytophthora sojae es un organismo diploide, cuyo ciclo de vida incluye
tanto reproduccion sexual como asexual. La caracteristica que le da al grupo su
nombre es su estructura sexual: la oéspora (Goodwin 1997, Kendrick 2002).



La interaccion entre P. sojae y la soja, estudiada por Kaufmann y
Gerdemann (1958), causa la podredumbre de raiz y tallo de la planta (PRT),
limitando la produccion de esta oleaginosa a nivel mundial, siendo capaz de
afectar a la planta durante todo el ciclo del cultivo.

Phytophthora sojae presenta micelio cenocitico o aseptado, aunque a
medida que crece “in vitro” forma falsos septos (Hartman et al.,, 1999). Los
medios mas utilizados para cultivar P. sojae son: agar lima frijol, V8, agar
zanahoria. En medio de cultivo, el micelio crece sobre la superficie y carece de
color, las hifas son incoloras y las ramas crecen en angulo recto (Schmitthenner
y Bhat, 1994a).

2.4.3 Fases — sexual/asexual

El género Phytophthora se puede reproducir sexual o asexualmente.
Las oGsporas son estructuras reproductivas del tipo sexual. En las
especies homotalicas, auto fértiles, como P. sojae, un unico individuo es capaz
de producir las estructuras sexuales femeninas y masculinas y se auto acopla
(Goodwin 1997, Grau et al. 2004). Es decir, el ciclo sexual se completa con un
solo talo que surge de una sola espora (Chang et al., 2004). En aquellas
heterotalicas, dos individuos deben aparearse, y se designan como Al y A2.
Los anteridios introducen los ndcleos haploides en la oogonia, ya sea por la
introduccién de la oogonia en el anteridio (anfigina) o por el acercamiento del
anteridio a la mitad proximal de la oogonia (paragina) y la union produce
ob6sporas. La meiosis es gamética y los nucleos sométicos son diploides (Chang
et al., 2004).

Los esporangios, zoosporas Yy clamidosporas son estructuras de
reproduccion asexual de P. sojae. Las clamidosporas son generalmente
esféricas y pigmentadas y pueden tener una pared celular gruesa que actia
como una estructura de la supervivencia al igual que las oosporas. En las
especies con esporangios caducos, éstos actlan como estructuras de
dispersion y se propagan por el viento o el agua. En el caso de P. sojae, los
esporangios son no-caducos, no se deprenden, pero liberan zoosporas
(Hartman et al. 1999, Fry et al. 2010).

2.4.4 Biologia

De acuerdo a Dorrance et al. (2007), P. sojae es un Oomicete, pariente
cercano de las algas doradas, del reino Stramenopila (o Straminipila). Este
grupo de organismos tiene la capacidad de producir esporas méviles en agua



(zoosporas), con flagelos tubulares. La temperatura Optima para el crecimiento
es de 25 a 28 °C para la mayoria de los aislados.

Los esporangios, producen zoosporas o esporas flageladas en forma de
limén, de paredes delgadas, que no se forman en el cultivo de agar, pero
pueden ser inducidos con repetidos lavados de los cultivos (Schmitthenner et al.
1994b, Dorrance et al. 2007). Una vez formado, el esporangio tiene una papila
poco visible, por lo que se describe como no papilado. Los esporangios tienen
pedicelos largos y son no caducos, no se caen ni desprenden del micelio
principal. Los esporangios son de aproximadamente 40 um de largo por 28 ym
de ancho. A partir del esporangio vacio, otro esporangio se desarrollara con un
patrén anidado e interno. Las zoosporas nadan hacia la raiz de la plantula de
soja, se enquistan en su superficie, y germinan emitiendo un Unico tubo
germinal que penetra en la pared celular de la raiz.

2.4.5 Clasificacién y morfologia de Phytophthora sojae

Si bien P. sojae no es un hongo, se asemeja a los mismos por su
morfologia ya que presenta hifas o micelio. Las diferencias entre Phytophthora y
el resto de los Oomicetes con los verdaderos hongos estan dadas por varias
caracteristicas fisiolégicas que los separan en diferentes reinos. Los Oomicetes,
como grupo, se asocian al habitat acuatico ya que producen esporas nadadoras
(zoosporas) con flagelos tubulares. Su pared celular se compone de glucano y
celulosa, y su micelio es cenocitico (aseptado o sin paredes transversales). En
cambio, los hongos tienen quitina en su pared, y tienen tabiques o septas. En
sSu etapa vegetativa el micelio es diploide, en oposicién a la haploidia de los
hongos (Waterhouse 1963, Erwin 1983).

Las odsporas (esporas sexuales, de paredes lisas y gruesas) tienen 19-
38 um de didmetro y se forman en el tejido infectado (Erwin et al. 1996,
Hartman et al. 1999). Su germinacién puede ser directa produciendo hifas o
indirecta, produciendo esporangios con gran numero de zoosporas (Dorrance et
al., 2007, Figura No. 2). P. sojae, tiene esporangios asexuales, no papilados,
ovoides, de paredes finas, que van desde 23 a 88 por 16 a 52 um (Erwin et al.,
1996). Tiene oogonias globosas de mas de 30 um de diametro, que pueden
llegar a alcanzar los 45 ym. Las clamidosporas, esporas asexuales, de paredes
gruesas, no se forman facilmente y su temperatura 0ptima de crecimiento es de
20-25 °C.

A partir de 1876, afilo en que Heinrich Anton de Bary (Matta, 2010)

describe P. infestans, se comienzan a describir otras especies. Es asi que, en
1931, Drechsler describe por primera vez P. megasperma. Waterhouse (1963),
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propuso una clave para clasificar especies que dividen al género en seis
grupos. P. sojae, en ese momento sinénimo de P. megasperma var. sojae, fue
incluida en el grupo V de Waterhouse (1963).

Actualmente, la identificacion de especies se ve facilitada por la técnica
“in vitro” PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), que imita la habilidad
natural de la célula de duplicar el ADN. Es una técnica para hacer multiples
copias de un segmento de ADN. Utiliza ciclos de desnaturalizacion,
apareamiento con cebadores y extension por medio de la enzima ADN
polimerasa, termo resistente, y es muy precisa. Una vez que se obtiene la
secuencia de ADN, se la contrasta en una base de datos, buscando la similitud
con especies ya descriptas (Gonzélez s.f., Mullis et al. 1986).
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Figura No. 2. Ciclo reproductivo de Phytophthora spp., con sus diferentes tipos
de esporas sexuales y asexuales

Fuente: Wikipedia (2016).

2.4.6 Descripciéon de la infeccién y sintomas

Erwin (1983) plantea que P. sojae es un patdgeno vegetal necrotrofo
(mata el tejido y luego lo asimila), que sobrevive como oo0spora en restos
vegetales y en el suelo. Hoy en dia, P. sojae es considerado un patégeno
hemibiotrofo, actia como biotrofo en los primeros estadios de la infeccion y
luego se convierte a necroétrofo (Gijzen et al., 2009). Por su parte, las oésporas
pueden permanecer durante algunos afos en estado latente, soportan la
congelacion y largos periodos de temperaturas frias. Tienen latencia endégena
y Su germinacion no es sincronica y puede continuar durante 30 dias o mas,
incluso cuando las condiciones le son muy favorables (alta humedad y
temperaturas de 25 a 30 °C) y en suelos arcillosos, fuertemente compactados y
pesados.

11



La germinacion de la oospora puede ser directa (funcionando como
conidios) o indirecta mediante la produccién de esporangios (Erwin 1983, 1996).
Su formacion y germinacion se da con temperaturas entre 25 a 30 °C. El tubo
germinativo produce, un esporangio o micelio, cuando las odsporas germinan y
su pared interna es absorbida. Los esporangios, estructuras asexuales de P.
sojae formadas en los tejidos vegetales infectados, son capaces de germinar
directamente, actuando como conidios, o indirectamente, liberando zoosporas
(Hartman et al., 1999). En los suelos saturados y mal drenados, las odsporas
germinan para formar el micelio, que luego producird esporangios y zoosporas
(Grau et al., 2004, Figura No. 3). Las zoosporas, esporas asexuadas, carecen
de pared celular, son moviles, gracias a que presentan dos tipos de flagelos
(pincel y latigo). Pueden nadar cortas distancias en superficies inundadas o a
través de los poros del suelo, pero son principalmente diseminadas por el
movimiento del agua del suelo (Hartman et al., 1999). Las mismas son liberadas
por el esporangio, y se consideran el propagalo primario de infeccion de P.
sojae. Estas son atraidas por las isoflavonas, exudados de las raices de la soja
(Figura No. 3, Gijzen et al., 2009). Una vez que alcanzan la raiz de plantas de
soja susceptible, pierden sus flagelos, se enquistan y germinan (Figura No. 3).
Una vez dentro de la corteza de la raiz, colonizan el tejido intercelular de la
misma. Las hifas invaden el cértex y penetran los tejidos vasculares en el eje de
la raiz y tallo. Dentro de estas lesiones, P. sojae, realiza su ciclo sexual,
formando odsporas (homotalicas o auto fértiles) que, una vez muerta la planta
guedan en la tierra (Figura No. 3, Morris et al. 1992, 1998, Grau et al. 2004, Hua
et al. 2015).
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(isf: isoflavonas, os: o6spora, sp: esporangio, zo: zoospora).

Figura No. 3. Formacion de esporas de Phytophthora sojae y la atraccién de
zoosporas a raices de soja

Fuente: Hua et al. (2015).
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La infeccidbn por P. sojae pueden ocurrir durante todo el ciclo de
crecimiento del cultivo. Cuando la infeccibn se da durante la implantacion,
causando “damping off” en pre y pos-emergencia, se debe realizar resiembra de
los lugares afectados, con semilla tratada con funguicida (Dorrance et al.,
2007). La enfermedad llamada “damping off’ es causada por un complejo de
patdgenos, uno de los cuales es P. sojae. ElI “damping off’ se da
especificamente en la etapa de semilla a plantula, luego una vez que las
plantas tienen un sistema radicular desarrollado y hojas maduras, son capaces
de resistir mejor a la infeccion. La enfermedad se da en condiciones de suelo
hamedo y célido, y una temperatura ambiente entre 25 a 30 °C. Las lesiones
pueden comenzar en cualquier parte de la raiz, hipocotilo y cotiledén. Los
sintomas en plantulas se visualizan como una pudricién blanda de color marrén
claro y el avance de la colonizacién del patdbgeno provoca su muerte y son
indistinguibles de los causados por Pythium spp. (Dorrance et al. 2007,
Dorrance et al. 2008, Stewart 2011).

En planta adulta P. sojae causa la enfermedad denominada
podredumbre de raiz y base del tallo (PRT). El sintoma caracteristico de la
enfermedad es una lesion marrdn chocolate que se desarrolla desde la base de
la planta hasta 4 o 5 nudos en el tallo. Esta lesion rodea y se extiende por el
tallo, y finalmente provoca la muerte de la planta (Schmitthenner, 1985). A
veces, la lesion so6lo se da en un lado de la planta, pero es continta desde el
cuello de la planta hasta la parte aérea de la misma. Las hojas permanecen
adheridas a la planta por los pedunculos (Dorrance et al. 2007, Dorrance et al.
2008, Stewart 2011). Los sintomas de PRT dependen del nivel de resistencia
del cultivar, y pueden variar desde una infeccion asintomatica a plantas enanas,
cloréticas y marchitas (Dorrance et al., 2007). PRT es considerada mono-
ciclica, tiene solo un ciclo efectivo de infeccion por estacion de crecimiento. Las
plantas afectadas aparecen de manera aleatoria en el cultivo, encontrando en el
campo plantas con sintomas intercaladas con otras sanas, asi como también
amplias areas afectadas en zonas bajas con suelos mal drenados (Dorrance et
al., 2007, Figura No. 4).
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Figura No. 4. Ciclo de la podredumbre de raiz y tallo de soja causado por
Phytophthora sojae

Fuente: Dorrance et al. (2007).

2.4.7 Condiciones ambientales predisponentes

Las condiciones ambientales favorables al desarrollo de la enfermedad
(germinacion de esporas y produccion de esporas asexuales) son temperaturas
entre 25 y 30 °C, suelos pesados, arcillosos, calidos, mal drenados,
compactados, factibles de ser saturados continua o esporadicamente
(Schmitthenner 1985, Stewart 2011).

2.4.8 Manejo vy medidas preventivas para la enfermedad

Segun lo que plantean Vallone et al. (2002) se deberia:

- utilizar cultivares resistentes y/o tolerantes a PRT

- elegir suelos bien drenados para la siembra

- realizar rotaciones de cultivo con gramineas

- tratar las semillas con fungicidas especificos (metalaxil o
propamocarb) en los campos donde se ha detectado la enfermedad.

2.4.9 Pérdidas producidas por la enfermedad en el mundo vy en la regiéon

En Estados Unidos, es considerada la segunda enfermedad mas
importante en pérdida de rendimiento. Al comparar diferentes iso-lineas,
resistentes y susceptibles de soja, las segundas mostraron en promedio, 65 a
93 % menos de rendimiento comparadas con las primeras, en campos con alta
presion de inoculo de P. sojae (Wilcox y Martin, 1998). Segun lo que plantean
Gijzen et al. (2009), las pérdidas anuales resultantes de PRT en Norte América
son de aproximadamente 10.000.000 Tn. de soja y se han estimado pérdidas
de 1-2 billones de ddlares a nivel mundial.

En América del Sur, mas concretamente en Argentina, se han reportado
incidencias del 60 y 70 % en Pergamino y Marcos Juarez, respectivamente
(Vallone et al., 1999). En Brasil, se reportd por primera vez, en la zafra 1994-
1995, en Rio Grande del Sur (Costamilan et al., 1996).
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2.5 INTERACCION HUESPED-PATOGENO

Existen patégenos restringidos a una uUnica especie vegetal, 0 a una
determinada variedad dentro de la especie, otros a un género de plantas, y
otros a una gran variedad huéspedes perteneciente incluso a varias familias de
plantas (Agrios, 2017). Agrios (2017), cita el ejemplo de Puccinia graminis, que
ataca el tallo en los cereales, enfermedad conocida como roya del tallo. Dentro
de P. graminis existen formas especiales que solo atacan al trigo, a la cebada o
a la avena. A su vez, dentro de estas formas especiales existen variantes que
atacan a algunas variedades del huésped y no a otras, y se las conoce bajo el
nombre de razas o patotipos.

2.5.1 Interaccion vy variabilidad patogénica

Segun Agrios (2017), los genes de resistencia que tienen algunas
variedades de plantas hacen que reaccionen de forma distinta a las diversas
razas del patdgeno. Existe una relacion entre los genes de resistencia de las
variedades hipotéticas A, B, etc. y distintas razas del patégeno (Cuadro No. 2).
La resistencia o susceptibilidad contra un patégeno, se transmite de generacién
en generacion, es decir. esta genéticamente controlada. De igual forma se
comporta el patdégeno en cuanto a su virulencia y avirulencia.

Cuadro No. 2. Interacciones entre variedades de plantas con distintos genes de
resistencia y razas del patdbgeno

Razas del patégeno Razas del patégeno
3 g 1 2 1 2 3 4
c 8 ©
3 g A + I A + + +
s = °
>3 B + g8 B + - - +
S =
g3 C + - - +
Q
3 -
g D + +

Posibles reacciones de dos (izquierda) y cuatro (derecha) variedades de una planta a dos
(izquierda) y cuatro (derecha) razas de un patégeno. El signo “+” indica que la planta es
susceptible (la reaccién es compatible y se produce infeccion); el signo “-” indica que la variedad
es resistente (la reaccion es incompatible y no se produce infeccion.

Fuente: Agrios (2017).

El concepto de gen por gen fue definido por Flor en el afio 1956 - para
el lino y la roya del lino - de la siguiente manera: por cada gen que confiere
resistencia en el hospedante, hay un gen especifico y complementario en el
patégeno, que le confiere avirulencia y viceversa. Cuando una variedad es
resistente a un patdégeno como resultado de 1, 2 o 3 genes de resistencia,
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también el patégeno tendra 1, 2 o 3 genes de avirulencia. Cada gen en el
hospedante puede detectarse o identificarse solo por su gen complementario en
el patdégeno, y viceversa. Esta interaccion gen a gen entre el patégeno y su
huésped fue postulada por Flor (1971, Cuadro No. 3).

Cuadro No. 3. Comprobacion cuadratica de las combinaciones genéticas y tipos
de reaccién a las enfermedades en una relacién hospedante - patdégeno basada
en la teoria de gen por gen, para un solo gen

Genes de rezistencia o
susceptibilidad en la planta

Genes de

virulecia o R, dominante | r, recesivo
avirulencia en el | (resistente} | (susceptible)

patdgeno

A dominante

(@virulento) AR () A}

a, recesivo
(wirulento)

ak (+) ar (+)

El signo indica que la reaccién es incompatible (resistente) y, por tanto, no se produce
infeccion. El signo “+” indica que la reaccion es compatible (susceptible) y, por tanto, se produce
infeccién.

Fuente: Agrios (2017).

Los genes de resistencia en el hospedante generalmente son
dominantes (R) y los genes que confieren susceptibilidad, son recesivos (r). A la
inversa, en el patégeno los genes dominantes son los que determinan su
avirulencia (A) y los que codifican para virulencia son los recesivos (a). La
combinacion AR es la Unica resistente, ya que el hospedante presenta el gen de
resistencia R, y el patdogeno carece de ese gen de virulencia a. En
contraposicion en todas las demas combinaciones, la planta hospedante va a
ser infectada y se va a producir la enfermedad (Agrios, 2017).

Existen posibles combinaciones genéticas y tipos de reaccion a la
enfermedad para dos genes de resistencia y de virulencia en los loci
correspondientes (Cuadro No. 4). Agrios (2017), plantea que las plantas
susceptibles (rirz2) carentes de genes de resistencia, son atacadas por todas las
razas del patdégeno. Plantea, ademas, que pueden ser atacadas por aquellas
gue no tienen genes de virulencia especificos (A1Az). EI mismo autor afirma,
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que aquellas razas del patégeno o individuos con genes de virulencia (aiaz)
especificos para cada gen de resistencia del hospedante (R1R2), podran infectar
a las plantas que tengan cualquier combinacion de estos genes (RiR2, Ruirz,
rnR2).

Cuadro No. 4. Interaccidn complementaria entre dos genes de resistencia del
hospedante y dos genes de virulencia correspondientes del patégeno y sus
tipos de reaccion

o . .

D = Genes de resistencia (R) o
NI ) T

s £ susceptibilidad (r) en la planta
(8]

E < % RiR; | Rinp 1R, rr
>

S -g 8 A A, - - - +
v 5 S

s2o| A - - + +
0 =

% % a; A2 - + - +
o Q a + + + +

Fuente: Agrios (2017).

La interaccién entre el patégeno y el hospedero en el sistema P. sojae —
soja, sigue el concepto de gen a gen postulado por Flor (1971). La expresion de
resistencia (incompatibilidad) requiere una interaccibn entre un gen de
resistencia de la planta de soja (Rps) y un gen de avirulencia en P. sojae. Por
consiguiente, implica una resistencia inducida. El gen de avirulencia del
patégeno codifica un elicitor que, directa o indirectamente, interactia con el
producto del gen de resistencia de la planta promoviendo una cascada de
reacciones que determinan la reaccion de resistencia o hipersensibilidad
(Parker, 2009). La susceptibilidad (compatibilidad) por otro lado, es considerada
pasiva debida a la ausencia de genes de resistencia y/o avirulencia (Misaghi,
1982).

Se conocen diecisiete genes de Rps que confieren resistencia a PRT
(Grau et al. 2004, Sun et al. 2010, Lin et al. 2013, Zhang et al. 2013). Sin
embargo, hoy en dia se piensa que probablemente existan otros genes
menores en las plantas involucrados en la resistencia de ‘gen a gen’, ademas
del gen Rps por si mismo (Parker, 2009).

La variabilidad en P. sojae ha sido tradicionalmente evaluada a través

de un test de virulencia, usando un set de diferenciales compuestas por siete a
catorce lineas cada una de las cuales posee un gen de resistencia (Rps) a P.
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sojae y un susceptible universal. Estos son utilizados para caracterizar a las
razas de P. sojae o patotipos (Flor 1971, Dorrance et al. 2004). Cada raza de P.
sojae descripta fue identificada en base a la compatibilidad (susceptibilidad) e
incompatibilidad (resistencia) en estas lineas diferenciales (Dorrance et al.
2003, 2004), y a cada una se le adjudic6 un numero, raza 1 a la 55. En la
medida que nuevas combinaciones o patotipos de genes de virulencia iban
apareciendo en el patdégeno (Schmitthenner et al. 1994b, Yang et al. 1996,
Abney et al. 1997, Ryley et al. 1998, Leitz et al. 2000, Dorrance et al. 2003,
Jackson et al. 2004, Malvick et al. 2004) el antiguo sistema de clasificacion fue
dejado de lado (Dorrance et al., 2005). Potencialmente puede haber 217(2N
donde N = no. genes Rps) combinaciones de virulencia o razas posibles. Esto
ha llevado a los investigadores a describir los patotipos directamente por la
férmula de virulencia, indicando el gen Rps al cual el patotipo es capaz de
infectar, dejando asi de lado el sistema de adjudicacién de un nimero para
cada raza. Actualmente, hay mas de 200 patotipos conocidos (Dorrance et al.,
2003) lo que sugiere una alta variacion genética con respecto a la virulencia de
las poblaciones naturales.

2.5.2 Genesy tipos de resistencia en huésped

Existen diferentes tipos de resistencia de las plantas, en general a los
patégenos, segun Agrios (2017), se encuentran las siguientes resistencias:
e Verdadera
o Horizontal
o Vertical
e Aparente

Resistencia verdadera: segun Agrios (2017), es aquella que es
controlada genéticamente por la presencia de uno o varios genes que le
otorgan resistencia a la planta contra el ataque de un patégeno. La
incompatibilidad de la interaccion hospedante — patégeno es debida a la
ausencia de reconocimiento quimico entre ambos, o por mecanismos de
defensa de la planta, en respuesta al patdgeno y sus consecuencias.

Esta resistencia puede ser horizontal o vertical.

Resistencia Horizontal (R.H.): también conocida como resistencia no
especifica, general, cuantitativa, de planta adulta, de campo o durable. Se
considera que todas las plantas tienen cierto nivel de resistencia no especifica,
no siempre es la misma, la que es eficaz contra cada uno de sus patdégenos
(Agrios, 2017). Es también llamada resistencia poligénica o de genes multiples,
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por ser controlada por muchos genes (hasta cientos). Estos deben actuar en
conjunto para poder ser eficaces en la neutralizacién del efecto del patégeno y
tener una mayor funciéon en la R.H. total de la planta (resistencia de genes
menores). Los genes que otorgan la R.H. controlan las diversas etapas de los
procesos fisiologicos y constituyen los mecanismos de defensa de la planta.
Debido a que las diferencias en R.H. son pequefias e insuficientes, no es
posible distinguir variedades con base en su R.H. (resistencia no diferencial).
Las condiciones ambientales afectan y pueden hacer variar a la R.H. Esta,
retarda el desarrollo de la infeccidn en la planta, y asi, retrasa la propagacion de
la enfermedad y el desarrollo de epifitias en el campo, pero no evita que las
plantas sean infectadas (Agrios, 2017).

Resistencia Vertical (R.V.): también es conocida como resistencia
especifica, cualitativa o diferencial. Es aquella en la cual una variedad vegetal
puede ser resistente a alguna raza de un patdgeno, lo que no impide que sea
susceptible a otra raza del mismo patdogeno (Agrios, 2017). Este tipo de
resistencia en las plantas permite diferenciar claramente entre las razas de un
patégeno, ya que es efectiva contra ciertas razas especificas del mismo e
ineficaz contra otras.

A diferencia de la R.H., la R.V., es controlada por uno o pocos genes,
razén por la cual se la denomina resistencia de genes mayores, mono-génica u
oligo-génica. Estos genes cumplen una funcién importante en la expresion de la
R.V., debido a que son los responsables de controlar una etapa importante de
la interaccidon entre el patégeno y el hospedero (planta). Cuando la R.V. esta
presente, hay incompatibilidad entre el hospedero y el patégeno. El hospedero
desarrolla en respuesta una reaccion de hipersensibilidad que impide la
multiplicacion y establecimiento del patégeno en el hospedero. En conclusién, la
R.V. limita el in6culo inicial y asi se inhibe el desarrollo de las epifitias (Agrios,
2017).

Resistencia aparente: los cultivos pueden presentar casi todos los
afos y en diferentes areas, enfermedades localizadas o de amplia distribucion,
pero algunas plantas pueden permanecer libres de infeccion. Agrios (2017),
expresa que algunas plantas susceptibles presentan una resistencia aparente,
esto es el resultado de procesos “de escape o tolerancia” a la enfermedad. El
escape se da siempre que las plantas genéticamente susceptibles no sean
infectadas, dado que no coincidan en tiempo y espacio los tres factores del
triangulo de la enfermedad: hospedante susceptible, patégeno virulento y
ambiente favorable. Por otro lado, hay algunas plantas que, aun siendo
infectadas por un patdgeno, tienen la capacidad de no afectar su rendimiento.
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En el caso especifico del sistema P. sojae — soja, los tipos de
resistencia son:
1. resistencia vertical, mediada por gen mayor o Rps,
2. resistencia horizontal, multi-génica.
3. resistencia aparente.

1) Resistencia vertical. Se han identificado 17 genes Rps y la mayoria
han sido mapeados en el genoma de la soja. Se han utilizado a nivel comercial
s6lo seis genes, Rpsla, Rpslb, Rpslc, Rpslk, Rps 3ay Rps 6. Por otra parte,
el Rps 8, se encuentra en proceso de desarrollo comercial. Este tipo de
resistencia se expresa como una respuesta hipersensible en ensayos de
invernaculo a través de la inoculacion en la zona del hipocétilo de las plantulas.
Sin embargo, sélo es eficaz contra algunas razas (Agrios, 2017).

2) Resistencia horizontal. Esta clase de resistencia es heredada
cuantitativamente y se manifiesta principalmente como una reduccion de la
colonizacion de las raices. Esta resistencia se expresa en las plantas después
gue los cotiledones y las primeras hojas verdaderas son visibles, a diferencia de
la resistencia mediada por gen Rps que se expresa en la semilla (Dorrance et
al., 2007). La resistencia horizontal se manifiesta como una colonizacion mas
reducida y una mas lenta expansién de la lesién, y es heredada como una
caracteristica multi-génica. En la medida que hay mas genes involucrados en la
expresion de esta resistencia y los ensayos requieren mas tiempo, los cultivares
con resistencia horizontal son mas dificiles de identificar, lo cual dificulta la
seleccion en los programas de mejoramiento.

3) Resistencia aparente. Las plantas no son infectadas ya que no se dio
un ambiente favorable.

Una combinacién del gen Rps de resistencia y RH ha generado la

mejor proteccion, especialmente en las regiones donde los suelos albergan un
gran numero de razas (Dorrance et al., 2007).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 METODOLOGIA

La metodologia utilizada para llevar a cabo el estudio es la que
habitualmente se emplea en estos ensayos. Se tiene en cuenta que la muestra
debe tener el tamafio suficiente como para minimizar las variaciones debidas al
azar 0 a algun evento cuyo valor escape notoriamente de los esperados a
encontrar en el muestreo.

La ejecucion de la tarea siguid los pasos que a continuacion se
describen.

3.1.1 Coleccion del patégeno

Se utilizaron 14 aislados colectados durante las zafras 2013/2014 y
2014/2015 que habian sido guardados en trozos de V8 diluido (40 ml de jugo de
vegetales V8Campbell, 0.6 g CaCos, 0.2 g extracto de levadura, 1 g sucrosa, 20
g agar, 1000 ml de dH20) en agua estérii a temperatura ambiente
(Schmitthenner y Bhat, 1994a). Los aislados fueron obtenidos de plantas con
sintoma, entre los estadios de dos nudos a plena floracién, de diferentes
localidades y variedades (Cuadro No. 5).

Las mismas se lavaron y se dejaron debajo de agua corriendo por 12-
16 horas. Luego se cortd y esterilizd la lesion con hipoclorito al 1%, y a
continuacion con alcohol al 70% y se enjuagd con agua oxigenada estéril. Se
cortd una pequefia porcioén entre la zona afectada y la parte sana y se colocé
debajo del mencionado medio de cultivo V8 hifa (French y Herbert, 1980) y
guardados en trozos de medio de cultivo V8 diluido en agua estéril a
temperatura ambiente (Schmitthenner y Bhat, 1994a).

Se considera que el numero de aislados satisface los requerimientos
como para que el tratamiento de las muestras cumpla con el rigor estadistico
necesario.

Cuadro No. 5. Origen de los aislados de P. sojae utilizados

Caddigo Zafra Localidad Departamento Variedad
PsO1 2013/2014  Semillero Colonia DM 7.0i
Ps02 2013/2014  Semillero Colonia DM 7.0i
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Ps03 2013/2014  Semillero Colonia DM 7.0i
Ps04 2013/2014  Semillero Colonia A 5009 RG
Ps06 2013/2014 Manantiales  Colonia A 5509 RG
Ps07 2013/2014 Manantiales  Colonia A 5509 RG
Ps09 2013/2014 San Pedro Colonia DM 6.2i
Ps10,1 2014/2015  Tarariras Colonia  Cardinal 590
Ps10,3 2014/2015  Tarariras Colonia  Cardinal 590
Ps11  2014/2015 Semillero  Colonia DM 9958
IPRO
Ps12,1 2014/2015  Trinidad Flores -
Ps12,3 2014/2015  Trinidad Flores -
Ps13 2014/2015 - Colonia -
Ps13.2 2014/2015 - Colonia -

-: dato no disponible.

La Lic. Biol. (PhD.) Silvina Stewart (INIA) recogié muestras de tejido de
los diferentes cultivos afectados, de donde se aisl6 al patégeno, cultivl y repico
para esta tesis.

3.1.2 Obtencién y multiplicacion del in6culo

Este procedimiento se realizé en camara de flujo laminar, utilizando
bisturi y ansas estériles. Luego se rotularon las placas y se incubaron a 20 °C
(Figura No. 5).

Luego de 7-10 dias, se procedié al repique del patbgeno a nuevas
placas de Petri en medio V8 diluido. Este procedimiento se realizé cortando
trozos de agar de la periferia de la placa y trasladandolos a una nueva placa
para repicar el patdogeno. Las placas se incubaron igual que en el procedimiento
anterior (Figura No. 5).
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Figura No. 5. Repique de aislados (5a. placas de Petri luego de repicar los
aislados. 5b. Materiales utilizados para repicar los aislados)

3.1.3 Siembra de diferenciales de soja

Se sembraron 14 diferenciales en cada bandeja, representando el set

completo. Cada linea o diferencial de soja posee un gen/alelo de resistencia o
Rps, salvo el cultivar Williams Pl 548631 que no posee gen de resistencia y por
lo tanto es utilizado como susceptible universal (Cuadro No. 6).

Para la siembra de los diferenciales de soja se procedié de la siguiente

manera:

1.

hw

© N

Se hizo una mezcla de proporciones 5:1:1 de volumen de tierra:
vermiculita: turba

Se rellenaron bandejas de 45 por 28 y 7 cm de profundidad, cada una
con 8 orificios en la base

Se homogeniz6 la superficie de la tierra

Se marcaron catorce surcos, uno por cada diferencial de soja, en cada
bandeja

Se numeraron las bandejas y se les coloc6 una lengieta identificadora
en el primer surco

Se colocaron doce semillas por surco de cada diferencial, por bandeja
(Figura No. 6)

Se cubri6 la superficie de la bandeja con la mezcla de sustrato

Se colocaron las bandejas en invernaculo a 28 °C £ 8 °C

Se reg6 a diario con agua lluvia
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Figura No. 6. Siembra de 14 diferenciales de soja por bandeja

Cuadro No. 6. Set diferencial para P. sojae con sus respectivos genes/alelos de

resistencia (Rps)

No. CVS GEN
1 Williams Pl 548631 -
2 Harlon Pl 548571 Rps 1-a
3 L77-1863 Pl 547842 Rps 1-b
4 Williams 79 PI 518670 Rpsi-c
5 Wuan PI1 103091 Rps 1-d
6 Williams 82 Rps 1-k
7 L82-1449 Pl 547788 Rps 2
8 L83-570 Pl 547862 Rps 3-a
9 L91-8347 Pl 591509 Rps 3-b
10 L92-7857 Pl 591510 Rps 3-c
1" L85-2352 Pl 547874 Rps 4
12 L85-3059 PI 547876 Rps 5
13 L89-1581 PI1 591511 Rps 6
14 L93-3258 Pl 591512 Rps 7
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3.1.4 Inoculacion

Diez a doce dias post siembra, cuando las plantulas de soja llegaron
al estadio de etapa cotiledonar (Vc) (Fehr et al., 1971) y las colonias de P. sojae
llegaron al borde de la placa, se procedié a realizar la inoculacion. Se utilizé la
técnica de inyeccion en hipocétilo (Schmitthenner y Bhat 1994a, Dorrance et al.
2008). Cada bandeja, conteniendo los 14 diferenciales del set fue inoculada con
uno de los 14 aislados (Cuadro No. 6). Este procedimiento se repiti6 dos veces
para cada aislado.

Segun lo que describe Toledo (2006), durante la etapa cotiledonar (Vc),
el hipocdtilo se endereza, los cotiledones se despliegan totalmente y en el nudo
inmediato superior los bordes de las hojas unifoliadas no se tocan. A partir de
aqui el resto de los estados vegetativos se los identifican con el nimero de
nudos. Para este procedimiento se utilizaron los siguientes materiales:

- Marcador permanente

- Guantes descartables

- Jeringas hipodérmicas descartables de 2,5 ml y 20 ml con sus
respectivas agujas

- Papel absorbente

- Mechero

- Alcohol 70 %

- Espatulay bisturi

- Bolsas plasticas del tamafio de las bandejas

- Placas de Petri con el patégeno crecido en medio V8 diluido

Se seleccionaron aquellas bandejas con plantulas de sojas parejas y
homogéneas, y se procedié a realizar la inoculacion. El procedimiento se
describe a continuacion:

1. Se esterilizaron los instrumentos con alcohol y se los quemé en la

llama del mechero

Se escribio el nombre del aislado en la bandeja

3. Se corto el contenido de la placa y se introdujo dentro de la jeringa de
20ml, sin incluir el centro con el pedacito del cultivo original

4. Para macerar el agar se lo hizo pasar de una jeringa de 20ml a otra,
repitiendo el procedimiento hasta que el contenido queda con
consistencia pastosa

5. Esta pasta se coloco en una jeringa de 2,5 ml con su aguja

N
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6. Con la aguja se procedio a realizar una incision de tipo ojal en el
hipocatilo, sin quebrarlo, y se introduce 0,2 a 0,4 ml de macerado del
patégeno (Figura No. 7). Un aislado por bandeja

7. Se completo toda la bandeja con el mismo aislado

8. Se inocularon dos bandejas por aislado (2 repeticiones)

9. Se colocé una bolsa de nylon cubriendo la bandeja, se cierra
herméticamente (Figura No. 8)

10.Se repiti6 el procedimiento para cada aislado, esterilizando los
instrumentos entre aislados

11.Las bandejas permanecieron en invernaculo en camara humeda
durante 16 a 24 horas, mediante la introduccion de las mismas en
bolsas de nylon.

Apertura de ojal en tallo de
plantula de soja

Introduccion de pasta
con patégeno

Bandeja a inocular
Figura No. 7. Técnica para inocular

Figura No. 8. Camara humeda dentro de la bolsa de nylon
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3.1.5 Evaluacion e indentificacion de patotipos

Se realiz6 la evaluacién entre siete a diez dias post inoculacion. Se hizo
un conteo por bandeja y por surco y para calcular la incidencia de plantulas
muertas 0 que mostraron lesiones necréticas expandidas. Un diferencial fue
considerado susceptible cuando el 70% de las plantulas o0 mas mostraron esta
sintomatologia. Se determinan los diferenciales susceptibles y por ende el gen
de resistencia para el cual el aislado es virulento (Figura No. 9). Para la
designacion de la raza (raza 1 y 55) se utiliz6 la nomenclatura estandar (Grau et
al. 2004, Dorrance et al. 2007). Cuando la formula de virulencia no coincide con
las 55 razas previamente descriptas, se designa al patotipo indicando el gen
Rps al cual es capaz de infectar (Dorrance et al., 2005).

Figura No. 9. Evaluacion de los diferenciales
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se determinaron siete patotipos diferentes de los 14 aislados de P.
sojae estudiados. Tres de los patotipos encontrados tienen un niamero de raza
asignado en la bibliografia, los demas se designan indicando el gen Rps al cual
es capaz de infectar (Grau et al. 2004, Dorrance et al. 2005, Dorrance et al.
2007).

El 57 % de los aislados pertenecieron a un Unico patotipo; vir 1b, 3a, 3b,
5 (patotipo sin un numero de raza asignada). Los seis aislados restantes
pertenecieron, cada uno, a un patotipo diferente. Tres de ellos con nombres de
razas conocidos; raza 4, 14 y 25 (Cuadro No. 7). Para la determinaciéon del
namero de las razas se utilizo la tabla de Bhat y Schmitthenner (1993).

Cuadro No. 7. Patotipos de P. sojae determinados para el Sur - Oeste del
Uruguay

Patotipo Ais’\lla?dos Cddigo de aislados Denominacioén
virlc 7 * 1 Ps02 raza 14
virlalc?7 1 Ps06 raza 4
Ps01, Ps03, Ps10.3,
virlb3a3b5 8 Ps11, Ps12.1, Ps12.3, -
Ps13, Ps13.2
virlb1lc1k2 7 1 Ps07 -
virlb3a3b57 1 Ps04 -
vir 1a 1b51k 3a3b 1 Ps10.1 i
virlalb 1c 1k 7 1 Ps09 raza 25

* significa que el aislado es compatible con los genes de resistencia Rps 1cy 7 de la soja.

Tanto en Argentina como Brasil, los primeros aislados de P. sojae
encontrados en la década del 90, pertenecieron exclusivamente a la raza 1
(Barreto et al. 1995, Costamilan et al. 1996). A medida que la enfermedad tomo
importancia en el cultivo y que se fueron liberando variedades con genes Rps,
aparecieron nuevos patotipos. Es asi que en la zafra 2013-2014 en el sudeste
bonaerense se determinaron 12 patotipos distintos en 18 aislados, ninguno de
los cuales correspondi6 a la raza 1 (Soares et al., 2015). En este trabajo, si bien
se encontré un patotipo predominante, éste no fue la raza 1, y al igual que en el
sudeste bonaerense ninguno de los aislados correspondi6 a esta raza.

Nueve de los 13 genes de resistencia de la soja estudiados fueron
compatibles con al menos un aislado de P. sojae (Rps 1a, 1b, 1c, 1k, 2, 3a, 3b,
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5y 7) (Figura No. 10). Mas del 70 % de los aislados fueron compatibles con los
genes Rps 1b, 3a, 3b y 5 (Figura No. 10). Contrariamente, los diferenciales de
soja que poseen los genes Rps 1d, 3c, 4 y 6 mostraron reacciones de
resistencia al 100 % de los aislados estudiados.

aislados (%)

2 - I t
0_ T T T T T

1la 1b 1c 1d 1k 2 3a 3b 3c 4 5 6 7

genes/alelos Rps

Figura No. 10. Porcentaje de aislados compatibles con los genes de resistencia
de la soja (Rps)

Los genes Rps que se utilizan y estan incorporados en las variedades
comerciales en la region y en el mundo son Rpsla, Rpslc y Rpslk
(Schmitthenner et al. 1994b, Soares et al. 2015). Esto sugiere que, Ssi
incorporaramos estos genes de resistencia en el nuestro programa de
mejoramiento local, la resistencia seria efectiva para mas del 70 % de los
patotipos encontrados en este estudio, como lo muestra la Figura No. 10.

Aun mas eficiente seria el uso de los genes Rpsld, Rps3c, Rps4, Rps6,

los cuales fueron efectivos para el 100% de los aislados encontrados en este
estudio.
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5. CONCLUSIONES

A pesar del numero limitado de aislados del trabajo, la variabilidad de
patotipos encontrada fue mayor a la esperada, para ser patdgeno nuevo en el
pais. En general, cuando la enfermedad aparece por primera vez en una region
0 pais, se encuentra una raza predominante. En E.E.U.U y en Canada,
prevalecié la raza 1 (vir 7) hasta la década del 90 (Laviolette y Athow 1981,
Anderson y Buzzell 1992, Schmitthenner et al. 1994b). En Argentina y Brasil, los
primeros aislados de P. sojae encontrados en la década del 90, pertenecieron
exclusivamente a la raza 1 (Barreto et al. 1995, Costamilan et al. 1996). En este
trabajo, se encontré un patotipo predominante (vir 1b 3a 3b 5), pero ninguno de
los aislados correspondié a la raza 1.

Si bien la variabilidad encontrada fue grande, se deberia hacer un
relevamiento de patotipos presentes en todo el territorio nacional por varios
afos, para estudiar la frecuencia relativa de, vir 1b 3a 3b 5. De ser asi, se
deberia seleccionar variedades de soja resistentes a este patotipo en el
programa de mejoramiento de soja de INIA. De hecho, el patotipo
predominante, se utilizdé en el trabajo de investigacion de Echeverrigaray et al.
(2018), para realizar un screening en los materiales avanzados del programa de
mejoramiento de soja de INIA.
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6. RESUMEN

La podredumbre de raiz y base de tallo causada por Phytophthora sojae es una
enfermedad que causa mermas importantes en el cultivo de soja en el mundo.
El manejo de esta enfermedad en otros paises es a través de mejoramiento
genético. Se conocen 17 genes/alelos en la soja que otorgan resistencia a esta
enfermedad. Para poder seleccionar por resistencia en los programas de
mejoramiento genético de soja es necesario conocer la variabilidad del
patdgeno en el pais. Phytophthora sojae se detectd por primera vez en Uruguay
durante la zafra 2013-2014, en plantulas de soja. Causé la muerte de plantulas
en pre y post emergencia conjuntamente con otros patdégenos. Mas avanzado el
ciclo de la soja, se la determiné en plantas adultas, causando la podredumbre
de tallo y raiz. Este es el primer estudio que se realiza sobre el patégeno en
Uruguay, con el objetivo de determinar las razas/patotipos de P.sojae. Para ello
se utilizé la técnica de inyeccidn en hipocatilo, sobre un set de 14 diferenciales
de soja. Pasados los siete dias luego de la inoculacion, se clasific6é cada
diferencial de soja como resistente o susceptible. De los 14 aislados de P. sojae
estudiados, se determinaron siete patotipos diferentes. El 57 % de los aislados
pertenecieron a un unico patotipo (vir 1b, 3a, 3b, 5), los seis restantes aislados
pertenecieron, cada uno, a un patotipo diferente incluyendo algunas razas
conocidas como la raza 4, 14 y 25. Este tipo de estudio se deberia realizar
todos los afios para determinar la frecuencia de los distintos patotipos y también
para detectar nuevos patotipos. Esta informacién seria muy atil para
implementar la seleccibn mas dirigida de lineas de soja resistentes a los
patotipos predominantes en el pais en el programa de mejoramiento de soja de
INIA.

Palabras clave: Soja; Phytophthora sojae; Patotipos; Podredumbre de raiz y
tallo.
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7. SUMMARY

Root and stem base rot caused by Phytophthora sojae is a disease that causes
significant yield losses in soybean around the world. The management of this
disease in other countries is through genetic improvement. There are 17 known
genes/alleles in soybean that are involved in the resistance of this disease. To
be able to select for resistance in soybean breeding programs, it is necessary to
know the variability of the pathogen in the country. Phytophthora sojae was
detected for the first time in Uruguay during the summer of 2013-2014, in
soybean seedlings. It caused the death of seedlings in pre and post emergency
together with other pathogens. Later in the soybean cycle, at the adult plant
stage, it causes stem and root rot. This is the first study carried out in Uruguay
to determine races/pathotypes of P. sojae. For this, the hypocotyl injection
technigue was use on a set of 14 differentials of soybean. Seven days after
inoculation, each soybean differential was classifed as resistant or susceptible.
Of the 14 P. sojae isolates studied, seven different pathotypes were determined.
57% of the isolates belonged to a single pathotype (vir 1b, 3a, 3b, 5), and the six
remaining isolates belonged, each one, to a different pathotype including some
known race 4, 14 and 25. This type of study should be carried out every year to
determinate the frequency of the different pathotypes. Also selection of soybean
resistant lines to the predominant pathotypes in the country should be
implemented in INIA’s soybean breeding program.

Key words: Soybean; Phytophthora sojae; Pathotypes; Root rot and stem.
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