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INTRODUCCION

La soja (Glycine max) es una planta herbacea de la familia
Fabaceae, originaria de China y de gran valor econémico
debido a su alto contenido de proteinas y aceite
(Passarella & Savin, 2015). En Argentina, su cultivo ha
experimentado un crecimiento significativo desde la
década de 1960, impulsado por avances tecnoldgicos y
cambios en las practicas agricolas (Candenazzi, 2009). El
aumento de la produccidn de soja ha contribuido
significativamente a la economia argentina, generando
empleo y representando una parte importante de las
exportaciones del pais (Rodriguez Zurro y Terré, 2022).
Sin embargo, este crecimiento también ha estado
acompafiado de un aumento en las enfermedades que
afectan al cultivo (Ilvancovich y Botta, 2003).

Las enfermedades de la soja pueden clasificarse en
bidticas (causadas por organismos vivos) y abidticas (no
infecciosas). Los patdgenos bidticos incluyen bacterias,
hongos, nematodos y virus, que pueden causar pérdidas
significativas en los rendimientos (Hartman et al., 2015).
Phytophthora sojae es uno de los principales patégenos
que afectan a la soja, causando damping off (muerte de
plantulas) y podredumbre de la raiz y el tallo (Stewart &
Rodriguez, 2016). A lo largo de las décadas, ha sido
responsable de significativas reducciones en la
produccién de soja, con pérdidas que pueden variar del
4% al 100% dependiendo de la susceptibilidad de los
genotipos cultivados (Sugimoto et al.,, 2012). Este
oomicete puede infectar las plantas en cualquier etapa de
crecimiento, causando sintomas como raices podridas,
marchitez y muerte de las plantas (Figura 1). El ciclo de
vida de Phytophthora sojae incluye la formacion de
oosporas en raices y tallos infectados, que pueden
sobrevivir en el suelo durante varios afios. Las zoosporas
liberadas bajo condiciones favorables nadan en el suelo e
infectan las raices de las plantas cercanas, propagando la
enfermedad (Hartman et al., 2015; Grijalba, 2021).

El manejo de la enfermedad se ha centrado en medidas
genéticas, agrondmicas, culturales, fisicas y quimicas,
siendo en la actualidad la resistencia genética mediante
genes Rps el método mas efectivo (Hartman et al., 2015).
Se han identificado 40 genes Rps que pueden conferir

resistencia o susceptibilidad al patégeno, sin embargo, la
posibilidad de quebrar esta resistencia mediante
patotipos mas agresivos (McCoy et al., 2023) y/o que en
el suelo pueda hallarse hasta cuatro patotipos cercanos
(Stewart y Robertson, 2012) hacen que sea muy
importante contar con genotipos de soja con resistencia
parcial o tolerantes. En Argentina, la presencia de la
enfermedad fue detectada por primera vez en 1979 y
desde entonces se ha extendido a varias provincias del
pais (Grijalba, 2021).

Figura 1. Lesién pardo-oscura producido por P. sojae en soja
(Pucheta, 2023)

Se ha observado un aumento en la complejidad y
diversidad de patotipos a lo largo del tiempo, con mas de
200 patotipos identificados hasta la fecha (McCoy et al.,
2023). La falta de disponibilidad de cultivares tolerantes
en el mercado argentino resalta la necesidad de
investigaciones adicionales para comprender mejor la
resistencia y desarrollar estrategias de manejo mas
eficientes (Figura 2). El objetivo de este trabajo es
determinar la técnica mas eficiente para detectar
resistencia parcial a P. sojae en genotipos de soja, con la
esperanza de proporcionar informaciéon util para los
programas de mejoramiento genético de semilleros tanto
publicos como privados.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion y caracterizacion de aislamientos de
Phytophthora sojae

Se realizaron recorridas en la regién pampeana y campos
experimentales de la Facultad de Agronomia (UBA) para
recolectar aislamientos de Phytophthora sojae en
colaboracién con técnicos y productores. Se utilizaron dos
métodos para obtener los aislamientos: a partir de tejidos
infectados y del suelo, utilizando la técnica de cultivo
trampa (“Baiting Technique”) (Dorrance, Jia y Abney,
2004). Se realizaron las pruebas de patotipificacién
mediante la metodologia estandarizada de “inoculacién
en el hipocétile”, con el uso de lineas diferenciales que
contienen genes de resistencia (Rps) y variedades
susceptibles como testigos (rps-rps) (McCoy et al., 2023;
Lépez-Cardona et al., 2021). Los ensayos se duplicaron y
se seleccionaron tres aislamientos representativos para
continuar el trabajo de comparaciéon de metodologias.

Comportamiento genotipos comerciales
frente a Phytophthora sojae

| Susceptible
B Tolerante
M Resistente al menos a 1raza

| Sin datos

Figura 2. Relevamiento del comportamiento de los genotipos
comerciales de soja en Argentina frente a Phytophthora sojae
(Pucheta, 2023)

Puesta a punto de metodologia de sistemas
hidropdnicos

Se desarrollaron tres métodos para la producciéon de
zoosporas de P. sojae: utilizando a) la técnica descrita por
Lebreton, Labbé y De Ronne (2018), b) la técnica de
Schmitthenner y Bhat (1994) y c) una combinacion de
ambos. En a), fragmentos de micelio se cultivaron en
placas de Petri conteniendo jugo AVS8, seguido de un
proceso de lavado con agua estéril y agitacién para
producir las zoosporas. En b) también se cultivaron
fragmentos de micelio en jugo AVS8, pero el proceso de
lavado es con una solucidn salina de Chen-Zentmeyer sin
agitacion. Por ultimo, en c) se combinaron ambos
métodos. Las zoosporas obtenidas se utilizaron en el
sistema hidropénico.

Para ajustar este sistema, se utilizaron variedades
comerciales y experimentales de soja provistas por la

empresa Don Mario, junto a controles susceptible y
tolerante. Los ensayos se realizaron por duplicado y las
variables medidas incluyeron longitud, ancho y biomasa
de raiz, asi como altura y biomasa aérea. Los resultados
fueron analizados estadisticamente para comparar los
genotipos de soja en términos de tolerancia a P. sojae.

Puesta a punto de metodologia de arroz infestado

Se realizaron ensayos para determinar la cantidad de
inéculo equiparable a la metodologia estandarizada de
capa. Para preparar el indculo de arroz, se autoclavaron
lotes 50 gramos de arroz con 36 ml de agua destilada y
luego se inoculd el mismo con discos de micelio de los
aislamientos a testear (Stewart y Robertson, 2012). Se
evaluaron las dosis de 0, 5, 10, 15 y 20 gramos en macetas
con variedades susceptibles y tolerantes de soja. Se
realizaron ensayos por duplicado por separado para cada
variedad. Ademas, se incorpord un sexto tratamiento
como control, inoculando mediante capa de agar.
Ademas, se probé la eficacia de diferentes combinaciones
de sustratos (Tabla 1). Se evalud la longitud de las raices
de las plantas y se realizé un analisis estadistico para
comparar los tratamientos.

Tabla 1: Tratamientos conformados para ensayo de prueba de
sustrato:

Método de

. ., Sustrato utilizado
inoculacion

Sustrato comercial + perlita +
vermiculita
Sustrato comercial + vermiculita
Sustrato comercial + perlita +
vermiculita
Sustrato comercial + vermiculita

Capa de agar

Capa de agar

Arroz infestado

Arroz infestado

El andlisis se realiz6 mediante el software estadistico
Infostat, con una comparacién de medias post-hoc
utilizando DGC (a=0,05) (Di Rienzo, Guzman y Casanoves,
2002)

Comparacién de metodologias

Se compararon las tres metodologias para la produccion
de indéculo de P. sojae: el método estandar de capa de
agar, el método de arroz infestado y el método de
sistemas hidropdnicos. Para el método de arroz, se
autoclavaron dos veces los lotes de arroz con agua
destilada y se inoculd con micelio de los aislamientos DM,
FAUBA L8 y San Antonio de Areco. La dosis que se utilizé
fue de 10 gramos por maceta rellenas con sustrato
comercial y vermiculita en proporcion 2:1. Para el método
de hidroponia, se germinaron las semillas de soja en
bandejas, luego se la trasladaron a vasos perforados con
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perlita y a su vez, puestas en bandejas multiperforadas,
gue contenian la solucién nutritiva. La inoculacién fue con
zoosporas producidas segun el tercer método. Se
utilizaron tres lineas de diferenciales de soja: Haro 12
(Rpsla), Conrad (tolerante) y Williams (rps-rps) con dos
repeticiones por tratamiento. Se evaluaron las raices y se
realizd un andlisis estadistico para comparar los
tratamientos mediante el programa Infostat.

Testeo de variedades comerciales

En este ensayo se utilizaron semillas de lineas comerciales
de soja provistas por los semilleros de Nidera y NK
semillas que contenian genes de resistencia incorporados
y/o presentaban tolerancia al patégeno. Como testigo
susceptible, se utilizé la variedad Williams (Zhang et al.,
2020). Para comprobar si presentaban resistencia
cualitativa a los aislamientos seleccionados, se les realizé
la prueba de “inoculacidon por hipocétile” (Lopez-Cardona
et al., 2021) considerandolas susceptibles (30% o menos
de plantas vivas), intermedias (31-69% plantas vivas) o
resistentes (70% o mds de plantas vivas) (Anderson vy
Buzzel, 1992).

Inverndculo

En este ensayo, se empled el protocolo de arroz infestado
con los aislamientos DM, FAUBA L8 y San Antonio de
Areco para evaluar la tolerancia de las variedades
comerciales de soja y del control susceptible. Las macetas
se llenaron con sustrato comercial y vermiculita, sobre el
cual se agregaron 15 gramos de arroz colonizado con P.
sojae (5 gramos de cada aislamiento). Después de agregar
mas sustrato, se sembraron 10 semillas de soja para cada
linea. Al alcanzar el estado cotiledonar (VC) (Mueller et
al.,, 2016), se inundaron las macetas durante 24 horas
para inducir la formacidn de zoosporangios. A los 21 dias
de la inundacidn, se evaluaron las plantas emergidas y se
analizaron sus raices utilizando el software WinRhizo
(Mueller et al.,, 2016). El disefio experimental fue
completamente aleatorizado con tres repeticiones con la
comparaciéon de medias realizada mediante DGC (Di
Rienzo, Guzman y Casanoves, 2002).

A campo

Se llevd a cabo un ensayo a campo en paralelo al
experimento de invernadero, utilizando un disefio
completamente aleatorizado con cuatro repeticiones por
genotipo. Se utilizaron las mismas variedades comerciales
de soja y el control que para el ensayo en invernaculo.
Cuando las plantulas alcanzaron el estado VC (Mueller et
al., 2016), las parcelas fueron inundadas y se mantuvo el
riego controlado durante el resto del ciclo. Las variables

evaluadas fueron la emergencia a los 14 dias de la
siembra, altura en V4 y rendimiento en R7. Todos los
datos fueron analizados con Infostat y comparacion de
medias con DGC (Di Rienzo, Guzman y Casanoves, 2002).
Escala de Schmitthenner

En el dltimo experimento utilizando la metodologia de
arroz infestado ajustada, con cuatro repeticiones para
cada genotipo de soja (dos genotipos experimentales de
la empresa Don Mario fueron excluidos). Se opté por
utilizar la escala propuesta por Schmitthenner para la
evaluacion de tolerancia, que ofrece una graduacién mas
detallada de los sintomas en las raices y toma en cuenta
la emergencia (Tabla 2).

Tabla 2. Escala propuesta por Schmitthenner para la evaluaciéon
de tolerancia a P. sojae en soja

Numero escala

rr n
Schmitthenner Corresponde a

1 Sin pudricién de raiz

2 Rastros de podredumbre de la raiz

3 Tercio inferior de las raices podridas

4 Los 2/3 inferiores de la masa de raices se
pudrieron

5 Todas las raices podridas, 10% de las

plantulas muertas, ligero retraso en el
crecimiento de la parte superior de las

plantas

6 50 % de las plantulas muertas, moderado
retraso en el crecimiento de la parte
superior

7 75% plantulas muertas y severo retraso
en el crecimiento de la parte superior

8 90% de las plantulas muertas

9 Todas las plantulas muertas

10 Todas las plantulas mueren antes de la
emergencia

A los 21 dias desde la inundacion de las macetas, se
evalud el ensayo, lavando cuidadosamente las raices para
clasificarlas. El disefio experimental fue un DCA y el
analisis fue mediante Infostat (Di Rienzo et al., 2020), con
comparacion de medias post-hoc DCG (Di Rienzo, Guzman
y Casanoves, 2002).

RESULTADOS

Obtenciéon y caracterizacion de aislamientos de
Phytophthora sojae
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Tabla 3. Patotipos determinados de los aislamientos obtenidos
de Phytophthora sojae.

Aislamientos Patotipos

FAUBA 4B la-1c-7
FAUBA 4C la-1c-7
FAUBA L8 7
E])] la-1b-1c-1d-1k-7
SELAT TN [SAEO N 1a-1b-1c-1d-1k-7
Pergamino la-1c-7
DM 1la-1b-1c-1d-1k-2-7
Chacabuco la-1c-1k-2-7
Lucrecia la-1c-1d-1k-7
*Este aislamiento presentd un comportamiento resistente para
PI103091 al momento de evaluar el Rps 1d, pero solo para esta
isolinea, siendo susceptible para las isolineas Haro-16 y L77-1794. Figura 4. Detalle de las raices y plantulas de soja obtenidas en
la puesta a punto de sistemas hidroponicos.

Puesta a punto de metodologia de sistemas Puesta a punto de metodologia de arroz infestado
hidropénicos
w A Gréfico de emergencia para variedad Harosoy % B Gréfico de emergencia para variedad Conrad

1.

. A Longitud de rafces seglin genotipo . B Ancho de raices segin genotipo

g
Nimero de piéntuas emesgidas

Namero de pléntulas emergidas

=
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) -
Dosis de armoz (gramos)

- C Gréfico de longitud de raices para variedad Harosoy D Gréfico de longitud total de raices

e -
D ans lgrmast
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oo | Lo Slpwatn ) Gowmd Commow | Comevad Commond | Vibams
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[ __ Biomasa aérea segiin genotipos

B
¥
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Largo total de raices (cm)
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Figura 5. Graficos de variedad susceptible de soja A)
emergencia C) longitud total de raices, variedad tolerante B)
emergencia D) longitud total de raices. En azul dosis 0 (sin
inocular) en amarillo control capa (método estandarizado).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias.

= E Biomasa radical segun genotipos

+ Gréfico segun tipo de combinacién de sustrato
Figura 3. Resultados anélisis estadistico para A) longitud de

raices B) Ancho de raices C) Altura de plantulas D) Biomasa

aérea y E) Biomasa radical seglin genotipos de soja inoculados ! * | ceo
en sistema hidropdnico. En azul variedad tolerante (Conrad) en W e
amarillo variedad susceptible (Williams). Letras diferentes

indican diferencias significativas entre las medias. e .

Longitud de raices (cm)

Tratamientos
Figura 6. Largo de raices de genotipo de soja inoculados
mediante capa de agar (controles) y arroz con distinta
combinacién de sustratos. En rojo combinaciones que incluyen
arroz infestado, en amarillo control capa (método
estandarizado). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias.
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Comparacién de metodologias En inverndculo

Tabla 4. ANOVA para variable largo total de raices de plantulas L . 3 |
de soja en disefio factorial con interacciones. Grafico de longitud total de raices para las

8

Andlisis de la warianza

variedades comerciales + Williams
Variable 3] R Rt A3 CV
Largo total (ecm) 18 0,79 0,60 25,14 y
Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

=

Largo total de raices (cm)
8

F.V. EC 1 CH F p—VEI].DI Comercald Niders  Comercial6 Nidera  Comercial 3Niders ComercialSHders  Comercial 1HK  ComercialZ HK
Modelo 4370285,9%8 & &08785,75 4,15 00,0234 Tratamientos
Genotipo 4774699,60 2 238734%,80 16,43 0,0010 Figura 8. Longitud total de raices para variedades comerciales
Metodologia 7651721 2 38238,60 0,26 0,7743 de soja y testigo susceptible (Williams en amarillo). Letras
Genotipo*Metodologia 19069,16 4 4767,25 0,03 0,55875 ) o . ) o ) i
Frror 1307849, 60 § 145327,73 diferentes indican diferencias significativas entre las medias.
Total 6178235,57 17
A campo
- Grafico de altura por emergencia para
Grafico de longitud total s
—2200 , P £ mw
£ de raices segun factor &
L) @
: £
) genotipo °
M 778 5 e
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) 2
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— 142 40
_,gmsn A ¢
k)
o
3
= Cal1NK  ComercalSliders Comercaldders Comertal®Nders ComerceldNcs Comereal NG
o) 925
c
5 T . .Tratamlentos .
* B Rendimiento para las variedades
A

Conrad Haro 12 Wiliams

" comerciales + Williams

Tratamientos-factor genotipo

Figura 7. Largo total de raices para genotipos de soja tolerantes
(Conrad), con un gen Rps incorporado (Haro 12) y susceptibles
(Williams). En rojo combinacién que incluyen arroz infestado,
en amarillo control susceptible (Williams), en azul control

Rendimiento en gramos/metro cuadrado

Comercal 1NX  Comercald liders  ComercaldNers  [omelcaiSNeders  Comercal2WX  ComercalNoers Whams

tolerante (Conrad). Letras diferentes indican diferencias Tratamientos

significativas entre las medias. Figura 9. A) Emergencia por altura para genotipos comerciales
de soja y testigo susceptible (Williams en amarillo) y B)

Testeo de variedades comerciales de soja Rendimientos alcanzados para variedades comerciales de soja

y testigo susceptible (Williams en amarillo). Letras diferentes

Tabla 5. Determinacién del comportamiento de los genotipos indican diferencias significativas entre las medias.

comerciales de soja y el testigo para los aislamientos de

Phytophthora sojae seleccionados. Escala de Schmitthenner

FAUBA W Grafico analizado con la escala de
Genotipo *S.AA. L8 DM Schmitthenner para las variedades :
Comercial 1 Nk R R S E comerciales
Comercial 2 Nk S R S E
Comercial 3 Nidera S R S 3
Comercial 4 Nidera S R S i
Comercial 5 Nidera S R S
Comercial 6 Nidera S R S B e e s
Williams S S S
*SAA: San Antonio de Areco; S: Susceptible; R: Resistente Figura 10. Evaluacién segun escala de Schmitthenner para

variedades comerciales de soja y testigos: Conrad (tolerante) y
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Williams (susceptible). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados de los ensayos realizados revelaron
hallazgos significativos en varios aspectos. En primer
lugar, la caracterizacidon de los aislamientos obtenidos,
demostré una gran variedad de patotipos presentes en
parte norte de la regidon pampeana. En la puesta a punto
del ensayo en sistemas hidropdnicos, se obtuvo un nuevo
método para producir zoosporas, que combina dos
anteriormente desarrollados. Ademas, dentro de las
variedades experimentales y comerciales de soja
utilizadas en estos ensayos, la experimental 1, de la
empresa Don Mario, para las variables longitud, ancho y
biomasa aérea, se destacé respecto a la variable
tolerante.

Por otro lado, con la metodologia del arroz infestado por
P. sojae, donde se evalud la emergencia de plantulas de
soja y la longitud total de raices, no hubo diferencias
significativas para las dosis de 10, 15y 20 gramos de arroz
y el testigo de capa, pero si respecto a la de 5 gramos de
la variedad susceptible. Por esto ultimo la dosis de 10
gramos es la mds conveniente para trabajar en este tipo
de ensayos. En cuanto al sustrato, la combinaciéon de
sustrato comercial + perlita + vermiculita, se diferencia
significativamente de las otras combinaciones de
sustratos, no recomendando la misma para trabajar en
futuros ensayos.

En la comparacion de metodologias de inoculacion de P.
sojae, se observé que no hubo diferencias significativas
entre la metodologia de arroz infestado y la de sistemas
hidropdnicos con la estandarizada del uso de la capa de
agar. Tampoco hay interaccion entre los genotipos de soja
y la metodologia de inoculacidn utilizada.

En los ensayos en invernaculo, se destacé una linea
comercial, presentado una diferencia significativa en
cuanto a longitud total de raices, frente a los otros
genotipos de soja, como a la testigo susceptible. Para el
ensayo a campo, las variedades comerciales de soja
exhibieron diferencias significativas en términos de altura
por emergencia y rendimiento, en comparacion con los
testigos susceptibles. Estos ensayos preliminares
sugieren el potencial que tienen las mismas para su uso
en condiciones de campo. Si bien se identificaron
diferencias en la expresion de la tolerancia entre
condiciones controladas y de campo??, lo que resalté la
importancia de considerar las condiciones ambientales
especificas al momento de interpretar los resultados. Se
concluyd que los genotipos de soja exhiben diferentes
niveles de tolerancia a la enfermedad, influenciados por

factores genéticos y ambientales (Marvel, Beyrouty &
Gbur, 1992).

El testeo de genotipos de soja, comerciales vy
experimentales, utilizando la metodologia de arroz
infestado, evaluadas mediante la escala de
Schmitthenner, proporcionaron resultados adicionales
sobre la tolerancia de las variedades. Ademas, el uso de
este tipo de escalas, son comparables a la utilizacién de
software para medir las raices, siendo preferibles las
primeras por su facilidad y eficacia, cuando se trabaja con
numerosas lineas en un programa de mejoramiento.
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