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Tasa de crecimiento y patogenicidad de aislamientos de Diaporthe phaseolorum

var. caulivora

Growth rate and pathogenicity of isolates of Diaporthe phaseolorum var. caulivora

Grijalba P! y A del C Ridao?

Resumen. Diaporthe phaseolorum var. caulivora es el agente cau-
sal prevalente del cancro del tallo de la soja (CTS) en la Argentina;
aparecié principalmente en la subregién pampeana sur, pero también
en zonas célidas observdndose diferencias en incidencia, severidad
y virulencia. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la tasa de
crecimiento in vitro y la patogenicidad de aislamientos provenien-
tes de plantas de soja, a diferentes temperaturas. Se seleccionaron 20
aislamientos de la provincia de Buenos Aires. Se midi6 la tasa diaria
de crecimiento de nueve de ellos y de dos aislamientos de referencia,
en agar papa dextrosa (APD) y distintas condiciones de luz/oscuri-
dad, a cuatro temperaturas (15, 20, 25 y 30 °C). Mediante la técnica
del escarbadiente se inocularon cuatro aislamientos en un cultivar de
soja susceptible; las plantas inoculadas se incubaron en cidmara de
crecimiento a 15, 20 y 25 °C. Otros 17 aislamientos se inocularon
en condiciones de campo e inverndculo. Se registr6 el porcentaje de
plantas muertas. La tasa promedio de crecimiento de los aislamientos
fue mayor a medida que aument6 la temperatura: a 15 °C fue similar
entre ellos, a 20 °C hubo pequefias diferencias, a 25 °C se diferencia-
ron dos grupos, mientras que a 30 °C no hubo crecimiento. Todos los
aislamientos fueron patégenos. Las temperaturas de incubacién in-
dujeron diferentes porcentajes de mortandad: a 15y 20 °C en cdmara
e inverndculo (a < 20 °C) los valores fueron entre 75 y 90%, mientras
que a 25 °C en cdmara y campo (a > 20 °C) los porcentajes de plantas
muertas fueron inferiores a 40%. Se sugiere que temperaturas infe-
riores a 20 °C no permitirian observar diferenciacion fisiolégica entre
las dos variedades causantes de CTS. La similitud de crecimiento y
el alto porcentaje de plantas muertas indicarian que la incidencia y
severidad se deberian a las condiciones ambientales adecuadas para
el desarrollo de la enfermedad.

Palabras clave: Soja; Cancro del tallo; Diaporthe phaseolorum var.
Caulivora; Tasa de crecimiento.

Abstract. Diaporthe phaseolorum var. caulivora is the major causal
agent of stem canker in soybean (CTS) in Argentina. It has appeared
mainly in the Southern Pampeana sub-region, but also in warm ar-
eas, and it has been observed with different levels of incidence, sever-
ity and virulence. The objective of this work was to study the growth
rate in vitro and the pathogenicity of isolates from soybean plants at
different temperatures. Twenty isolates from Buenos Aires Province
were selected. The daily growth rate was measured in nine of them
and in two reference isolates in potato dextrose agar (APD), un-
der different light/darkness conditions at four temperatures (15, 20,
25 and 30 °C). The toothpick technique was used to inoculate four
isolates on 10 plants of a susceptible soybean cultivar, which were
incubated in growth chambers at 15,20 and 25 °C. Another 17 iso-
lates were inoculated in the field and in a greenhouse. The number of
dead plants was recorded. The growth rate of the isolates was greater
with higher temperature: at 15 °C they were similar, at 20 °C there
were small differences, at 25 °C two groups were detected whereas
at 30 °C there was no growth. All the isolates were pathogenic. The
different incubation temperatures induced different levels of plant
death: at 15 and 20 °C in both the chamber and greenhouse (at < 20
°C), the values were between 75 and 90%, while at 25 °C in both the
chamber and field (at > 20 °C), the percentage of dead plants was less
than 40%. It is suggested that temperatures lower than 20 °C would
not allow to observe physiological differences between the different
varieties which cause CTS. The similarity of growth and the high
number of dead plants indicate that the incidence and severity of the
disease would be due to environmental factors.

Keywords: Soybean; Stem Cancker; Diaporthe phaseolorum var.

caulivora; Growth rate.

! Citedra de Fitopatologia. Facultad de Agronomia. Universidad de Buenos Aires, Argentina.
2 Citedra de Patologia Vegetal Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad Nacional de Mar del Plata. Argentina.

Address Correspondence to: Pablo Enrique Grijalba, e-mail: grijalba@agro.uba.ar
Recibido / Received 22.X.2012. Aceptado / Accepted 3.V.2013.

PYTON ISSN 0031 9457 (2014) 83: 325-332



326

Grijalba Py A del C Ridao, PYTON 83 (2014)

INTRODUCCION

Dentro del complejo Diaporthe/Phomopsis (D/P) se cita a D.
phaseolorum var. meridionalis . A. Fernandez (Dpm) y D. pha-
seolorum var. caulivora Athow & Caldwell (Dpc), como agen-
tes causales del cancro del tallo (CTS) de la soja [ Glycine max
(L.) Merr.] (Fernandez y Hanlin, 1996; Hartman et al., 1999).
Durante tres décadas, hasta las publicaciones de Morgan-Jones
(1985; 1989), las dos variedades del patégeno se incluian en
Dpe, posteriormente diferenciadas por caracteristicas morfo-
légicas y fisiolégicas. La primera observacién de variabilidad
entre aislamientos de Dpc fue estudiada por Keeling (1984) en
Mississipi; sin embargo, en ese momento las dos entidades po-
drian haber estado implicitas en esa variabilidad.

En Argentina el CTS causado por Dpm alcanzé caracteris-
ticas epidémicas en la campafia 1996/97 (Ploper et al., 1997;
Grijalba y Marino, 2001; Pioli et al., 2003). Como consecuen-
cia de la incorporacién (a los cultivares comerciales) de genes
de resistencia, la prevalencia e intensidad de la enfermedad
disminuyé (Ploper, 2004). Sin embargo el CTS reaparecié
también con caracteristicas epidémicas a partir de 2005. En
la actualidad Dpc es el agente causal prevalente en el drea sur
de la regién sojera de Argentina (Pioli et al., 2005; Grijalba
y Guillin, 2007; Ridao y Lago, 2007; Lago, 2010). D. phaseo-
lorum var. caulivora fue citado por primera vez en el pais por
Pioli et al. (2001); desde entonces, el patégeno se ha observa-
do en diferentes dreas, principalmente en la provincia de Bue-
nos Alires, con diferencias en incidencia, severidad y virulencia
(Grijalba y Guillin 2005; Lago et al., 2007; Lago 2010).

El complejo D/P se caracteriza por presentar variabilidad
en relacién a la morfologia, a la coloracién de la colonia, for-
macién y tamafio de estromas, y su posicién dentro de los te-
jidos del hospedante. Por otra parte presenta variabilidad en
la morfologia del peritecio, formacién del conidioma, veloci-
dad de crecimiento y forma de las ascosporas (Morgan-Jones,
1985). Hobbs y Phillips (1985) agregaron a estas diferencias
los sintomas en plantas de soja en el campo. Backman et al.
(1985), utilizaron el criterio de velocidad de desarrollo radial
230 °C e indicaron discontinuidades entre aislamientos origi-
nados en diferentes zonas geograficas. Estos autores mostra-
ron una diferenciacién fisiolégica, y justificaron la designacién
de aislamientos del norte y del sur de EEUU como entidades
separadas en “formas especiales”. Keeling (1984) compard ais-
lamientos de diferentes regiones geograficas, estudié la pato-
genicidad en varios cultivares de soja y sugirié la presencia de
seis razas fisioldgicas, tres provenientes del norte y tres del sur
de los EEUU. Por su parte Higley y Tachibana (1987) de-
mostraron especializacion fisiolégica dentro de aislamientos
de la var. caulivora y, debido a la patogenicidad diferente de
los aislamientos del norte respecto de los del sur, se sugirié la
existencia de dos razas. Keeling (1988) puso en evidencia las
diferencias entre las dos entidades, siendo los aislamientos del
sur mds tolerantes al calor que los del norte.
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A su vez Ploetz y Shokes (1989) encontraron variabilidad
entre aislamientos de diferentes grupos de compatibilidad ve-
getativa en Dpm. Keeling (1986) cité que la diferencia en el
crecimiento miceliar y en la virulencia de los aislamientos del
norte y del sur de los EEUU se relacioné con su distribucién
geogrifica. Trabajando con aislamientos de Dpc, Pacumbaba
(1988) observé diferencias cuando crecian a distintas tempe-
raturas y regimenes de luz.

En EEUU se ha asociado la presencia de Dpm con climas
templado-célidos, en tanto que Dpc se relacioné con climas
templado-frescos (Morgan-Jones, 1989). Para nuestro pais, si
bien los reportes de epifitias de CTS por Dpm provienen de las
zonas sojeras del norte y las ocasionadas por Dpc de la subregién
pampeana sur, Dpc ha sido citada en zonas célidas (Pioli, 2003).
Costamilan et al. (2008) observaron inclusive la presencia de
CTS por Dpc en el estado de Rio Grande del sur (Brasil).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la tasa de cre-
cimiento in vitro y la patogenicidad de aislamientos de Dpc en
plantas de soja, a diferentes temperaturas.

MATERIALES Y METODOS

Los aislamientos de Dpe fueron obtenidos de lotes comercia-
les de soja de la provincia de Buenos Aires, durante los afios 2005,
2006y 2007. En laboratorio, a partir del margen de la lesién de las
plantas con sintomas de cancro, se cortaron trocitos de la médula
de 2-3 mm de largo, y se desinfectaron mediante inmersién en
hipoclorito de sodio al 2% durante un minuto. Luego se sembra-
ron en cajas de Petri con agar papa dextrosado al 2% acidificado
(APDA) con 0,2% de 4cido lictico (pH 4,5). Las cajas se incuba-
ron en estufa a 25 + 2 °C durante 3 a 4 dias, y posteriormente en
cdmara climatica con ciclos de 12/12 h de luz ultravioleta cercano
y oscuridad, durante 10 a 15 dias. Los cultivos purificados me-
diante la siembra de puntas hifales se mantuvieron en tubos estria
con APD y en tubos eppendorf a 4 °C.

La patogenicidad de los aislamientos se probé mediante
el método de inoculacién del escarbadiente (Young, 1943;
Hildebrand, 1953; Yorinori, 1996). El inéculo se preparé
colocando puntas de escarbadientes, previamente hervidas y
autoclavadas, en forma horizontal en cajas con APD, que se
sembraron con cada aislamiento en estudio. Las cajas se incu-
baron en estufa a 25 + 2 °C, hasta que los escarbadientes que-
daron completamente colonizados (aproximadamente a los 10-12
dias). Se inocularon 10 plantas de soja del cultivar DM 3700
RR, con antecedentes de susceptibilidad al patégeno (Grijalba
y Guillin, 2007). Estas plantas habian crecido en macetas de
pléstico, previamente lavadas con hipoclorito de sodio, con un
sustrato comercial esterilizado. A las plantas, en estado vegeta-
tivo V1 (Ferny Caviness, 1977),a los 12-15 dias de la siembra,
un cm debajo del nudo cotiledonar se les inserté una punta de
escarbadiente. Luego las plantas se cubrieron con bolsas de
polietileno humedecidas interiormente con agua, para lograr
alta humedad relativa y evitar la desecacién del inéculo en los
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primeros estadios de la patogénesis. La incubacién se reali-
z6 en cdmara climdtica a 25 £ 2 °C,con 12 hdeluzy 12 h
de oscuridad y en inverndculo. Después de 72 h se retiraron
las bolsas de polietileno y se mantuvieron con las condiciones
descriptas. La evaluacién de la reaccién se realizé 14 dias des-
pués de la inoculacién. Se consideré como resultado positivo
el desarrollo de al menos un cancro visible en el tallo de una
de las plantas inoculadas y/o sintomas de oscurecimiento in-
terno en la médula. El hongo se reaislé de la periferia de las
lesiones después de 30 dias de la inoculacién, mediante el pro-
cedimiento antes descripto, en medio APDA y fue comparado
con las caracteristicas morfolégicas de las colonias originales.
Se cumplié asi con los postulados de Koch.

Crecimiento miceliar in vitro con diferentes temperaturas
y regimenes de luz. Para evaluar la influencia de la temperatura
sobre Dy se llevé a cabo un ensayo para el cual se seleccionaron
tres aislamientos de cada una de las Zonas (1) Norte, 05-3 (San
A. de Areco), 06-01 (Ramallo) y 07-2 (Pergamino); (2) Cen-
tro, 07-1 (Gral. Rodriguez), 07-3 (Trenque Lauquen) y 07-7
(Azul), y (3) Sur, 05-2 (Mar del Plata), 07-8 (San Manuel) y
07-14 (Necochea) (Tabla 1). Como aislamientos patrones para
identificar diferencias y/o similitudes se incluyé: un aislamiento
de Dpc proveniente de USA y uno de Dpm proveniente de Ve-
nado Tuerto (ambos mantenidos en la coleccién de hongos de
la Facultad de Agronomia de la U.B.A.).

Un trocito de un cm de didmetro, obtenido con un saca-
bocado, de cada colonia de 7 dias de crecimiento en APD, se
colocé en cada caja de Petri que contenia 15 mL. de APD.
Estas cajas se incubaron en una cdmara climatica marca Sanyo
modelo MIR-553 con dos condiciones de luz (oscuridad con-
tinua,y 12 h de luz/12 h de oscuridad) y a cuatro temperaturas
(15, 20, 25 y 30 °C). El crecimiento de las colonias se midi6
diariamente (mm/dia), con una regla milimetrada, a partir del
segundo dia y durante cuatro dias consecutivos. El dia uno
se descarté debido a la adaptacién de cada cepa al medio de
cultivo. El experimento se llevé a cabo mediante un Disefio
Completamente Aleatorizado (DCA) con cuatro repeticio-
nes. Con los valores de la tasa de crecimiento obtenidos se
efectud un andlisis de varianza y las comparaciones posteriores
entre medias se hicieron con el test de DGC (Di Rienzo et
al.,2002), con un a=0,05 (Gomez y Gomez, 1984). Para todos
los andlisis estadisticos se utiliz6 el programa Infostat (2009).

Patogenicidad de aislamientos inoculados a distintas
temperaturas. Para conseguir las condiciones deseadas en
cuanto a la exposicién de las plantas a diferentes temperatu-
ras, se realizaron tres ensayos: a) en cimara climdtica de creci-
miento, bl) en inverniculo y b2) en el campo.

a) Ensayo en cdmara climdtica. Debido a la disponibilidad
de la cdmara climdtica, las inoculaciones de plantas se hicieron
con dos aislamientos del norte de la provincia de Buenos Aires

Tabla 1. Denominacion, procedencia y cultivar de soja (originario),
de los aislamientos de Diaporthe /Phomopsis.

Table 1. Designation, source and soybean cultivar (original) of the iso-
lates of Diaporthe / Phomopsis.

Denominacién Origen Zona Cultivar
Dpc-05-1 Mar del Plata S DM3700
Dpc-05-2 Mar del Plata S DM 4600
Dpc -05-3 San A de Areco N DM3700
Dpc-06-1 Ramallo N S/D
Dpc-07-1 Gral Rod. C-N DM3700
Dpc-07-2 Pergamino N DM3700
Dpc-07-3 Treng. Laug C DM4600
Dpc-07-4 Quequen S DM3100
Dpc-07-5 Gral Piran S DM4800
Dpc-07-6 Quequen S P93B34
Dpc-07-7 Azul C S/D
Dpc -07-8 S. Manuel S DM3700
Dpc-07-10 Balcarce S DM3700
Dpc-07-13 Tandil S SPS 3900
Dpc-07-14 Necochea S DM4200
Dpc-07-15 Necochea S NK37
Dpc-07-16 Tandil S AW4500
Dpc-07-18 Urdampilleta C-S DM4600
Dpc-07-19 Guamini C-S Dm4800
Dpc-07-20 Loberia S DM 3100
Dpc -Patrén USA Col S/D
Dpm -2 Vdo.Tuerto Col S/D

Ejemplo de nomenclatura: Dpc (variedad del patégeno); 07 (afio de re-
coleccién); 1 (Ntimero de aislamiento).

20 aislamientos de Dpc locales + aislamiento Patrén + 1 aislamiento de Dp.
Zona: C= centro, N= norte, S= Sur de Buenos Aires, Col= Coleccién. S/
D= Sin Dato.

Example of Nomenclature: Dpc (variety of pathogen); 07 (sampling year); 1 (Isolation
number). 20 local isolates of Dpc + isolate check + 1 isolate of Dpm.
Zone: C= center, N= North, S= South of Buenos Aires, Col= Collection. S / D= No Data.

(05-3; 06-1), dos del sur (05-1; 07-8) y la cepa patrén de Dpc
como testigo positivo (Tabla 1). Las plantas hospedantes utili-
zadas (cultivar DM 3700 RR), el método de inoculacién y las
condiciones de luz/oscuridad fueron similares a los utilizados
en el ensayo de patogenicidad. Se probaron temperaturas de
15,20y 25 °C (30 °C se descarté ya que ningtn aislamiento
estudiado presentd crecimiento) provistas por la cdmara cli-
mitica con control de temperatura y luz.

Las macetas fueron ubicadas en un DCA, con cuatro re-
peticiones por tratamiento. Cada repeticién consistié de una
maceta con 10 plantas inoculadas. Como testigo se usé una

PYTON ISSN 0031 9457 (2014) 83: 325-332



328

Grijalba Py A del C Ridao, PYTON 83 (2014)

maceta con 10 plantas a las que se les inserté una punta de
escarbadiente sin hongo. El registro de la reaccién se hizo lue-
go de 15 dias de la inoculacién, por recuento del nimero de
plantas muertas, afectadas y sanas. Las plantas afectadas fue-
ron aquellas que, si bien no murieron, presentaron sintomas
de cancro exterior y/u oscurecimiento interno de la médula.
Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la expresion
de los sintomas se utilizé la férmula propuesta por Yorinori
(1996), basada en el porcentaje de plantas muertas (% PM).

% PM = (N° de plantas muertas + N° de plantas afectadas / 2) X 100
Ne de plantas inoculadas

Los datos del % PM se sometieron a un anlisis de varianza
y posterior comparacién de medias mediante el test DGC (Di
Rienzo et al., 2002), con un a=0,05 (Gémez y Gomez, 1984).

Tabla 2. Porcentaje promedio de plantas muertas debido a la inoc-
ulacion de Diaporthe phaseolorum var. caulivora a 15, 20y 25 °C.
Table 2.Mean percentage of dead plants after inoculation with Dia-
porthe phaseolorum var. caulivora at 15, 20 and 25 ° C.

Temperatura (°C) Porcentaje de plantas Muertas (% PM)
15 90,00 B
20 90,50 B
25 38,16 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). Cada valor es el
promedio de 4 repeticiones efectuadas 15 dias después de la inoculacién.
Test DGS (p=5%).

Different letters indicate significant differences (p < 0.05). Each value is the mean of
n= 4. Sampling was conducted 15 days after inoculation. DGS test (p = 5%).

b) Ensayos en condiciones de inverndculo y en el campo. Para
complementar los ensayos de cdmara climatica, se efectuaron
dos ensayos en macetas en condiciones de inverniculo (b1) y
en el campo (b2). Se inocularon 17 aislamientos locales de Dpc:
-06-1,-07-1,2,3,4,5,6,7,8,10,13, 14,15, 16,18, 19, 20, més
la cepa patrén de Dpc como testigo positivo (Tabla 1). El cv. de
soja (DM 3700 RR) utilizado y el método de inoculacién (es-
carbadiente) fueron los mismos a las pruebas de patogenicidad.
Los ensayos fueron conducidos en dos estaciones del afio:

b1) A fines del invierno-primavera (agosto-septiembre de
2009): las plantas se mantuvieron en inverniculo, con registros
diarios de temperaturas (mediante termémetro de maxima y
minima) entre 10 y 22 °C, y alternativamente, cuando la tem-
peratura sobrepasé los 22 °C a mediodia, se colocaban al aire
libre (maxima 21,1 °C) (Sitio Web de la Ciudad Auténoma
de Buenos Aires, 2010).

52) A fines de primavera-verano (diciembre 2008-enero
2009): las plantas (en macetas) se mantuvieron en el campo
donde la temperatura minima registrada fue de 19,3 °C y la
temperatura méxima de 31,1 °C (Sitio Web de la Ciudad Au-
ténoma de Buenos Aires, 2010).

®YTON ISSN 0031 9457 (2014) 83: 325-332

En ambos ensayos las macetas fueron ubicadas en un DCA,
con dos repeticiones por tratamiento. Cada repeticion consis-
tié de una maceta con 10 plantas inoculadas. Como testigo
se us6 una maceta con 10 plantas a las que se les insert6 una
punta de escarbadiente sin hongo. El registro de la reaccién
se hizo luego de 30 dias de la inoculacidn, al igual que en el
ensayo en cimara climdtica mediante el recuento del nimero
de plantas muertas, afectadas y sanas. Para evaluar el efecto de
los tratamientos sobre la expresion de los sintomas también se
utilizé la férmula propuesta por Yorinori (1996), basada en el
porcentaje de plantas muertas (% PM).

Crecimiento Miceliar a 15 °C
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Fig. 1. Tasa diaria promedio de crecimiento miceliar de 10 ais-
lamientos de Diaporthe phaseolorum var. caulivora y uno de D,
phaseolorum var. meridionalis con dos regimenes de luz I: 15 °C;
Il 20 °C; Il 25 °C.

Test DGC: Letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05), mayusculas entre aislamientos y minlsculas entre facto-
res. Cada valor representa la media del crecimiento de 4 repeticio-
nes. Note el cambio de escala en el gje y entre paneles.

Fig. 1. Average daily rate of mycelial growth of 10 isolates of Diaporthe
phaseolorum var. caulivora and one of D. phaseolorum var. meridiona-
lis with two light regimes. I: 15 °C; II: 20 °C; Il 25 °C.

DGC test: Different letters indicate significant differences (p<0.05),
uppercase letters among isolates, lowercase letters between factors.
Each value represents the mean of growth of n=4. Note the change of
scale in the y axis among panels.
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Los datos del % PM se sometieron a un anélisis de varian-
za 'y posterior comparacién de medias mediante el test DGC
(Di Rienzo et al., 2002), con un a=0,05 (Gémez y Gomez,
1984).

RESULTADOS

De un total de 42 aislamientos obtenidos, se seleccionaron
20 con caracteristicas de Dpc, de acuerdo a la localidad o zona
geogréfica dentro de la provincia de Buenos Aires y del culti-
var de soja del que fueron aislados (Tabla 1).

Los ensayos de patogenicidad de los aislamientos locales
de Dpc dieron resultado positivo, manifestado por el desarro-
llo de un cancro visible y/u oscurecimiento interno de la mé-
dula en al menos una de las diez plantas inoculadas.

Crecimiento miceliar de los aislamientos a diferentes
temperaturas y regimenes de luz. Los valores de la tasa del
crecimiento miceliar de 9 aislamientos de Dpc y las cepas
patrones a 15 °C fueron similares, y sometidos a andlisis de
varianza indicaron que ninguno presenté diferencias estadis-
ticamente significativas. Sin embargo, el crecimiento con luz
intermitente (12/12 h luz-oscuridad) u oscuridad constante
manifesté diferencias significativas (Fig. 1-I).

Los resultados del anilisis de varianza del crecimiento mi-
celiar a 20 °C demostraron que sélo el aislamiento Dpc-07-7
crecié menos y se diferencié estadisticamente de los demds
aislamientos. Sin embargo, todos presentaron menor tasa de

crecimiento respecto al patrén de Dpm (Fig. 1-11).

La Fig. 3 muestra que a 25 “C hubo variacién entre los ais-
lamientos. Un grupo present6 una tasa de crecimiento diario
menor, compuesto por los aislamientos Dpc-07-1, 3, 7, 8, 14
y 06-1 y otro con una tasa mayor: Dpc-07-2, 05-2, 3 y Dpe
Patrén. Tanto con la condicién de alternancia de luz/oscuri-
dad u oscuridad constante, el aislamiento 05-2 crecié 14,1%
y 15,02% respectivamente, mds que la media general de todos
los aislamientos. Por su parte las dos cepas que menos crecie-
ron con respecto a la media general de todos los aislamientos
de Dpcy en ambas condiciones de luz, fueron Dpe-07-7 y 07-
8. La disminucién promedio para ambos aislamientos fue de
aproximadamente 11% (Fig. 1-11I)

A 30 °C ningun aislamiento de Dpc probado manifestd cre-
cimiento; a diferencia del patrén de Dpm. Teniendo en cuenta
el total de aislamientos probados a 15,20 y 25 °C, el promedio
general indicé mayor crecimiento a medida que aumentd la
temperatura (Fig. 2).

Inoculacién de los aislamientos a distintas temperaturas.

a) En cdmara climdtica: El porcentaje promedio de plantas
muertas a 15 y 20 °C fue similar entre aislamientos. Aunque
en la férmula del % PM se incluyeron los sintomas de muerte
y de plantas afectadas, a estas temperaturas no se observaron
“plantas afectadas”. No hubo diferencias estadisticamente sig-
nificativas (Fig. 3). Los valores oscilaron entre 80 y 100%.

Por su parte, a 25 °C los aislamientos conformaron dos gru-
pos estadisticamente diferentes. Uno se caracterizé por inducir
un mayor porcentaje de plantas muertas, constituido por Dpec-

Crecimiento miceliar de Dpc a distintas temperaturas
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Fig. 2. Porcentaje promedio de plantas muertas (% PM) debido a la inoculacion de 5 aislamientos de Diaporthe phaseolorum var. cau-

livora a 15, 20y 25 °C.

Fig. 2. Daily mycelial growth of 10 isolates of Diaporthe phaseolorum var. caulivora planted at 15, 20, 25 and 30 °C.
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Fig. 3. Porcentaje promedio de plantas muertas (% PM) debido
a la inoculacion de 5 aislamientos de Digporthe phaseolorum var.
caulivora a 15, 20y 25 °C.

Fig. 3. Average percentage of dead plants (% PM) due to the inoculation
of & isolates of Diaporthe phaseolorum var. caulivora at 15, 20 and 25 °C.

05-1y 07-8,y el otro por inducir menores valores, representado
por Dpc-Patrén, 05-3 y 06-1. Los datos oscilaron entre 20 y
53% (Fig. 3). A esta temperatura se observaron plantas afecta-
das que no llegaron a morir en el transcurso del ensayo.

&) En condiciones de inverndculo y en el campo: En condicio-
nes de inverndculo y en el campo la variabilidad de la reaccién
fue alta, y el rango promedio de plantas muertas oscilé entre 10
y 89%. Las plantas en estos ensayos presentaron mejor estado
general, menos ahiladas y con tallos més gruesos que en los en-
sayos en la cdmara climética. En la inoculacién bl) efectuada a
fin de invierno-primavera, la mortandad fue mayor que en b2) a
fin de primavera-verano. El rango de valores oscil6 entre 54,5 a
89% y 10 a 62,5%, respectivamente (Fig. 4).

DISCUSION

En el presente trabajo se demostré que, con las condiciones de
incubacién probadas la médxima tasa diaria de crecimiento mice-
liar de Dpe fue a 25 °C. A 30 °C ningtn aislamiento manifest6
crecimiento, diferencidndose de Dpm. Sin embargo, Backman
et al. (1985) notaron que la tasa de crecimiento a 30 °C indicé
discontinuidad entre los aislamientos de distinto origen. Keeling

100 B B B

% PM

Aislamientos

H Dic. 2008/ Ene. 2009
[ | Ag/sep 2009

Fig. 4. Porcentaje de plantas muertas inoculadas con aislamientos de Diaporthe phaseolorum var. caulivora en condiciones de inverna-

culo (Ag / Sep. 2009) y en el campo (Dic. 2008 / Ene. 2009).

Test DGC: Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05), mayusculas entre aislamientos, mindsculas entre campo/inverna-
culo. Cada valor es el promedio de 2 repeticiones evaluadas 30 dias después de la inoculacion.
Fig. 4. Percentage of dead plants inoculated with isolates of Diaporthe phaseolorum var. caulivora under greenhouse (Ag / Sep. 2009) and field

conditions (Dec. 2008 / Ene. 2009).

DGC test: Different letters indicate significant differences (p<0.05), capital letters among isolates, lowercase letters between field / greenhouse.
Each value is the mean of n=2. Sampling was conducted 30 days after inoculation.
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(1988) midi6 el crecimiento miceliar iz vitro de Dpr, originario
del sur y del norte de los EEUU: los aislamientos del sur alcanza-
ron un méximo de crecimiento a 25 °C y no se inhibieron a 32 °C,
mientras que los del norte fueron inhibidos a 30 °C.

En este trabajo la tasa de crecimiento de todos los aisla-
mientos de Dpe estudiados a 15 °C no se diferencié de la del
patrén de Dpm. Asimismo, Keeling (1988) no encontré di-
ferencias en el crecimiento miceliar de las cepas del Norte y
del Sur de EEUU a temperaturas menores de 20 °C. Estos
resultados y los antecedentes, sugieren que temperaturas por
debajo de 20 °C no permitirian observar una posible diferen-
ciacién fisiolégica entre las dos variedades causantes de CTS.

En las condiciones de este ensayo, si bien algunos aisla-
mientos presentaron cierta variabilidad en relacién con la tasa
diferencial de crecimiento en medio de cultivo, en general no
se encontré una alta variabilidad dentro de cada temperatura.
Se podria inferir que las diferentes temperaturas de las dis-
tintas zonas geogrificas de la provincia de Buenos Aires no
ejercerian una presién de seleccion en la poblacién del paté-
geno, dado que, dentro de la zona sur, un aislamiento (07-8)
presenté la mayor tasa y otro (05-2) el menor crecimiento.
Sin embargo, Atapia (1986) noté grandes variaciones entre
aislamientos de Dpc en relacién al crecimiento a diferentes
temperaturas y regimenes de luz. Este autor encontré que el
méximo crecimiento fue a 20 °C con luz, en tanto que a 30 °C
el méximo crecimiento fue alcanzado en oscuridad.

En relacién al factor luz, cierta variabilidad fue obtenida
considerando la incubacién bajo ciclos de luz-oscuridad u os-
curidad continua. Se demostré que los ciclos de luz/oscuridad
tuvieron un efecto positivo sobre la tasa de crecimiento a 15
°C; la incubacion a las otras temperaturas estudiadas, no de-
terminé diferencias significativas respecto al factor luz. Esto
podria ser un factor para que los rastrojos dejados en superficie
en épocas invernales, en sistemas de labranza de siembra di-
recta, sean colonizados por el patégeno y presenten desarrollo
de las estructuras reproductivas (Grijalba y Ridao, 2012).

El mayor porcentaje de plantas muertas ocurrié en cdma-
ra climdtica a temperaturas controladas y constantes de 15 y
20 °C. Los cinco aislamientos probados indujeron una mor-
tandad similar entre ellos. A 25 °C, la mortandad de plan-
tas fue menor y se diferenciaron dos grupos de aislamientos,
uno provocé el doble de plantas muertas que el otro. Con las
inoculaciones de inverndculo, con temperaturas variables que
no superaron los 22 °C, la mortandad fue alta y similar entre
los 18 aislamientos probados. Con las condiciones en el cam-
po (ensayo b2) en Dic. 2008/ Ene. 2009, con temperaturas
muy superiores, entre 19,3 y 31,1 °C, la mortandad de plantas
disminuyé considerablemente, y solamente dos aislamientos
(DPC-07-18 y 06-1) presentaron mortandad intermedia. En
los casos de temperaturas mayores, probablemente las plantas
no contraerian a la enfermedad. Estos resultados coincidirian
con lo informado por Lago (2010) y Ridao (2012) quienes
encontraron mayor incidencia del cancro del tallo de la soja en

el campo, en las siembras tempranas, con temperaturas rela-
tivamente bajas a templadas. En siembras tardias se encontré
menor incidencia de la enfermedad. Similarmente, Madani et
al. (1988) indicaron que en las siembras tardfas las plantas “es-
capaban”a la enfermedad. En este trabajo se utiliz6 la férmula
propuesta por Yorinori (1996). Si bien ella se usa en ambos
cancros del tallo de la soja, no la hemos propuesto nosotros
pero entendemos que no solo se evaltian plantas muertas ya
que en ellas se estima que la mitad de las plantas afectadas
moririan en el campo. Tal vez en el futuro, seria aconsejable
evaluar la severidad de la enfermedad midiendo el tamafio de
la lesién, la cantidad de tallos afectados por planta y/o la alte-
racién de los distintos componentes de rendimiento.

Kulik (1989) relacioné la velocidad de crecimiento miceliar
in vitro de las cepas con la patogenicidad in vivo, y reporté
que las cepas con crecimiento lento fueron mds patogénicas
que las de crecimiento rdpido. En este trabajo, no se relacioné
velocidad in vifro de los aislamientos con su patogenicidad. Si
bien Kulik mencioné que trabajé con Dy, existe la posibilidad
que las dos variedades causantes del cancro del tallo hayan
estado incluidas; ademads el autor no hizo referencia a la tem-
peratura con la cual condujo los ensayos de inoculacién para
determinar la patogenicidad.

Rupe y Sutton (1994) encontraron la mayor tasa de infec-
cién entre 22 y 30 °C, la que bajé considerablemente fuera
de ese rango, aunque ellos trabajaron con biotipos de Dpec del
sur de EEUU. En este trabajo ningin aislamiento desarrollé
a 30 °C sobre medio de cultivo, por lo cual no se inocularon
plantas a esa temperatura. Keeling (1988) presenté evidencias
de que los aislamientos provenientes del norte de los EEUU
no fueron patogénicos a 30 °C, mientras que los del sur si lo
fueron a temperaturas entre 21 °C y 30 °C. Consecuentemen-
te, dicho autor sugirié que dado el efecto de las temperaturas
sobre el crecimiento y la patogenicidad de los aislamientos del
norte y del sur, la temperatura podia influir en la distribucién
regional del patégeno. En nuestro pais, Dpm fue encontrado
produciendo epifitias en zonas sojeras del norte de la Argen-
tina (Ploper, 1997). En cambio, con Dpc las epifitias fueron
registradas principalmente en el centro-sur de la regién, donde
normalmente las temperaturas son mds frescas (Ridao y Lago,
2007; Lago, 2010). No obstante, este patégeno fue identificado
también en las provincias de Cérdoba y Santa Fe (Pioli, 2007).

La similitud de crecimiento y el alto porcentaje de plantas
muertas indicaria que las diferencias encontradas en la inci-
dencia y severidad de cancro del tallo de la soja ocasionado por
Dpc en la provincia de Buenos Aires se deberian al ambiente,
adecuado para el desarrollo de la enfermedad.
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