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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue
la puesta a punto del modelo experimental
de infeccién de plantas de soja por
especies de Cercospora.

El ensayo se llevo a cabo en camara de
crecimiento con temperatura y humedad
controladas. Las plantas se obtuvieron a
partir de semillas de muy buena calidad

y maduracion. Las mismas, en estado
fenoldgico V3, se inocularon con: C.
kikuchii NBRC 6711; C. sojina NBRC 6715,
tres aislamientos regionales de C. kikuchii y
un aislamiento de Cladosporium sp.

Las plantas se evaluaron visualmente y
bajo lupa estereoscopica. A los 5 dias post-
inoculacion, todas las especies C. kikuchii,
produjeron lesiones compatibles con el
tizon de la hoja. Las plantas inoculadas
con C. sojina NBRC 6715 presentaron

la enfermedad mancha ojo de rana'y
Cladosporium sp. produjo una lesién
diferente a las anteriores.

Este método de inoculacion artificial
permitié reproducir las enfermedades y
determinar el periodo de incubacion.
PALABRAS CLAVE: Inoculacion artificial,
Cercospora kikuchii, Cercospora sojina.

SUMMARY: Experimental infection model of
soybean plants with Cercospora species
The aim of this work was to develop an
experimental model in order to infect soy
plants with Cercospora species.

An assay was carried out in a growth
chamber providing temperature and
humidity controls.
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The plants, obtained from very good quality
seeds at phenological stage V3, were
inoculated with C. kikuchii NBRC 6711, C.
sojina NBRC 6715, three C. kikuchii regional
isolates and a Cladosporium sp. isolate.
Visual and stereoscopic magnifications
were used for plant examination. Five days
after inoculation, the lesions produced by
all C. kikuchii species were compatible with
soybean leaf blight. Plants inoculated with

C. sojina NBRC 6715 presented frog-eye
leaf spot and Cladosporium sp. produced a
different lesion.

This methodology allowed reproducing the
symptoms of the diseases by applying the
pathogen to healthy plants and determining
the time at which injuries occurred.
KEYWORDS: Experimental infection, Cercospora
kikuchii, Cercospora sojina

Introduccion

La soja (Glycine max L. Merr.) es uno de
los cultivos mas importantes en Argentina.
En la provincia de Santa Fe, representa una
de las principales fuentes de ingreso. El
clima célido y humedo favorece su labranza
y es justamente este tipo de clima, propio
de la zona, el que contribuye a la aparicion
de enfermedades con las consecuentes
pérdidas en la produccion (1, 2). La pérdida
de rendimiento, puede llegar a tener una
alta implicancia socioeconémica para toda
la region (2).

Entre las enfermedades de final del ciclo
de la soja, se encuentran el tizdn de la hoja
y la mancha purpura de la semilla, cuyo
agente etiolégico es Cercospora kikuchii
(Matsumoto & Tomoyasu) M. W. Gardner y
la mancha en “ojo de rana” (MOR) ocasio-
nada por Cercospora sojina Hara (2, 3). La
prevalencia de una u otra depende de las
condiciones de manejo del cultivo y de las
caracteristicas climaticas de la zona en con-
sideracion (1).

Se ha demostrado que uno de los facto-
res de patogenicidad, de los que se valen
numerosas especies de Cercospora es
una toxina de color rojo, denominada cer-
cosporina. La produccién de esta toxina

desempena un papel muy importante en
la infeccion de la soja (4). Las plantas muy
afectadas pierden gran cantidad de follaje,
lo que adelanta su maduracién, sin el lle-
nado correcto de vainas y las semillas dis-
minuyen su germinacion (5,6).

Para minimizar este problema, se utili-
zan diferentes estrategias entre las que se
encuentra la aplicacion de fertilizantes, fun-
gicidas y herbicidas, combinada con el uso
de cultivares de mayor potencial genético,
la difusion masiva de materiales transgéni-
Cos en soja y las practicas de manejo como
la siembra directa (1, 7, 8).

La deteccién temprana del patégeno en
la planta, constituye una estrategia com-
plementaria para resguardar el medio
ambiente y eliminar algunos de los factores
de riesgo que afectan su rendimiento y la
salud de los seres humanos y animales (9).

Ahora bien, la eficacia de las técnicas
de deteccioén y diagndstico rapido se debe
comprobar no sélo a nivel de pruebas de
laboratorio sino también, en plantas desa-
rrolladas bajo condiciones controladas v,
en una 3° instancia, “a campo”, siendo los
ensayos “in vitro” un complemento nece-
sario e imprescindible de las pruebas “a
campo”(9).
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En el laboratorio se pueden efectuar eva-
luaciones en condiciones controladas, de
modo de minimizar los efectos del ambiente
frente a los genotipos. La optimizacion de
dichas condiciones requiere el desarrollo
de un modelo de infeccion reproducible.
Cuando esto se logra, ademas de obtener
condiciones de infeccion estandarizadas,
los resultados se obtienen en un periodo de
tiempo mucho mas corto que en el caso de
los ensayos de campo (10).

Es entonces que adquiere relevancia el
desarrollo de métodos de inoculacion arti-
ficial bajo condiciones controladas. Esta
metodologia ha sido una de las principa-
les prioridades en las investigaciones con
hongos fitopatégenos, ya que evita las fluc-
tuaciones tipicas de los ambientes natura-
les alin cuando, en éstos, se favorezcan las
condiciones 6ptimas de infeccion (11). Ade-
mas, es muy Util para caracterizar la sinto-
matologia, efectuar pruebas de seleccion
genética y realizar estudios de epidemio-
logia (12). Otras ventajas que presenta, es
que permite un mejor control en el manejo
del organismo, mayor seguridad en la eva-
luacién de los sintomas, certeza de que no
ocurrirén interferencias con otros microor-
ganismos y rapidez en evaluar el material.

El objetivo de este trabajo fue implemen-
tar y optimizar un modelo experimental de
infeccion de plantas de soja por especies
de Cercospora.

Materiales y métodos

Para la puesta a punto del modelo expe-
rimental de infeccion de plantas de soja se
utilizaron semillas de muy buena calidad
que no presentaban a simple vista, dafo
mecanico alguno.

Previo a la siembra se realizé su preger-
minado, para lo cual se colocaron en ban-
dejas plasticas previamente desinfectadas
con hipoclorito de sodio al 0,5 %, conte-
niendo papel de filtro embebido en agua
sobre una capa de algoddn, para mante-
ner las condiciones de humedad apropia-
das. A continuacion, se incubaron en estufa
de germinacién bajo condiciones de oscu-
ridad continua, a una temperatura de 25 =
1°C durante 96 h (13). Luego, las semillas
pregerminadas se dispusieron en mace-
tas de plastico de 300 mL, conteniendo tie-
rra—arena—vermiculita en proporcion 2:1:1.
Las plantas continuaron su desarrollo en la
céamara de crecimiento (3 x 2m) disponible
en la Facultad de Ciencias Agrarias (UNL),
bajo condiciones controladas de tempera-
tura'y humedad y a los 45 dias se seleccio-
naron las primeras hojas trifoliadas.

* Hongos utilizados y preparaciéon de
los inéculos

Se trabajé con las cepas pertenecien-
tes a la coleccién NITE Biological Resource
Center (Japon): Cercospora kikuchii NBRC
6711y Cercospora sojina NBRC 6715y con
aislamientos regionales de C. kikuchii, para
lo cual se seleccionaron hongos que produ-
cfan cercosporina en concentraciones alta,
mediana y baja (14) disponibles en el cepa-
rio de la catedra; también se incorpor6 un
aislamiento de Cladosporium sp. para el
estudio de especificidad de género (15).

Para la preparacién de los respectivos iné-
culos, cada uno de los hongos se sembré en
5 tubos conteniendo APD (agar papa dex-
trosa) y se incubaron durante 4 dias a 25 +
0,2°C, bajo ciclos alternados de luz (16 h de
luz y 8 h de oscuridad). Transcurrida la incu-
bacién, se agregaron 5 mL de agua desti-
lada estéril a cada tubo y se procedié a des-
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prender las estructuras fungicas con el ansa,
mediante un raspado suave de la superficie
del cultivo. La suspensién de las mismas se
cuantificd efectuando recuentos microbio-
lbgicos (en placa en superficie) y se proce-
di6 a ajustar el indculo de manera de obtener
una suspension de 10°UFC/mL (16).

Todos los ensayos se realizaron por
duplicado.

* Inoculacién de las plantas

Se trabaj6 con 16 plantas en estado feno-
l6gico V3. Las mismas se dispusieron por
grupos de a dos, de la siguiente manera:

- Plantas sanas, como control negativo

- Plantas tratadas con agua, como con-
trol de indculo

-Plantas inoculadas con aislamientos
regionales de C. kikuchii con distintas capa-
cidades de produccién de cercosporina
(segun estudios efectuados y publicados
por Gonzalez y col. 14)

* CK15, cepa productora de baja con-
centracion de cercosporina (3,93+0,39
nmol cyl” = SD)

* CK23, cepa productora de mediana
concentracion de cercosporina
(85,07+14,88 nmol cyl™' = SD)

* CK32, cepa productora de alta concen-
tracion de cercosporina (148,51+3,98 nmol
cyl” = SD)

- Plantas inoculadas con C. kikuchii
NBRC 6711, cepa productora de cercospo-
rina (243,30=11,60 nmol cyl”" = SD)

- Plantas inoculadas con C. sojina NBRC
6715, cepa productora de cercosporina
(553,08=5,36 nmol cyl" = SD)

- Plantas inoculadas con Cladosporium sp.

Se seleccionaron las hojas trifoliadas
correspondientes al primer y segundo par
de hojas completamente desplegadas y
cada planta se asperj6 con 2 mL del indculo

correspondiente, humedeciendo ambas
caras de las hojas.

Luego las plantas se cubrieron con bol-
sas de nylon perforadas, previamente
humedecidas en su interior, para proveer
las condiciones de humedad y mojado
foliar adecuadas para estimular el proceso

de infeccioén (17).

* Confirmacién de la infecciéon y anali-
sis de la sintomatologia

Se realizd el seguimiento de los culti-
vos a diferentes intervalos de tiempo, eva-
luando visualmente la aparicion de lesiones
(18). Una vez detectadas se inspecciona-
ron bajo lupa estereoscopica (10-40x), a fin
de corroborar la presencia del agente infec-
Ci0s0.

Ante casos sospechosos, se realiza-
ron observaciones directas bajo micros-
copio optico (100-400x), o bien se coloca-
ron foliolos con sintomas sospechosos en
“camaras himedas” incubadas a 26 = 0,5
°C, bajo ciclos alternados de luz (16 h de
luz fria y 8 h de oscuridad) a fin de confir-
mar el crecimiento de las estructuras coni-
diales (19).

Resultados y discusion

Las enfermedades de las plantas redu-
cen significativamente el rendimiento de
los cultivos impactando sobre la produc-
cion agroalimentaria. De hecho, en numero-
sas ocasiones, en la historia de la agricul-
tura, se ha relatado que enfermedades de
diversas etiologias han conmocionado a las
sociedades porque han desvastado los cul-
tivos originando, entre otros efectos, ham-
bruna en la poblacién, elevadas pérdidas
econémicas y desastres ecoldgicos (20).
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Como ya se comento, el desarrollo de
métodos de inoculacién artificial bajo condi-
ciones controladas ha sido una de las prin-
cipales prioridades en las investigaciones
con hongos fitopatdégenos, pues permite
valorar cualitativa y cuantitativamente la
expresion de la resistencia sobre un deter-
minado hospedante, asi como mejorar y
simplificar los procedimientos de seleccion
en los programas de mejoramiento gené-
tico (11).

Durante el ensayo descrito en este tra-
bajo, se comprobd que tanto los aislamien-
tos regionales como las cepas de referen-
cia fueron capaces de infectar las plantas,
mientras que en la planta tratada con agua
(control negativo) no se observé ningun tipo
de lesion.

Recién a los 5 dias post-inoculacion, tanto
la cepa patron CK6711 como los aislamien-
tos regionales CK23 y CK32, produjeron
lesiones compatibles con el tizén de la hoja,

lo que se corrobord mediante la observacion
con lupa estereoscopica. Estos hongos, bue-
nos productores de cercosporina, ocasiona-
ron en ambas caras de las hojas, lesiones
angulares o irregulares, que coalescieron
formando &reas necréticas con un halo rojo
debido a la presencia de la toxina (Fig. 1).

El aislamiento CK15, productor de baja
concentracion de cercosporina, también oca-
siond lesiones pero las mismas fueron de
tamano pequeno y sin presencia de halo rojo
(Fig.1).

La planta inoculada con CS6715 pre-
sentdé manchas de color castafio rojizo o
grisaceas oscuras, rodeada de un delgado
margen marrén rojizo, compatibles con
MOR (Fig. 1).

A mayor aumento se pudieron distinguir,
sobre la lesion, los conidiéforos (Fig. 2).

Por su parte, Cladosporium sp. produjo
una lesion diferente a las anteriores (Fig. 1).

Figura 1. Plantas de soja a los 5 dias post-inoculacion
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a: Observacion de la hoja a simple vista; b: Observacién de la hoja con lupa estereoscépica (40 x).

1ay 1b—planta tratada con agua; 2a y 2b—planta inoculada con CK15; 3a y 3b—planta inoculada con CK23; 4a'y 4b—
planta inoculada con CK32; 5a y 5b-planta inoculada con Cercospora kikuchii NBRC 6711; 6a y 6b-planta inoculada
con Cercospora sojina NBRC 6715; 7a'y 7b—planta inoculada con Cladosporium sp.

Figura 2. Planta inoculada con Cercospora sojina NBRC 6715

Observacién con lupa estereoscépica (40x) de los conidiéforos sobre la lesion en la hoja
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En el presente trabajo, el desarrollo de
un método de inoculacién artificial bajo
condiciones controladas permitié reprodu-
cir los sintomas de la enfermedad al apli-
car el patégeno en tejidos de plantas sanas
y determinar el tiempo de aparicion de las
lesiones observadas a simple vista.

Coincidiendo con lo observado por
Almeida y col. (21), los sintomas comenza-
ron a hacerse visibles a simple vista sobre
las hojas de las plantas 5 dias después
de la inoculacién. En cuanto a las lesiones
observadas, los resultados fueron seme-
jantes a los obtenidos por otros autores
cuando inocularon plantas de soja con C.
kikuchii productores de distintas concentra-
ciones de cercosporina (4).

Conclusiones

El desarrollo de un método de inocula-
cion artificial bajo condiciones controladas
permitié reproducir los sintomas de la enfer-
medad al aplicar el patégeno en tejidos de
plantas sanas, ya que se observaron, a sim-
ple vista, lesiones compatibles con tizén de
la hoja'y MOR a partir de los 5 dias de efec-
tuada la inoculacion.
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