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Control quimico de Pythium spp.

en plantulas de soja

GRIJALBA, PE."; RIDAO, A. DEL C.?

RESUMEN

La podredumbre por Pythium en soja puede aparecer desde la germinacion de la semilla hasta mediados
de la época de crecimiento. Se evalué la eficacia de control de cuatro fungicidas aplicados en forma preven-
tiva en semillas de soja. Estas se colocaron en bandejas plasticas conteniendo sustrato comercial tindalizado
inoculado con Pythium. Se efectuaron dos ensayos: A) A partir de los fungicidas recomendados para esta
enfermedad en la Argentina: metalaxil-M y carbendazim+tiram y B) A partir de los fungicidas de amplio uso
en Argentina: azoxistrobina y difenoconazol, pero no como curasemillas. Los tratamientos fueron asignados
a las unidades experimentales (bandejas) de acuerdo a un disefio completamente aleatorizado con tres re-
peticiones por tratamiento. A los 21 dias se evalud la incidencia de la enfermedad por bandeja y se calculé el
porcentaje de control de cada fungicida. Los resultados obtenidos se analizaron mediante un Analisis de Va-
rianza y las medias fueron comparadas aplicando el Test DGC con un nivel de significancia del 5%. Metalaxil
presenté aproximadamente un 100% de control mientras que para carbendazim+tiram fue solo del 4,30%. La
aplicacién tanto de azoxistrobina como de difenoconazol difirié significativamente de la de metalaxil con un
control de 61% y 28,80% respectivamente. El control quimico de la podredumbre por Pythium en plantulas
de soja fue mas eficaz con la aplicacion del fungicida metalaxil de manera preventiva con respecto a los otros
tres fungicidas probados.
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ABSTRACT

Pythium rot in soybean may appear from seed germination to the middle of the growing season. Effective
control of four fungicides applied preventively in soybean was evaluated. These seeds were placed in plastic
trays containing commercial substrate tyndallizated, inoculated with Pythium. Two trials were conducted A)
Based on fungicides recommended for this disease in Argentina: metalaxyl-M and carbendazim + thiram and
B) Based on fungicides widely used in Argentina: azoxystrobin and difenoconazole but not for seed treatment.
The treatments were assigned to experimental units (trays) according to a completely randomized design with
three replicates per treatment. After 21 days the incidence per pot was evaluated and the percentage of control
of each fungicide was calculated. The results were analyzed by analysis of variance and the means were com-
pared using the DGC Test with a significance level of 5%. Metalaxyl presented approximately 100% control
while for carbendazim + thiram it was only 4.30%. The application of both azoxystrobin and difenoconazole
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differed significantly from metalaxil (61% and 28.80% control respectively). Chemical control of Pythium rot in
soybean seedlings was more effective with the implementation of preventive fungicide metalaxyl with respect

to the other three fungicides tested.

Keywords: fungicides, metalaxil, oomycetes, seed treatment, Glycine max L.

INTRODUCCION

Mundialmente se considera que las enfermedades de la
soja (Glycine max L.) son las responsables del 10-15% de
las pérdidas ocasionadas en la produccion de esta oleagino-
sa (Wrather et al., 2001). Las principales enfermedades de
la raiz y base del tallo son producidas por un complejo de
microorganismos del suelo. Pythium es uno de los principa-
les agentes causales de la pudricién de semillas y raices de
pre y posemergencia. Su desarrollo se ve favorecido por un
deficiente drenaje y la consecuente baja aireacion del suelo,
que permite la dispersion de las zoosporas. Se han citado
muchas especies de Pythium que infectan soja, cada una
tiene diferentes requerimientos de temperatura para crecer,
germinar e infectar (ej. Hartman et al., 1999). La infeccion
con P. aphanidermatum es mas severa entre 30y 35 °C y
temperaturas por debajo de 23 °C son mas favorables para
la infeccion de P. ultimum (Thomson et al., 1971).

Hasta el presente se han identificado 160 especies de
Pythium (Abad, 2010). En Argentina, en 1956 Frezzi (1956)
describié 16 especies nuevas y actualmente solo se hallan
descriptas 17 (Ploper et al., 2010; Palmucci et al., 2011).
Recientemente se ha citado a P. irregulare, P. ultimum var.
ultimum, P. sylvaticum, P. inflatum, P. debaryanum, P. ros-
tratum, P. catenulatum y Phytopythium helicoides asocia-
dos a plantulas de soja (Grijalba et al., 2011 y 2014; Pastor
etal.,, 2011).

La mayor prevalencia de enfermedades de plantulas oca-
sionadas por especies de Pythium se ha asociado con el
aumento en las practicas de labranza reducida (Pankhurst
et al., 1995). En Argentina, la rapida expansion del area
con siembra directa pasé de nueve millones de hectareas
en 1999 a 25 millones en 2009 y se sigue mostrando un
creciente interés por esta tecnologia en la agricultura (Aa-
presid, 2009). Reducir el laboreo deja mas superficie del
suelo cubierto de restos de cosecha, lo que evita el rapido
secado, como también impide el rapido aumento de tem-
peratura del suelo en primavera, retardando la germinacion
y el crecimiento de las plantulas (Griffith et al., 1977; Van
Doren y Triplett, 1973). EI género Pythium pertenece a la
familia Pythiaceae (Peronosporomycetes, ex Oomycetes),
anteriormente considerados hongos, y que han sido reu-
bicados en el reino Straminipila. Este género causa enfer-
medades en el cultivo de soja en todo el mundo y ocasiona
serios problemas. El control de este patdgeno se logra prin-
cipalmente a través del tratamiento quimico con curase-
millas especificos y eficientes contra Peronosporomycetes.

Por una parte, el metalaxil es un fungicida perteneciente a
las fenilamidas que inhibe especificamente la sintesis de
ARN ribosomal en Peronosporomycetes, pero si bien es
muy eficiente se ha encontrado resistencia en varias espe-
cies de Pythium, incluyendo P. irregulare y P. ultimum. Por
otra parte los resultados obtenidos con fungicidas como
tiram y captan son inconsistentes. Ademas, la mayoria de
los ensayos de eficacia de fungicidas se llevaron a cabo
antes de la década de 1980 y hay escasa informacién so-
bre la eficacia de nuevos productos quimicos, por ejemplo,
las estrobilurinas (Weiland et al., 2014).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta
de diferentes productos quimicos formulados como cura-
semillas frente al ataque de Pythium spp. en semillas de
soja. Especificamente, se evaluaron metalaxil, carbenda-
zim+tiram, difenoconazol y azoxistrobina.

MATERIALES Y METODOS
Obtencidn y seleccion de los aislamientos

Los aislamientos fueron colectados en campos de las lo-
calidades de Pergamino y Balcarce durante los afios 2009
a 2011. Se utilizd la técnica de trampa con plantulas de
soja, aislando Pythium a partir de suelo con varios afios
de agricultura y principalmente soja en su historial. Raices
con sintomas de necrosis o de podredumbre se lavaron
para remover particulas de suelo y se desinfectaron super-
ficialmente con hipoclorito de sodio (al 1,5% de CI activo)
durante 30 segundos. Luego se lavaron con agua destilada
estéril y se secaron con servilletas de papel. Dichas raices
se sembraron en medio PARP-APD (Agar Papa Dextrosa-
do) (Jeffers y Martin, 1986) mediante la técnica de la burbu-
ja o del agar invertido para evitar el desarrollo de bacterias
(Schmitthenner, 1973). Después de 24-48 h, los aislamien-
tos se transfirieron a nuevas placas de Petri con APD. Los
aislamientos de Pythium spp. se identificaron mediante téc-
nicas morfoldgicas y, en caso de dudas para su confirma-
cién, se utilizaron técnicas moleculares (no descriptas en
este trabajo, Levesque et al., 2004). Ademas se evalud su
patogenicidad in vitro e in vivo sobre plantulas.

Para inducir la formacién de estructuras reproductivas
de los aislamientos obtenidos, 3-4 secciones de 0,5 cm de
diametro de agar con micelio de 7 dias de crecimiento, se
colocaron en cajas de Petri que contenian agua destilada
estéril con 15-20 trocitos de Agrostis sp. de 0,5 a 1 cm de
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longitud, hervidos durante 10-15 minutos. Después de 48-
72 h, los segmentos colonizados se observaron en micros-
copio optico (Abad et al., 1994). La identificacion y caracte-
rizacion se efectud teniendo en cuenta la morfologia de las
colonias en los medios APD y AV8 (Schmitthenner, 1973), y
las estructuras vegetativas y reproductivas sexuales y ase-
xuales (Frezzi, 1956 y 1977; Van der Plaats-Niterink, 1981;
Dick, 2001).

Ensayos de patogenicidad

Se probd¢ la patogenicidad de los aislamientos in vitro e in
vivo segun la metodologia de Dorrance et al. (2004).

A. in vitro: cada aislamiento se sembro en el centro de
cajas de Petri de 9 cm de diametro conteniendo APD.
Cuando las colonias crecieron hasta casi completar
las cajas (2-3 dias aproximadamente) se colocaron en
cada una 10 semillas de soja previamente desinfecta-
das con hipoclorito de sodio (al 1,5% de Cl activo) du-
rante 30 segundos. A los siete dias desde la siembra
se contaron las semillas y/o plantulas muertas.

B. in vivo: sustrato comercial (previamente tindalizado dos
veces con vapor de agua durante una hora y regado
hasta saturacién) se colocé en macetas plasticas de
12 cm de diametro hasta su mitad. Sobre el sustrato
se puso el contenido de una caja de Petri de 9 cm, por
aislamiento, desarrollado en APD durante 4 dias a 22 °C.
Luego se cubrié con un cm de espesor de sustrato
tindalizado. Finalmente, se sembraron 20 semillas de
soja a las que se agreg6 un centimetro de espesor de
sustrato tindalizado. Las macetas inoculadas se man-
tuvieron durante 15 dias a 20-22 °C hasta el momento
de realizar el recuento de plantulas emergidas.

Eficacia de los diferentes fungicidas
Sensibilidad in vitro

Los fungicidas utilizados fueron los recomendados
para el control de esta enfermedad en soja (CASAFE,
2007): 1) Metalaxil con una dosis de 10 ppm en APD y 2)
Carbendazim+tiram con una dosis de 100 ppm en APD
(Dorrance et al., 2004). Se sembrd un trocito de APD de
0,5 cm de diametro de cada aislamiento en el centro de una
caja de Petri de 9 cm. Se efectuaron cuatro repeticiones
para cada tratamiento incluyendo los testigos en blanco
que solo contenian APD. La variable respuesta fue el crec-
imiento micelial, medido en mm con regla.

Eficacia en semillas

Se efectuaron dos ensayos: A) con el uso de los fungi-
cidas recomendados para esta enfermedad en la Argenti-
na, con la aplicacion para el ensayo de sensibilidad in vitro:
metalaxil-M (35% p/v) con una dosis de 50 cm®/100 kg de
semilla y carbendazim+tiram, 200 cm®100 kg de semilla y B)
con la aplicacion de fungicidas de amplio uso en Argentina

como azoxistrobina (10%) con una dosis de 250 cm3/100 kg
de semilla y difenoconazol (3%), 300 cm3/100 kg de semilla;
estos se formularon como curasemillas (de acuerdo a las in-
dicaciones de la compafiia quimica proveedora). En ambos
ensayos, la semilla fue sembrada dos dias después de su
tratamiento con el método semihumedo (Syngenta, 2014).

Sobre una capa de sustrato tindalizado en el fondo de una
bandeja plastica (10 x 20 x 5 cm) se colocd indculo de cada
uno de los 10 aislamientos (aproximadamente 15 cc de APD
colonizado), que fueron cubiertos con otra capa de sustrato
tindalizado. Sobre esta ultima se sembraron 25 semillas de
s0ja, las que se cubrieron con una nueva capa de sustrato
tindalizado. Los testigos se trataron de igual forma, pero en
uno se colocéd APD sin micelio y en otro no se aplico fun-
gicida. Los tratamientos fueron asignados a las unidades
experimentales (bandejas) de acuerdo a un disefio com-
pletamente aleatorizado con 3 repeticiones por tratamiento.
Las evaluaciones se realizaron a los 21 dias desde la siem-
bra mediante el calculo de incidencia de la enfermedad por
bandeja y el porcentaje de control de cada fungicida. Los
resultados obtenidos se analizaron mediante un ANOVA y
las medias fueron comparadas aplicando el Test DGC con
un nivel de significancia del 5% (Infostat, 2009). La eficiencia
de los fungicidas se determiné calculando el porcentaje de
control mediante la férmula de Abbott (1925).

RESULTADOS
Obtencion y selecciéon de aislamientos para ensayos

Para el ensayo de sensibilidad in vitro, de los 114 aisla-
mientos obtenidos se seleccionaron 40 (20 aislamientos de
Pergamino y 20 de Balcarce) pertenecientes a las especies
P. ultimum, irregulare y sylvaticum. Mientras que para los
ensayos de eficacia de los formulados se seleccionaron
10 aislamientos con una patogenicidad del 100% in vitro y
mas de 80% in vivo de las especies de mayor prevalencia,
cinco de P. irregulare y cinco de P. ultimum.

Sensibilidad in vitro

Con la dosis de 10 ppm de metalaxil in vitro, el 100% de
los aislamientos fue inhibido, pero cuando el medio de cul-
tivo contenia una dosis de 100 ppm de carbendazim+tiram
inhibié solo al 40% de los aislamientos.

Eficacia en semillas

Ensayo A: el metalaxil controlé eficazmente los diez ais-
lamientos en forma conjunta, ya que presenté mas plantu-
las emergidas en promedio que el resto de los tratamientos,
e inclusive presentd el mismo numero de plantulas emer-
gidas que el testigo sin inocular. La mezcla de fungicidas
carbendazim+tiram no generd ningun tipo de proteccion,
ya que el testigo inoculado y el tratamiento con esta mezcla
de fungicidas no presentaron una diferencia significativa.
El metalaxil presentd un 95,70% de control mientras que
carbendazim+tiram solo un 4,30% (tabla 1).
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Tratamiento Emergencia promedio % Control %

Testigo con inéculo 16 A
< Carb+ Tir con inéculo 16,33 B 4.3
<3 Metalaxil con in6culo 23,33 C 95,7
§ Testigo sin in6culo 23,66 C
W Metalaxil sin inéculo 23 C

Carb+Tir sin in6culo 24 C

Testigo con inéculo 233 A
ﬁg Difenoconazol con inéculo 8 B 28.8
§ Azoxistrobina con inéculo 14,33 C 61
& Metalaxil con inéculo 22 D 100

Testigo sin indculo 22 D

Tabla 1. Porcentaje de emergencia promedio y Porcentaje de control de 25 semillas de soja tratadas con fungicidas curasemillas y sem-

bradas en suelo inoculado con Pythium spp.
Carb+ Tir: Carbendazim + Tiram

Test DGC letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05).

Ensayo B: todos los tratamientos se diferenciaron esta-
disticamente del testigo inoculado en la cantidad de plan-
tulas emergidas, metalaxil presenté un 100% de control
comparable con el resultado del ensayo A) difenoconazol
y azoxistrobina se diferenciaron estadisticamente entre
ellos, con azoxistrobina se obtuvo la mayor cantidad de
plantulas normales emergidas y un 61% de control mien-
tras que difenoconazol solo control6 un 28,80% (tabla 1).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El metalaxil, fenilamida con accion sistémica y especifico
para Peronosporomycetes, y fungicida recomendado para
Pythium (CASAFE, 2007) en el cultivo de soja en la Repu-
blica Argentina, presenté un muy buen nivel de control de
los aislamientos patégenos tanto en los ensayos in vitro
como en los realizados en semillas de soja. Por su parte, la
mezcla de los fungicidas carbendazim+tiram que presen-
ta tanto accién sistémica como de contacto no controlé de
manera eficaz a los mismos aislamientos de Pythium. Esta
mezcla presenté solo un 40% de control en los ensayos in
vitro 'y 4,30% en el realizado en semillas de soja. Por esta
razén, no se aconseja para el tratamiento de semillas de
soja que pueden ser atacadas por este patégeno en los
primeros estadios del cultivo.

Por un lado, en referencia a los fungicidas de amplio uso
en Argentina, pero no recomendados como curasemillas
en el cultivo de soja, los resultados obtenidos coinciden
con Reis et al. (2010) quienes indicaron que al ser Pythium
un Peronosporomycete, los triazoles (inhibidores de la sin-
tesis del ergosterol) no ofrecen una buena respuesta. La
ruta bioquimica del ergosterol es una caracteristica de la
mayoria de los hongos (Ascomycetes, Deuteromycetes
y Basidiomycetes), pero esta ausente en los Peronos-
poromycetes (Peronospora, Plasmopara, Phytophthora,

Pythium, etc). Estos ultimos son insensibles a los triazoles,
dado que no sintetizan el ergosterol, satisfaciendo sus ne-
cesidades por la absorcion miceliar del compuesto a partir
del sustrato. Esta diferencia es la base de la selectividad
de los inhibidores de la biosintesis de esteroles, que no se
pueden utilizar para el control de las enfermedades causa-
das por Peronosporomycetes.

Por otro lado, las estrobirulinas poseen un amplio es-
pectro de control y cierto grado de absorcién sistémica
por las raices, aumentando la proteccion de las plantulas
y su accion fungicida resulta de la inhibicién de la respira-
cion mitocondrial en los hongos, debido a que previenen
la transferencia de los electrones entre el citocromo b y
el citocromo c. Estos fungicidas no son especificos para
los Peronosporomycetes, pero pueden controlar al géne-
ro Pythium, aunque con eficiencias relativamente bajas a
medias, y dependen del momento de aplicacién (accién
preventiva). Dentro de este grupo quimico, azoxistrobina
de uso en tratamientos de semillas (DYNASTY ® 10 FS
SEMILLERO - Syngenta, 2014) esta recomendada para
Plasmopara halstedii agente causal del mildiu del girasol,
que también pertenece al reino Straminipila. Sin embargo
bajo las condiciones de este ensayo el control de los ais-
lamientos de Pythium utilizados fue intermedio y bastante
menor que el producido por el tratamiento con metalaxil.

Por lo tanto, se concluye que el control quimico de la
podredumbre por Pythium en plantulas de soja fue mas efi-
caz con la aplicacion del fungicida metalaxil, de manera
preventiva, con respecto a los otros tres fungicidas proba-
dos. Aun asi, y dado que en varios paises se han reportado
cepas resistentes a metalaxil (Sanders, 1987; Porter et al.,
2009; Van Jaarsveld et al., 2002; Weiland et al., 2014) se
deberian utilizar otras técnicas de manejo para esta en-
fermedad, tanto quimico como biolégico, que provean un
control adecuado. Seria necesario que las companias qui-
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micas y los productores de soja focalicen la atencién en
utilizar alternadamente fungicidas eficaces con diferente
modo de accion que prevenga el futuro desarrollo de aisla-
mientos resistentes.
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