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Introduccion

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid es un hongo fitopatdgeno,
agente causal de la Podredumbre Carbonosa de la base del tallo, una
patologia mundial que afecta a la soja, entre otros 500 hospedantes,
como el maiz y el algododn (Shaner et al., 1999); registrandose dafios
por su ataque de hasta el 80% del rendimiento. Asi, por ejemplo,
en soja, de todos los hongos que afectan las raices, M. phaseolina
merece la mayor atencion, debido a que la enfermedad que causa esta
incrementandose sostenidamente, independientemente del manejo o
rotacion agricola utilizada. Este escenario, sumado a lo complejo de su
control, constituye una amenaza a la sustentabilidad agricola.

La dificultad del manejo de la enfermedad causada por M.
phaseolina radica en el hecho de que éste es un hongo de suelo, no
hay genotipos resistentes, no es afectado por rotaciones cortas, y
posee estructuras de resistencia que le garantizan su supervivencia.
La enfermedad se manifiesta generalmente en manchones en el
lote, atacando las raices. Persiste en los rastrojos y en el suelo gracias
a su arma secreta: los microesclerocios. Estas son las estructuras de
resistencia que le permiten sobrevivir y resistir. El rastrojo y semilla
infectados, junto con los microesclerocios que persisten en el
suelo, constituyen la fuente de indculo primario de la enfermedad.
Actualmente no existen fungicidas sistémicos que viajen hacia la raiz,
para interactuar con los patdgenos que alli establecen su infeccidn.
Esto obstaculiza y limita ain mas su manejo, por lo cual se espera un
crecimiento continuado de la importancia de M. phaseolina tanto en
Argentina, como en Brasil (Carmona y Reis, 2012).

En este contexto, surge la necesidad de buscar nuevas alternativas
para el manejo de este tipo de patdgenos de soja habitantes de suelo.

Los fosfitos (Phi) son sales derivadas del acido fosforoso (H,PO,)
combinadas con diferentes cationes (Mn?+, K, etc.). Su uso actual en
la agricultura se basa en evidencias que indican que son activadores
de las defensas en las plantas y que tienen un efecto anti fungico
directo sobre algunos patégenos (McDonald et al., 2001). Los Phi
son los Unicos compuestos quimicos anti fungicos sistémicos de
rapida absorcion que ademas de movilizarse por el xilema, también
lo hacen a través del floema (Ouimette y Coffey, 1990; Hardy et al.,
2001). Esto posibilita la translocacion de los Phi desde las hojas
hacia las raices. En nuestro pais, se han llevado a cabo estudios con
notables resultados sobre estos compuestos en relacidn al manejo de
enfermedades de fin de ciclo en soja y algunos patégenos habitantes
del suelo (Carmona et al., 2011, Ravotti et al , 2012).

Contar con un método de control quimico complementario de

enfermedades de raiz y tallo mediante pulverizaciones foliares
resultaria esencial para el control de patdgenos habitantes de suelo,
tales como M. phaseolina.

En base a todo lo expuesto, y ante la escasa informacion disponible,
se planted el siguiente objetivo de investigacion: Evaluar el efecto in
vitro de concentraciones crecientes de fosfito (Phi) de Manganeso
(Mn) sobre el desarrollo y produccion de microesclerocios de
Macrophomina phaseolina.

Materiales y métodos

Hasta el momento se llevaron a cabo sélo ensayos in vitro. En
ellos, se utilizaron distintas dosis de Phi de Mn (Ultra Mn); éstas se
adicionaron a un medio de cultivo esterilizado (APG) y se sembraron
con el patégeno en cuestion. Se utilizaron distintas dosis de Phi Mn:
Control (0 ppm), 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm,
800 ppm y 1000 ppm de Phi Mn. En una experiencia anterior, se
observé que a las dosis mas altas de fosfito (800 y 1000 ppm), el pH
se tornaba muy acido: 2. En base a esto se llevd a cabo un pequefio
experimento para estudiar el desarrollo de M. phaseolina en un
medio con diferentes niveles de acidez. Se concluyd que el patégeno
se desarrolla normalmente hasta un pH de 3. Por lo tanto, se intentd
generar un medio buffer que con dosis altas de fosfito no disminuya
su pH por debajo del mencionado. Esto se consiguié incorporando
CaCo, a los tratamientos de 800 y 1000 ppm de Phi Mn. Para contar
con la certeza de que el CaCO, no afectaba per se el crecimiento
del patdgeno; se realizd un tratamiento testigo consistente en
APG+CaCO,, sin fosfito.

En cada una de las placas se sembrd un disco de agar de 6 mm
conteniendo micelio activo con microesclerocios de M. phaseolina.
Se realizaron 3 cajas (réplicas) por cada tratamiento. Las placas
inoculadas se incubaron en oscuridad a 242C.

En todos los casos, posterior a la incubacidn se registro el crecimiento
en diametro del hongo y su produccién de microesclerocios (Ravotti
et al., 2012). El andlisis de los datos se llevd a cabo mediante
regresion no lineal logistica, modelo a partir del cual se obtuvieron
las CI50 y CI90. De cada uno de los tratamientos (concentraciones),
se prepard una 42 caja sin hongo, para tomar una medida del pH
del medio. Un pH &cido podria afectar el crecimiento del hongo y
enmascarar los resultados obtenidos con el fosfito.

Con el fin de determinar la sensibilidad del patégeno al Phi, se
calcularon los valores de Cl. y Cl,, (concentracion capaz de inhibir
el crecimiento del micelio en un 50 y un 90%) a partir de la gréfica
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de crecimiento micelial versus concentracion de Phi. Mediante
un analisis de regresion no lineal, con un modelo logistico se
determinaron las distintas lineas de ajuste cuya ecuacion genérica
fue “alfa/(1+beta*exp(-gamma*ppm))”, siendo “ppm” el valor de las
concentraciones de Phi, en cada caso.

Resolviendo las ecuaciones de regresion, se calcularon los valores
correspondientes de las diferentes Cl, y Cl,  para el patégeno.

Resultados
A medida que aumenta la dosis de Phi de Mn, se observa una
tendencia logistica decreciente por parte del crecimiento micelial

del patdégeno.

. Regresion logistica del % de control de micelio
Grafico 01 | de M. phaseolina en funcién de la concentracién
de Phi Mn.

Regresion de la inhibicién de M. phaseolina por fosfito de Manganeso
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A partir de la dosis de 500 ppm el crecimiento se vio robustamente
inhibido (Grafico 1; Figura 1) registrandose un desarrollo pobre
del patdgeno. Si bien a estas dosis de fitoestimulante el medio se
torna altamente acido, al estar enmendado con CaCo, podemos
asegurar que la inhibicion del patégeno se debe completamente al
PhiMn; ya que como se observa en la figura 2, el CaCo, no afecta el
desarrollo del hongo.

La concentracion de Phi Mn que inhibe el 50% del crecimiento del
patdgeno resulto de 290 ppm, mientras que con 551 ppm del fosfito
el hongo se ve inhibido en un 90% (Tabla 1).

También se registrd un cambio en las estructuras de resistencia del
microorganismo.

Con tan sdlo 100 ppm, se observa una diferencia en el micelio de M.
phaseolina, el cual se presenta mas claro que el control (Figura 2).

A partir de 300 ppm de Phi Mn, los microesclerocios presentan un
color claro y una menor cantidad . Esto se acentua con 400 ppm,
observandose estructuras casi transparentes (Figura 3).

Con respecto al pH del medio para los distintos tratamientos; éste
siempre se mantuvo igual o por encima de 3; valores de pH a los
cuales el patdgeno se desarrolla normalmente.

Tabla 01 Tabla resumen de los resultados para un ensayo de Phi Mn in vitro. Se muestran los valores de las CIS0 y CI90, acompafiados

por las respectivas ecuaciones de regresion y el niumero de datos utilizados para la regresion (n)

CI50 (ppm) €190 (ppm)

Ecuacion de la regresion n

Phi Mn 290 551

90,39/(1+264,27*exp(-0,02*ppm)) 27




Figu ra 01 | Desarrollo del patégeno M. phaseolina para distintas dosis de Phi Mn.

Control tsin Phi Mn) 108 ppm 200 ppm 300 ppm
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Figura 02 | Desarrollo de M. phaseolina en APG+CaCO, (derecha) e inhibicién del hongo en APG+CaCO,+1000 ppm de Phi Mn (izquierda)

CaCo, CaCO; + Phi Mn




Fi 03 Microesclerocios de M. phaseolina para 3 tratamientos: APG solo (Control); APG + CaCO, (Control con CaCO,); y
igura APG+ 400 ppm de Phi Mn.
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Conclusiones

e El Phi de Mn ha demostrado tener efecto fungicida a bajas dosis, inhibiendo el 50% del desarrollo del patégeno
con 290 ppm. Asimismo, desde un primer momento, cuando la dosis es minima, causa un impacto negativo en el
hongo, generando un cambio en sus estructuras de resistencia; lo que podria contribuir a reducir su supervivencia
en el suelo y rastrojos. A dosis mas altas se ha cuantificado la fungitoxicidad frente a M. phaseolina. Ha quedado
claro que los efectos fungitdxicos del Phi no se deben a su acidez, sino a sus propiedades intrinsecas; ya que se
generd un medio buffer en el cual el pH no se ubicé nunca por debajo de 3; pH en el cual el patégeno se desarrolla
normalmente. Debido a estos impactos promisorios, se contindan las investigaciones para determinar el efecto de
este fitoestimulante sobre la planta por lo que también se llevaran a cabo ensayos in vivo al respecto.
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