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Resumen

Introduccién. Agroathelia rolfsii (Sacc.) Redhead & Mullineaux es un patogeno edafico
polifago capaz de afectar a diversidad de especies, incluyendo el cultivo de soja. Su incidencia
puede ocasionar disminucion del nimero de plantas y reducciones en la produccion, que oscilan
entre 10-25% en afios normales y superar el 50% en brotes severos, segln las zonas afectadas.
Objetivo. Determinar la dosis minima de esclerocios capaz de inducir sintomas en las plantas
de soja. Materiales y métodos. Se realizaron bioensayos en cémara de crecimiento. Se
aplicaron tres dosis diferentes de esclerocios: 0,163 g, 0,326 g y 0,489 g, por unidad
experimental. Resultados y discusion. Se encontraron diferencias significativas en la severidad
de la enfermedad entre los tratamientos. Los tratamientos con 0,326 g y 0,489 g de esclerocios
expresaron el 70 y 82% de sintomas, respectivamente. La necrosis en la base del tallo y la
presencia de cancros fueron los sintomas predominantes. Las dosis del patégeno utilizadas
establecieron una relacién lineal entre la aparicion de sintomas y la dosis de esclerocios, descrita
por la ecuacion: % PCS = 7,00 + 170,16 * D (g).
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Se observo una correlacion significativa negativa de -0,40 (p = 0,0144) entre el peso fresco de
los tallos y la dosis del patdgeno. Conclusion. Los resultados obtenidos indican que la dosis
minima de indculo de 0,163 g de esclerocios puede inducir la expresion de la enfermedad en el

cultivo de soja.

Palabras clave: Glycine max; Sclerotium rolfsii; severidad; hongos de suelo; bioensayo.

Technical note

Abstract

Inoculation method with sclerotia of Agroathelia rolfsii (Sacc.) Redhead & Mullineaux
in soybean (Glycine max L. Merr.) crops

Introduction. Agroathelia rolfsii (Sacc.) Redhead & Mullineaux is a polyphagous soil pathogen
capable of affecting a variety of species, including the soybean crop. Its incidence can cause a
decrease in the number of plants and yield losses ranging from 10-25% in normal years to over
50% in severe outbreaks, depending on the areas affected. Objective. To determine the
minimum dose of sclerotia that causes symptoms in soybean plants. Materials and methods.
Bioassays were carried out in a growth chamber. Three different doses of sclerotia 0.163 g,
0.326 g and 0.489 g per experimental unit were applied. Results and discussion. Significant
differences in disease severity were found among treatments. Treatments with 0.326 g and
0.489 g of sclerotia expressed 70 and 82% symptoms, respectively. Necrosis at the base of the
stem and the presence of cankers were the predominant symptoms. The pathogen dose used
established a linear relationship between symptom occurrence and sclerotia dose, described by
the equation: % PCS = 7.00 + 170.16 * D (g). A significant negative correlation of -0.40 (p =
0.0144) was observed between stem fresh weight and dose of the pathogen. Conclusion. The
results obtained indicate that the minimum inoculum dose of 0.163 g of sclerotia can induce

disease expression in the soybean crop.

Keywords: Glycine max; Sclerotium rolfsii; severity; soil fungi; bioassay.
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Introduccién

La soja (Glycine max (L.) Merr.) es un cultivo oleaginoso originario de China (Hou et al. 2023,
Hymowitz 1990, Zhao y Gai 2004) con una gran produccion a nivel mundial. Segun los datos
obtenidos por la FAO (2022), se produjeron 348,8 millones de toneladas de grano, donde los
primeros paises productores son Brasil, Estados Unidos, Argentina, China e India (FAOSTAT
2022). Este cultivo posee grandes propiedades nutritivas con un alto contenido de proteinas, que
lo convierte en una fuente fundamental para la alimentacion humana y animal (Nair et al. 2023,
Wandkar et al. 2012).

Argentina se posiciona entre los principales cultivos nacionales. Su importancia radica en la
amplia diversidad de productos que pueden obtenerse desde su produccidn primaria hasta su
transformacién en diversos productos con alto valor agregado. La cosecha de soja en las Gltimas
cinco campafias tuvo un rendimiento promedio de 41,8 millones de toneladas de grano, con un
rendimiento medio nacional de 2.655 kg ha® y una superficie sembrada de 16,7 millones de
hectareas (BCBA 2024). Los grupos de madurez mas empleados en las regiones productoras del
pais en la Campafia 2023-2024 fueron el grupo 1V (50,65%) seguido por los grupos V (22,89%)
y VI (11,11%) (INASE 2024).

La sanidad del cultivo es fundamental para garantizar altos rendimientos y calidad de granos.
Las enfermedades flngicas pueden afectar diferentes etapas del cultivo o trasladarse en las
semillas y ocasionar grandes mermas de rendimiento por muerte de plantas, disminucion de la
calidad de los granos o pérdidas de estos (Carmona et al. 2015, Hosseini et al. 2023, Lavilla
y Ivancovich 2021). Ademas, factores ambientales como el deéficit hidrico en el suelo o su
exceso y temperaturas suboptimas en siembras tempranas pueden afectar negativamente en la
germinacion e incrementar su susceptibilidad al ataque de hongos y saprofitos habitantes del
suelo (Ivancovich y Lavilla 2015).

Entre los patégenos de importancia agrondémica se encuentra Agroathelia rolfsii (Sacc.)
Redhead & Mullineaux (anamorfo Sclerotium rolfsii), un hongo polifago responsable de la
pudricion del tallo y marchitez vascular, cuyos dafios ocasionan disminuciones en el nimero de
plantas y detrimentos de la produccién (Fauzi y Sari 2022, Hiremath et al. 2022). Este patégeno
puede afectar a mas de 500 especies vegetales y se desarrolla preferentemente bajo condiciones
de alta temperatura, humedad relativa y lluvias frecuentes (Bhamra y Borah 2022; Sobrinho y
Santos 2021).

Las pérdidas que puede ocasionar oscilan entre el 10 y 25% en condiciones normales y pueden
ser superiores al 50-80% en ataques severos, cuando las condiciones ambientales favorecen el
optimo desarrollo de la enfermedad (Bhamra y Borah 2022, Fauzi y Sari 2022, Hiremath et al.
2024).
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La relevancia de esta enfermedad en el cultivo de soja ha aumentado debido a su creciente
expansion en diversas regiones productoras, entre ellas China (Zheng et al. 2021), India
(Bhamra y Borah 2022), Indonesia (Fauzi y Sari 2022) y Brasil (Silva et al. 2025).

A. rolfsii se caracteriza por no producir esporas ni estructuras sexuales con frecuencia, se
multiplica a partir de esclerocios, estructuras de resistencia y supervivencia que produce en gran
cantidad y permiten que el hongo sobreviva por largos periodos de tiempo, incluso, en ausencia
de hospedantes susceptibles (Abo-Zaid et al. 2021, Ali et al. 2020, Smith et al. 1989).

Los sintomas iniciales de infeccion incluyen clorosis foliar y lesiones en la base del tallo
proximas a la linea de suelo (Bhamra y Borah 2022, Sharf et al. 2021). Esto conduce a un
rapido marchitamiento de la planta, fase en la cual se hace visible el micelio blanco del hongo
(Paul et al. 2023). A medida que la enfermedad progresa, el patégeno puede producir necrosis
en los tejidos vegetales y finalmente la muerte de la planta (Ali et al. 2020, Mishra et al. 2021).
La erradicacion del patégeno se dificulta con métodos convencionales de control, que si bien
pueden ser efectivos, frecuentemente requieren altas dosis de fungicidas de sintesis quimica y
tienen la desventaja de ser poco persistentes, generar resistencias y ocasionar impactos
negativos en el ambiente (Sharf et al. 2021, Fauzi y Sari 2022, Silva et al. 2025). Sin embargo,
pueden ser una herramienta en el manejo integrado de plagas.

Paralelamente, existen avances en el empleo de alternativas bioldgicas mediante la utilizacion
de microorganismos biocontroladores como Trichoderma spp. (Alonso Reyes et al. 2002, Ali et
al. 2020, Miller 2021), Penicillium oxalicum (Javaid et al. 2020), Streptomyces cellulosae
Actino 48 (Abo-Zaid et al. 2021), Bacillus megaterium y Pseudomonas fluorescence (Sharf et
al. 2021), entre otros, debido a que son mas seguros y amigables con el ambiente, los animales y
las personas (Abo-Zaid et al. 2021, Javaid et al. 2020).

El manejo de la enfermedad presenta un gran desafio, debido a la falta de métodos especificos
para la inoculacion del patégeno bajo condiciones controladas que permitan desarrollar
alternativas de control para reducir su impacto (Nogueira et al. 2019).

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo se centra en establecer una metodologia de
inoculacion eficiente y reproducible de A. rolfsii en G. max, que permita determinar la dosis

minima de esclerocios necesaria para la expresion de la enfermedad.
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Materiales y métodos

Los bioensayos fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del Instituto
Fitotécnico Santa Catalina [IFSC], ubicado en la ciudad de Llavallol, provincia de Buenos Aires
(-34.79039440627301, -58.44894091003829), entre junio y septiembre del 2023.

Determinacion de viabilidad de esclerocios de A. rolfsii

Para determinar la dosis minima necesaria para inducir la enfermedad, se emple6 un aislamiento
de A. rolfsii obtenido de un cultivo local de lechuga realizado en el IFSC durante el 2018. El
pat6geno se multiplico en semillas de trigo previamente esterilizadas. Los esclerocios obtenidos
se secaron y se preservaron en bolsas selladas herméticamente antes de su conservacion en
camara de refrigeracién a 5 °C.

El primer ensayo consistio en determinar la viabilidad del patdgeno. Para ello, se seleccionaron
de forma aleatoria 50 esclerocios que fueron desinfestados en alcohol 70° e hipoclorito de sodio
al 2% (CI 35 g I'Y). Posteriormente, se sembraron 5 esclerocios por placa de 9 mm de diametro
en medio agar-papa-dextrosa (APD) al 2% y se incubaron en cdmara de crecimiento a 25° + 2
°C con 12/12 h de luz/oscuridad. Se realizaron observaciones visuales cada 24 h y porcentaje de
germinacion se determind a las 96 h.

Para establecer los gramos necesarios para infectar plantas de soja, se tomaron como referencia
3 dosis utilizadas por Miiller (2021) en cultivo de tomate. En dicho trabajo, la maxima
mortandad de plantas se obtuvo con 0,150 g esclerocios. Las dosis de referencia fueron: T1: sin
esclerocios, T2: 0,075 g esclerocios, T3: 0,150 g esclerocios, T4: 0,225 g esclerocios.

Los gramos finales de esclerocios para cada tratamiento se ajustaron en funcién del 46% de
germinacion obtenido en el ensayo de viabilidad para asegurar la cantidad efectiva de in6culo

viable. Las dosis ajustadas del patdgeno aplicadas en los tratamientos fueron:

e T1:sin esclerocios.

e T2:0,163 g esclerocios.
e T3:0,326 g esclerocios.
e T4:0,489 g esclerocios.

Inoculacién del patdgeno en el cultivo

Se emplearon bandejas de germinacion de 20 x 25 x 9 cm con 25 celdas de 125 cc de volumen,
para la siembra. El suelo utilizado, sin historial de aplicacion de productos quimicos, se mezcld
con arena de rio en proporcion 2:1 respectivamente. Posteriormente, se esterilizd en autoclave a

1 atmosferay 121 °C durante 1 h, por triplicado.
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Se utilizaron semillas de soja correspondientes al Grupo de Madurez IV corto susceptibles a la
enfermedad. Estas se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 2% (Cl 35 g I™) durante 60
segundos, seguido de un triple enjuague con agua destilada estéril antes de la siembra.

Cada tratamiento de esclerocios se mezclo con 70 gramos de suelo (cantidad previamente
estimada) para lograr una profundidad de siembra de 3 cm. Se sembraron 2 semillas por celda
para cada tratamiento.

Las bandejas fueron trasladadas a una cdmara de crecimiento con temperatura y luz controlada
de 25° £ 2 °C y 12/12h luz/oscuridad. Se mantuvo la humedad del suelo para evitar estrés en las
plantas. En post emergencia, se realizé un raleo para dejar una plantula por celda. Se efectuaron
observaciones cada 24 h hasta el momento del descalce, con el fin de mantener la humedad del

cultivo, registrar su estado sanitario y monitorear la aparicion de signos del patégeno.

Prueba de patogenicidad de Agroathelia rolfsii

Se efectuaron cortes de tallo a la altura del cuello de las plantas donde se observaron presencia
de necrosis 0 cancros, para determinar si los sintomas hallados correspondian al patégeno. Los
mismos se desinfestaron con alcohol 70° por 30 segundos, seguido de hipoclorito de sodio al
2% (35g CI I'") durante 60 segundos y se enjuagaron por triplicado con agua destilada estéril. La
siembra se realizd en placas de Petri con medio APD al 2%. Se llevaron a camara de
crecimiento a 25° + 2 °C y 12/12h en luz/oscuridad. Se observaron las placas cada 24 h y la
determinacion del patégeno presente se efectud a las 96 h mediante la observacion visual del

crecimiento del micelio del hongo vy la identificacion microscépica de las estructuras hifales.

Observacidon de sintomas en las plantas de soja
A la sexta semana de la siembra, se efectud el descalce de las plantas para la observacién visual
de necrosis o cancros en el cuello del tallo.
El grado de severidad se evalu6 mediante la escala de severidad de Sherwood y Hagedorn
(1958), la cual describe:
e 0 =planta sana, sin sintomas.
e 1 =sintomas leves en la base del tallo con cambios en la coloracion del tejido.
e 2 =colonizacién en el cuello del tallo, con aplanamiento del tejido, presencia de cancro.
e 3 =pérdida de turgencia en la base del tallo con aspecto anguloso.
e 4 =estrangulamiento en la base del tallo, muerte de la planta (damping off).
Adicionalmente, se midio peso fresco de la parte aérea y de la raiz de las plantas para cada

tratamiento.
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El disefio experimental correspondié a un disefio completamente aleatorizado (DCA) con 4
tratamientos y 3 repeticiones. Cada celda de las bandejas de germinacién se consideré una
unidad experimental, se utilizaron cinco celdas por cada combinacion de tratamiento-repeticion.
Los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANDEVA). La comparacion de medias
se realizé con test de LSD Fisher con una significancia del 95% (p < 0,05). Los grados de
severidad se analizaron mediante una Tabla de contingencia (Chi Cuadrado de Pearson con un p
< 0,05). A su vez, se llevd a cabo una regresion lineal para analizar la relacién entre la expresion
de la enfermedad y la dosis del indculo. La relacidn entre la expresion de los sintomas y los
pesos frescos de los Grganos aéreos y raices se determind por medio de una correlacion de
Spearman.

Todos los datos cumplieron con los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Los

resultados fueron analizados con el programa estadistico Infostat (Di Rienzo et al. 2020).

Resultados

Viabilidad de esclerocios y prueba de patogenicidad de A. rolfsii

El recuento de esclerocios germinados se realizd 120 horas post siembra, observandose un 46%
de germinacion. Al momento del descalce, se realizaron observaciones visuales en la zona basal
de los tallos de las plantas de todos los tratamientos. Las plantas del tratamiento sin esclerocios
no presentaron sintomas. En contraste, las plantas de los tratamientos con diferentes dosis de
esclerocios presentaron lesiones con diferentes grados de severidad predominando los cambios
de coloracién del tejido (Figura 1). Para confirmar la presencia del patdgeno, se realizaron
cortes de tallo de aquellas fracciones que presentaron necrosis o cancros y se incubaron en
medio de cultivo APD para el aislamiento.

Los sintomas observados en los diferentes tratamientos se cuantificaron segin la escala de
Sherwood y Hagedorn (1958). Se calcul6 la frecuencia de plantas para cada grado de severidad
en cada tratamiento. Los datos fueron expresados en porcentajes para su visualizacion (Tabla
1). La asociacion entre los tratamientos y la distribucion de los grados de severidad de la
enfermedad se analizd6 mediante una tabla de contingencia y la prueba de Chi Cuadrado de
Pearson, el cual revel6 diferencias significativas entre los tratamientos (X = 20,55, gl = 6, p =

0,0022) considerando una significancia del 5%.
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Figura 1. Observaciones visuales de los sintomas en el cuello del tallo de plantas de soja causadas por A.
rolfsii. (A) Vista macroscopica de la sintomatologia; (B) Detalle con lupa de la necrosis del
tallo.

Figure 1. Visual observations of symptoms on the stem collar of soybean plants caused by A. rolfsii. (A)
Macroscopic view of symptomatology; (B) Close-up of stem necrosis (B).

Expresion de sintomas, severidad e incidencia de la enfermedad

A lo largo de los dias, se observd el crecimiento de micelio blanco en la superficie del suelo
alrededor de los tallos de las plantas (Figura 2).

La comparacién de medias de los tratamientos revel6 diferencias significativas con un alto
grado de ajuste (R?> = 0,91). Los tratamientos 3 (0,326 g) y 4 (0,489 g) indujeron la enfermedad
en el 70 y 82% de las plantas, respectivamente (Figura 3). Estos tratamientos incrementaron la
proporcion de plantas sintomaticas en un 28,3% y un 41,6%, en comparacion al Tratamiento 2
(0,163 g). En cuanto a la expresion de la enfermedad, predominaron los grados de severidad 1y
2. El grado 1 se caracteriz6 por sintomas de necrosis en la base del tallo, mientras que el grado 2

presento la formacion de cancros.
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Figura 2. Micelio de A. rolfsii en la superficie del suelo de plantulas de soja infectadas (A y B) y
esclerocios visibles en la superficie de suelo (C).
Figure 2. Mycelium of A. rolfsii on the soil surface of infected soybean seedlings (A and B) and sclerotia

visible on the soil surface (C).

Tabla 1. Distribucion porcentual de los grados de severidad de la enfermedad y el porcentaje total de
plantas de soja con sintomas para cada tratamiento.

Table 1. Percentage distribution of disease severity grades and total percentage of soybean plants with
symptoms for each treatment.

Tratamiento Grado de severidad Total PCS (%)
0 1 2 3 4
T1 100 - - - - 0
T2 64 21 14 - - 35
T3 31 62 8 - - 70
T4 18 73 9 - - 82

Grados de severidad: 0 = planta sana. 1 = sintomas leves (necrosis) en la base del tallo. 2 = presencia de cancro. 3 = pérdida de
turgencia en la base del tallo. 4 = planta muerta (damping off). PCS % = porcentaje total de plantas con sintomas. Tratamientos:
T1: sin esclerocios. T2: 0,163 g de esclerocios. T3:0,326 g de esclerocios. T4: 0,489 g de esclerocios. Chi Cuadrado de Pearson =

20,55, gl =6, p = 0,0022.

Degrees of severity: 0 = healthy plant. 1 = mild symptoms (necrosis) at the base of the stem. 2 = presence of canker. 3 = loss of
turgor at the base of the stem. 4 = dead plant (damping off). PCS (%) = total percentage of plants with symptoms. Treatments: T1:
no sclerotia. T2: 0.163 g of sclerotia. T3: 0.326 g of sclerotia. T4: 0.489 g of sclerotia. Pearson's Chi-square = 20.55, gl =6, p =
0.0022.
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Figura 3. Porcentaje total de plantas con sintomas de la enfermedad y sus diferentes grados de incidencia
segun el tratamiento. T1: sin esclerocios. T2: 0,163 g de esclerocios. T3: 0,326 g de
esclerocios. T4: 0,489 g de esclerocios. Letras diferentes indican diferencias significativas
segun la prueba de LSD Fisher (p < 0,05). Barras de error representan el error estandar.

Figure 3. Total percentage of plants with disease symptoms and their different degrees of incidence
according to treatment. T1: no sclerotia. T2: 0.163 g of sclerotia. T3: 0.326 g of sclerotia. T4:
0.489 g of sclerotia. Different letters indicate significant differences according with Fisher’s
LSD test (p < 0.05). Error bars represent the standard error.

La relacion entre la expresion de la enfermedad y la dosis del indculo del patdgeno (expresado
en g) se determind mediante un analisis de regresién lineal. Se obtuvo una relacion de tipo lineal
(Figura 4) entre la dosis de esclerocios (Tratamiento) y la presencia de los sintomas en las
plantas de soja.

La ecuacion de regresién obtenida fue:
% PCS = 7,00 + 170,16 * D (g)
Donde:
% PCS = % Plantas con sintomas D = Dosis de esclerocios en gramos (g) (Tratamiento).

El grado de ajuste fue elevado (R* = 0,87), con un p = < 0,0001. Estos resultados indican una
respuesta lineal significativa entre las dosis de esclerocios (g) y el porcentaje de plantas con

sintomas, considerando un nivel de significancia del 5%.
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Figura 4. Curva de regresion lineal entre la dosis de esclerocios de A. rolfsii y la incidencia de la
enfermedad en plantas de soja. La linea central representa la linea de ajuste, las lineas laterales
corresponden a las bandas de prediccion superior e inferior. p < 0,0001.

Figure 4. Linear regression curve between A. rolfsii sclerotia dose and disease incidence on soybean
plants. The central line represents the fitted line, the side lines correspond to the upper and
lower prediction bands. p < 0.0001.

Para determinar la relacion entre el peso fresco de la parte aérea y de las raices con la presencia
de sintomas de la enfermedad, se efectu6 un analisis de correlacion de Spearman (Tabla 2).

Este determind una correlacién negativa significativa de -0,40 entre el peso fresco del tallo y la
presencia de sintomas (p = 0,0144). A su vez, se determind una asociacion positiva y altamente

significativa de +0,78 entre el peso fresco del tallo y el de la raiz (p < 0,0001).
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Tabla 2. Analisis de Correlacion de Spearman entre el peso fresco de la parte aérea (g) y la radicular (g)
con la presencia de sintomas de la enfermedad (necrosis o cancros) en plantas de soja.

Table 2. Spearman correlation analysis between aerial (g) and root (g) fresh weight with the presence of
disease symptoms (necrosis or cankers) in soybean plants.

PFT (g) PFR (g) PCS
PFT (9) - 0,78* -0,40%
PFR (g) 0,78* - -0,24ns
PCS -0,40% -0,24ns -

PFT: peso fresco del tallo, PFR: peso fresco de raiz PCS: plantas con sintomas. *= correlacion significativa (p < 0,05), ns = correlacién no
significativa.

PFT: fresh weight of stem, PFR: fresh weight of root, PCS: plants with symptoms. *= significant correlation (p < 0.05), ns = non-significant
correlation.

Discusion

Viabilidad de esclerocios y metodologia de inoculacion

La supervivencia y la tasa de germinacién del 46% de los esclerocios, hallada en este trabajo,
reflejan la alta viabilidad de A. rolfsii, caracteristica confirmada por estudios previos (Abo-Zaid
et al. 2021, Ali et al. 2020). Chet (1975) demostrd que la estructura de los esclerocios con altas
reservas internas de nutrientes y polisacaridos en vesiculas, junto con elevadas concentraciones
de melanina en su parte externa, les confiere una prolongada supervivencia y resistencia a la
degradacion bioldgica, quimica y al ataque de otros hongos.

A pesar de la diversidad de métodos de inoculacion existente, pocos autores han empleado los
esclerocios como fuente de indculo con un enfoque en la cuantificacion de la dosis necesaria. El
presente trabajo buscoO representar la severidad a campo mediante el uso de esclerocios del
patégeno. Sobrinho y Santos (2021) realizaron un tratamiento similar en Vigna unguiculata (L.)
Walp., en su estudio, buscaron determinar la forma y concentracion més adecuada para inducir
la enfermedad sin dafiar a las semillas, la inoculacion con esclerocios ocasiond la mayor
expresion de la enfermedad. Sin embargo, otros autores han aplicado diferentes métodos de

inoculacion con distintos objetivos.
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En investigaciones sobre Arachis hypogaea (L), Bennett (2020) evalué la resistencia de las
plantas mediante el empleo de bocados de APD con micelio del hongo. Esta técnica implica
colorcar un trozo de medio de cultivo colonizado con el patdgeno cerca de la planta para la
liberacion controlada del in6culo micelial. De manera similar, Abo-Zaid et al. (2021) utilizaron
la misma técnica de inoculacién para evaluar el efecto antagdnico de aislados actinobacterianos
de S. cellulosae Actino 48 contra A.rolfsii.

Por otro lado, Ali et al. (2020) utilizaron semillas de mijo perla inoculadas con el patdégeno para
evaluar el antagonismo de T. harzianum y T. viride en el cultivo de Cicer arietinum (L.) var
Noor 2009. Esta técnica, que consiste en cubrir las semillas de mijo perla con el patdgeno para
aplicarlas como tratamiento, busca asegurar una distribucion uniforme del in6culo en la zona
radicular. De forma andloga, Javaid et al. (2020) emplearon la misma técnica para evaluar el
antagonismo del patdégeno con P. oxalicum en Capsicum annuum (L.). Sharf et al. (2021)
también adoptaron esta metodologia con el fin de evaluar el antagonismo de bacterias PGPR y
una maleza alelopatica en el mismo cultivo.

Adicionalmente, Paul et al. (2023) llevaron a cabo su investigacion para caracterizar a A. rolfsii
extraido de Phaseolus vulgaris (L.), morfologica y molecularmente, determinar las condiciones
Optimas de crecimiento, la formacion de esclerocios y evaluar el rango de hospedantes mediante
la utilizacion de semillas de trigo como fuente de indculo. Por su parte, Mishra et al. (2021)
aplicaron diferentes tratamientos inoculados (bocados de APD, semillas de trigo y palillos de
dientes) en Lens culinaris Medik. para evaluar pruebas de patogenecidad y la eficacia de cada
uno de ellos.

Si bien estas técnicas lograron la expresion de la enfermedad, no tuvieron por objetivo principal
determinar la dosis necesaria de esclerocios para ocasionar o cuantificar la expresion de la

enfermadad en los cultivos.

Expresion de sintomas y patogenecidad de A. rolfsii

La confirmacion de la patogenicidad de A. rolfsii en las secciones de tallos muestreados a las 96
h de la siembra reafirma que el patégeno inoculado fue el causante de la sintomatologia. Estos
hallazgos coinciden con ensayos realizados por Zheng et al. en 2021 en inoculaciones sobre el
mismo cultivo.

Las observaciones visuales de los sintomas en las plantas de soja, asi como la confirmacion de
la patogenecidad de A. rolfsii a partir de las secciones de tallos muestreadas, son consistentes
con la etiologia de la podredumbre blanca. En las observaciones diarias, se registrd un signo
caracteristico de la infeccion por A. rolfsii, como el crecimiento de micelio blanco en la

superficie del suelo (Bhamra y Borah 2022, Carmona et al. 2015, Rivera et al. 2018).
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Todos los tratamientos con dosis de esclerocios presentaron el sintoma caracteristico de lesion
en la zona basal con diferente grado de severidad. Estas lesiones pueden variar entre
ablandamientos, hundimientos o lesiones que se tornan marrones, hasta clorosis de las hojas
basales y rapido marchitamiento general (Bhamra y Borah 2022, Rivera et al. 2018, Sharf et al.
2021, Zheng et al. 2021).

Relacion dosis-respuesta e incidencia de la enfermedad

Los resultados obtenidos en el analisis de contingencia, que revelaron diferencias significativas
en la distribucion de la severidad entre tratamientos (X? = 20,55, gl = 6, p = 0,0022), indican que
las diferentes dosis de esclerocios de A. rolfsii indujeron patrones de enfermedad
significativamente distintos. La comparacion de medias fue complementaria, al demostrar
diferencias significativas en los porcentajes de plantas sintomaticas (R?> = 0,91). La evidencia
obtenida demuestra que las dosis mas elevadas de esclerocios (T3: 0,326 g y T4: 0,489 @)
causaron una alta incidencia de la enfermedad en las plantas, lo que contrasta significativamente
con el tratamiento sin patdgeno, el cual no presenté sintomas. Predominaron los grados de
severidad 1 (sintomas de necrosis en la base del tallo) y 2 (presencia de cancros). Estos
hallazgos coinciden con las observaciones de Paul et al. (2023), quienes reportaron lesiones
hundidas de coloracién marron en Phaseolus vulgaris (L.).

La relacidn directa y lineal entre la dosis de esclerocios y la presencia de sintomas en las plantas
de soja, cuantificada por la ecuacion de regresion (% PCS = 7,00 + 170,16 * D (g)), permite
predecir la incidencia de la enfermedad en las plantas de soja en funcion de la dosis del indculo.
Este hallazgo valida la metodologia de inoculacion utilizada y la capacidad de las dosis
controladas de A. rolfsii para inducir un gradiente de enfermedad reproducible en plantas de
soja. La respuesta lineal concuerda con lo reportado por Alonso Reyes et al. (2002) en el cultivo
de tomate, donde la dosis del patdégeno generaba la muerte de plantulas. Sin embargo, Miller

(2021) report6 una curva de tipo logaritmica en el mismo cultivo con las dosis estudiadas.

Impacto de la enfermedad en el peso fresco de la planta

La correlacién negativa significativa de -0,40 entre el peso fresco del tallo y la presencia de
sintomas (p = 0,0144) sugiere que, a medida que la enfermedad progresa, hay una diminucion
del peso fresco del tallo. Esto podria indicar un impacto en el pasaje de nutrientes y en el

desarrollo de la parte aérea de la planta.
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Los hallazgos de sintomas y su impacto en el crecimiento coinciden con los observados por
Zheng et al. (2021), quienes reportaron crecimiento de micelio blanquecino en el cuello plantas
de soja inoculadas con un aislado de A. rolfsii extraido del mismo cultivo a campo, lo que afectd
su crecimiento. A su vez, la asociacion positiva entre el preso fresco del tallo y el de la raiz
(+0,78, p < 0,0001) refleja la estrecha conexion entre el crecimiento del tallo y las raices,

fundamental para el crecimeinto de la planta, incluso aquellas afectadas por la enfermedad.

Conclusiones

El presente estudio establecié una metodologia reproducible para la inoculacion de A. rolfsii en
el cultivo de soja. Se requiri6 una dosis minima de 0,163 g de esclerocios para inducir la
expresion de la enfermedad, demostrando una respuesta lineal entre la incidencia de la
enfermedad y la dosis del inéculo en el volumen de suelo descrito. Estos hallazgos son

esenciales para desarrollar bioensayos estandarizados y mejorar el manejo del patégeno.
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