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RESUMEN

Sclerotinia minor causa el tizén del mani, enfermedad que ocasiona pérdidas
en el cultivo. Este patdgeno produce esclerocios como estructura de resistencia
y se encuentra en forma agregada en el campo, lo que dificulta la evaluacion
de herramientas de control de la enfermedad. Es necesario el desarrollo de
una técnica de inoculacién que permita la homogeneidad de inéculo en cada
unidad experimental. Los objetivos fueron: desarrollar y validar una metodologia
de inoculacién a campo de S. minor en mani, y evaluar el comportamiento de
diferentes genotipos del cultivo. Se aislaron y cuantificaron esclerocios de S.
minor de muestras de suelo, se seleccionaron subpoblaciones y se produjo
indculo en dos medios de cultivo liquido. El inéculo generado se aplico a
campo sobre diez genotipos y se evalud la intensidad de la enfermedad vy
la homogeneidad en la respuesta. El nimero de esclerocios en suelo fue de
0,81/100 gr antes y 2,07/100 gr después de la inoculacién. S. minor crecié en
ambos medios de cultivo, pero el caldo papa presentd mayores ventajas. La
técnica de inoculacion fue exitosa, logrando que los valores de incidencia fueran
homogéneos entre repeticiones. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el comportamiento de los genotipos frente a la enfermedad.
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SUMMARY

Sclerotinia minor causes peanut blight, a disease that generates losses to the
crop. S. minor produces sclerotia as a resistance structure and is found in
aggregate form in the field, making it difficult to evaluate disease control tools.
It is necessary to develop an inoculation technique that allows homogenizing
the inoculum in each experimental unit. The objectives of this work were: to
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INTRODUCCION

develop and validate a field inoculation methodology for S. minor in peanuts,
and to evaluate the behavior of different genotypes of the crop. Sclerotia of
S. minor were isolated and quantified from soil samples, subpopulations were
selected and the inoculum was produced in two liquid culture media. The
inoculum generated was applied in the field on ten peanut genotypes, the
intensity of the disease and the homogeneity of response were evaluated.
The number of sclerotia in soil was 0.81/100 g before and 2.07/100 g after
inoculation. S. minor grew in both culture media, but potato dextrose agar
broth presented greater advantages. The inoculation technique was successful
at achieving homogenous incidence values among repetitions. Significant
statistical differences were observed in the behavior of the genotypes towards
the disease.
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annuus), mani (Arachis hypogaea) y poroto
(Phaseolus vulgaris) (Marinelli y March, 2005).

Sclerotinia minor es un hongo hemibidtrofo
perteneciente a la clase Ascomycete. Presenta
una etapa asexual caracteristica, dada por la
produccion de esclerocios, estructura de resis-
tencia de color negro y amorfa de 0,5-3 mm,
a partir de la que se origina micelio blanco y
esponjoso (Marinelli y March, 1996). Ademas, S.
minor posee una etapa sexual, con la produccién
de apotecios (Jarvis y Hawthorne, 1972); sin
embargo, normalmente esta fase no se presenta
en manf por lo que no ocasiona infecciones (Dow
et al., 1988; Porter y Melouk, 1997; Marinelli et al.,
2004). Este patogeno inverna como esclerocio
en suelo, rastrojo y semilla, presentandose en
forma agregada en el suelo (Marinelli et al.,
2017), lo que dificulta la correcta evaluacion a
campo de diferentes herramientas para controlar
la enfermedad como fungicidas, genotipos vy
microorganismos biocontroladores.

Son numerosas las especies cultivadas que este
patégeno es capaz de infectar, entre las que se
encuentran soja (Glycine max), girasol (Helianthus

Bajo condiciones de elevada humedad 95-100 %
y temperaturas entre 18 y 22°C, los esclerocios
germinan en forma de micelio, invadiendo las
ramas inferiores, ginecoéforos y tejidos suculentos
de las plantas, haciendo que las células colapsen
(Willetts y Wong, 1980; Tariqg et al., 1985; Marinelli
y March, 1996).

En todas las areas productoras de mani, las
enfermedades debidas a hongos patégenos
presentes en el suelo causan importantes
disminuciones en la produccion (Porter et al,
1982; Isleib y Wynne, 1992; Marinelli et al., 2017).
S. minory S. sclerotiorum son los agentes causales
del tizon del mani, siendo S. minor el patégeno con
mayor prevalencia en la regiéon productora nucleo
de Argentina (Oddino et al., 2008). Los sintomas
de la enfermedad son marchitez, necrosis de los
tallos, cambio de coloracion de la planta a un verde
palido y muerte (Willetts y Wong, 1980; Tariq et al.,
1985; Marinelli y March, 1996). Las estimaciones
de pérdidas anuales en Argentina causadas por
esta enfermedad fueron de 740 kg/ha de granos
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de mani (March et al., 2000) y alcanzaron valores
entre 14y 18 millones de délares (Marinelli y March,
1996; Marinelli et al., 1998). Hace una década, en
EE UU, Smith et al. (2006) sefialaban que sdlo por
S. minor en Carolina del Norte las pérdidas habian
alcanzado entre 1y 4 millones de dodlares anuales.

En la actualidad no existen estudios que hayan
estimado las pérdidas en el rendimiento debido a
esta enfermedad; sin embargo, es una enfermedad
muy importante en la zona manisera (Rodriguez et
al., 2018).

Como en la mayorfa de las enfermedades del
rizoplano, la estrategia de manejo para el tizon del
mani se desarrollé a partir de rotaciones largas y
siembra directa, incrementando de esta manera la
cantidad de microorganismos biocontroladores del
patdgeno, que lograron disminuir la incidencia de
la enfermedad (Marinelli et al., 2006; March et al.,
2008; Vargas Gil et al., 2008 Marinelli et al., 2017).
Ademas, se han desarrollado otras herramientas de
manejo, como la prueba de fungicidas y genotipos
de buen comportamiento frente a Sclerotinia sp.
(Damicone et al., 2010; Partridge-Telenko et al.,
2011). En Argentina, la variedad Pronto-AO posee
un comportamiento tolerante a S. sclerotiorum
(Soave et al., 2008). Estas estrategias han logrado
buenos resultados, aunque en Argentina, desde
las camparfias 2015 a 2019, en las que ocurrieron
precipitaciones normales o superiores a la media,
se ha observado un notable incremento de la
enfermedad (Rosso et al., 2019).

Esto pone en evidencia la necesidad de
evaluar nuevas herramientas de control de la
enfermedad, como la resistencia genética. Sin
embargo, la distribucién espacial agregada de
los esclerocios (Marinelli et al., 2017) hace que
resulte de importancia el desarrollo de una técnica
de inoculacién que permita la homogeneidad de
indculo que recibe cada unidad experimental y
la disminucion de fuentes de variabilidad en la
modelizacion del comportamiento.

Por lo expresado anteriormente, se planted
como obijetivos de este trabajo desarrollar y validar
una metodologia de inoculacion a campo de S.
minor en mani y evaluar el comportamiento de
diferentes genotipos.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras y aislamiento del patégeno

Se tomaron cuatro muestras de 300 g de suelo
de un area experimental ubicada en el Criadero El
Carmen, en General Cabrera, Cérdoba, Argentina
(32° 49' 40" S, 63° 52' 14" O). Las muestras

se obtuvieron con un disefio en W (Lin et al.,
1979). Cada muestra estuvo compuesta por diez
submuestras, que se recolectaron cada 5 m en el
sendero de muestreo a una profundidad de 5 cm.

Las 40 submuestras de suelo fueron
homogeneizadas en agua y tamizadas a través de
una malla de 3,5 micrones. Se utilizé la técnica de
flotacion para aquello que quedaba sobre el tamiz,
ya que los esclerocios junto a la materia organica
quedaron suspendidos en el agua y de esta
manera fueron aislados (Hoes y Hugang, 1975).

Los esclerocios fueron inspeccionados mediante
microscopio estereoscopico, separandolos
del resto de los materiales flotantes del suelo
usando una pinza. Los esclerocios separados
fueron colocados en etanol al 70% durante 40 sy
transferidos a una solucién de hipoclorito de sodio
al 1% durante 3 min. Inmediatamente después se
enjuagaron con agua destilada estéril y se secaron
sobre un papel de filtro esterilizado.

Los esclerocios esterilizados en superficie
se ftransfirieron asépticamente al medio de
cultivo agar papa dextrosa (PDA), donde fueron
incubados durante 4-5 dias a 20 + 1°C y se evalud
su germinacion diariamente.

Seleccion de aislamientos de S. minor

Con el fin de evaluar la patogenicidad de los
aislamientos de S. minor obtenidos, se procedié a
inocularlos en las plantulas de mani. Para ello, se
sembraron semillas de mani variedad Granoleico
(desinfectadas previamente en hipoclorito de
sodio al 1 % durante 4 min) en envases plasticos
de 200 mL que contenian vermiculita estéril. Los
vasos se colocaron en bandejas plasticas, se
regaron y se pusieron en camara de crecimiento
(12 h luz/12 h oscuridad- 22°C+1°C). A los
quince dias posteriores a la siembra se realizd
una pequefia lesion en el cuello del tallo de las
plantas de mani germinadas. Desde el margen
de crecimiento activo de las colonias de S. minor
en PDA se extrajo un cuadrado de 0,5 cm de
agar y micelio y se coloco en la incision del tallo,
fijandola con cinta. Con cada uno de los cuatro
aislamientos de S. minor obtenidos se inocularon
tres plantas de mani y se utilizaron cuatro plantas
testigo sin inocular. Estas plantas de mani fueron
incubadas (12 h luz/12 h oscuridad- 22°C +1°C)
en camara de crecimiento por siete dias, donde se
pudo visualizar macroscopicamente la entrada del
patdgeno a la planta. A los 15 dias post-inoculacion
se procedié a evaluar los signos y sintomas de
la enfermedad que presentd cada planta. Esto
permitié identificar el aislamiento de S. minor que
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habfa producido mayores dafios en las plantas, el
cual fue utilizado para producir el inéculo.

Produccion del inéculo

El inéculo de S. minor fue producido en medio
de cultivo liquido. Para ello se probaron dos
soluciones.

1) Solucién de Richard modificada (MRS) (Abu-
Dieyeh y Watson, 2006): se preparé un litro de
solucién con 10 g de sacarosa, 10 g de KNO,, 5 g
de KH,PQ,, 2,5 g de MgSO,'7H,0, 0,02 g FeCh'6H,0
y 150 mL de jugo V-8.

2) Caldo papa glucosado: se prepar6 un litro de
soluciéon con extracto de papa 'y 20 g de glucosa.
Para preparar el extracto, se hirvieron 200 g de
papa en un litro de agua destilada por 30 min y
posteriormente se filtro.

Los medios de cultivo fueron alicuotados en
Erlenmeyers de 250 mL, esterilizados en autoclave
(20 min /120 °C), e inoculados con discos de 5 mm
de micelio obtenido en el medio PDA. Los cultivos
se incubaron durante 15 dias en un agitador
rotatorio 60-85 rom a 22 + 1 °C.

Luego de 15 dias de incubacion se procedid
a homogenizar el caldo de cultivo mediante
una licuadora, principalmente para disgregar la
masa de micelio y esclerocios que se forma en la
superficie. Este preparado se diluyd en recipientes
con agua estéril hasta alcanzar una concentracion
de 3 esclerocios cada 10 mL de solucioén, lo que
conformd la suspension de inoculacion.

Siembra y aplicacion del inéculo a campo

En la campafia 2019/2020 se sembraron 10
genotipos de mani en un disefio completamente
aleatorizado con tres repeticiones, donde las
unidades experimentales consistieron en un surco
de 3 m. Los genotipos evaluados fueron: 1.03-49-A,
1.03-49-B, JS.46115-10-A, JS.35112-8-E, 1.10-9,
JS.31111-5-C, EC-191 RC, JS.34212-12, JS.31111-
5-A-ly JS.34612-5.

El in6culo generado se aplicé a campo a los 90
dias luego de la siembra, a razén de 5 mL rociado
por planta sobre el eje central. La técnica de
aplicacion consistié en botellas con perforaciones
de 3 mm de diametro en la tapa, en las cuales se
agitaba el contenido de manera constante para
evitar que los esclerocios decantaran y el micelio
quedara uniforme en toda la solucion. Luego de la
inoculacion, el ensayo fue regado cada dos dias.

Evaluacion del progreso de la enfermedad

Alos 30, 45y 60 dias posteriores a lainoculacion,
se realizd la evaluacion de la intensidad de la
enfermedad mediante el registro de la incidencia
(porcentaje de plantas enfermas). Se considerd
‘planta enferma” a la que presentaba sintomas
como marchitez, necrosis de los tallos, eje central
afectado, cambio de coloracién y muerte de
la planta, como asi también la que presentaba
signos de la enfermedad, como micelio blanco y
esponjoso y esclerocios.

Los esclerocios aislados, mediante la técnica
antes descripta, fueron cuantificados para
determinar la cantidad de indculo presente en el
suelo del area experimental en dos momentos,
antes y después de la inoculacion, lo que fue
expresado como numero de esclerocios en 100 g
de suelo.

RESULTADOSY DISCUSION

Muestreo del suelo del infectario y aislamiento
del patégeno

El sistema de muestreo permitié recolectar
esclerocios en el suelo del lugar de ensayo. Esta
estructura de resistencia del patdogeno es pequefa
(0,5-3 mm x 0,5-2 mm), amorfa y de color negro, y
al manipularlas son resistentes (Marinelli y March,
1996; 2005; Marinelli et al., 2017). El uso de la
técnica de flotacion para separar los esclerocios
de la materia mineral del suelo fue efectiva dado
que permiti6 identificar, cuantificar y aislar las
estructuras de resistencia (Figura 1).

Aislamiento y seleccion de subpoblaciones de
S. minor

La prueba de patogenicidad en planta se
realizé con el fin de determinar la habilidad de los
aislamientos de S. minor para causar infeccion.
Las plantas control, es decir sin la presencia
del patégeno, no presentaron sintomas de la
enfermedad.

Las plantas inoculadas presentaron marchitez y
necrosis de tejidos (coloracién amarronada) en el
cuello de las plantas, sintomas compatibles con los
provocados por S. minor (Willetts y Wong, 1980;
Tarig etal., 1985; Marinelliy March, 1996). Luego de
la valoracion de los sintomas producidos en cada
planta inoculada, el aislamiento que mayormente
afecto a las plantas de mani, produciendo sintomas
mas marcados, se selecciond con el fin de hacer
las inoculaciones a campo.
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Figura 1. A) Esclerocios de S. minor. B) Crecimiento de aislamientos de S. minor en PDA

Medio de cultivo

S. minor fue capaz de crecer y producir
esclerocios en ambos medios de cultivo probados.
Sin embargo, el medio caldo papa glucosado
presentd varias ventajas: fue el mas facil de
adoptar debido al menor costo, mas sencillo y
facil de preparar en laboratorio y principalmente,
el patdégeno se desarrolld mas rapido que en el
medio de cultivo Richard modificado. En 15 dfas
de incubacion en el caldo papa, S. minor produjo
abundante cantidad de micelio y esclerocios, a
diferencia del medio solucion Richard modificado,
en el cual a los 15 dias el crecimiento fue muy ralo,
solo presentando los primordios de los esclerocios.
Recién transcurridos 30 dias de incubacion se
obtuvo una masa micelial equiparable a la del
caldo papa.

Inoculacion a campo y desarrollo de la
enfermedad

La aplicacion del in6culo a campo fue
programada entre finales de febrero y principio
de marzo, momento en el que comienzan las
precipitaciones y el descenso de la temperatura,
dos condiciones predisponentes para el desarrollo
de la enfermedad (Marinelli y March, 1996; 2005).
Luego de la inoculacién, el ensayo fue regado
cada dos dias.

A los 14 dias posteriores a la inoculacion
comenzaron a observarse los primeros sintomas
de infeccién de S. minor, manchas pequefias,
verde claras y de aspecto humedo, en la corona

de las plantas o en las zonas de contacto de los
tallos y ginecdéforos con el suelo. Estas manchas
evolucionaron y alcanzaron mayor tamafio y color
castafio claro, demarcandose nitidamente la
separacion entre tejidos enfermos y sanos. Sobre
los tejidos enfermos se formd micelio blanco de
aspecto algodonoso.

A los 30 dias de la inoculacion se produjo la
muerte de los tejidos infectados y el enriado de
los tallos. Ademas, se observé la presencia de
pequefios esclerocios de 0,5-3 mm x 0,5-2 mm
amorfos y de color negro, sobre tallos y ginecéforos
de plantas de mani sintomaticas. Los esclerocios
también se formaron dentro de los tallos muertos,
ocupando la cavidad medular.

Los valores de incidencia de la enfermedad
fueron tomados a los 30, 45 y 60 dias luego de la
inoculacion, que se realizd a partir de los 120 dias
de la siembra. Los resultados de incidencia para
cada genotipo fueron homogéneos en las tres
repeticiones, datos que se presentan en la Tabla
1. Ademads, hubo diferencias estadisticamente
significativas en la repuesta de los genotipos frente
al tizon del mani. Los genotipos 1.03-49 A y B
presentaron valores de incidencia de la enfermedad
significativamente menores al resto de los
genotipos, con un promedio entre 2 y 3%, mientras
que el genotipo mas susceptible fue el JS.34612-5
con una incidencia promedio del 77 % (Tabla 1). El
comportamiento mostrado por los genotipos 1.03-49
Ay B, son similares a los observados por Pronto-AO
frente a S. sclerotiorum, Unica variedad resistente
registrada en Argentina (Soave et al., 2008).
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Tabla 1. Incidencia promedio de tizén del mani causado por Sclerotinia minor

Incidencia (%)

Genotipos Repeticion | Repeticion Il Repeticion [l Desvio estandar Error estandar Medias Incidencia
[.03-49-A 71 0 0 4.10 2.37 237 a
1.03-49-B 0 9 0 5.20 3.00 3.00 a
JS.46115-10-A 125 28.5 16.6 8.31 4.80 19.20 b
JS.35112-8-E 20 30 20 577 3.33 23.33 b
1.10-9 30.7 33.3 21.4 6.26 3.61 28.47 b
JS.31111-5-C 35.2 35.2 20 8.78 5.07 30.13 b
EC-191-RC 57.1 50 50 4.10 2.37 52.37 ¢
JS.34212-12 50 60 57.1 514 2.97 55.70 ¢
JS.31111-5-A- 55.5 58.3 61.5 3.00 1.73 58.43 ¢
JS.34612-5 66.6 87.5 77.7 10.46 6.04 77.27 d

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes. Test DGC (p > 0,05).

Cuantificacion de esclerocios

En promedio el numero de esclerocios
encontrados en el suelo del area experimental a
una profundidad de 5 cm fue de 0,8/100 g de suelo
al inicio del ensayo, antes de la inoculacion y 2,07
esclerocios/100 g de suelo al finalizar la cosecha.
No existen hasta la fecha, datos de cantidad de
esclerocios de S. minor en campos afectados por
tizon del mani en Argentina. En la bibliografia,
Porter et al. (1982) reporta que un esclerocio de
S. minor cada 100 g de suelo es suficiente para
producir un dafo severo al cultivo de mani.

CONCLUSIONES

El objetivo planteado en este trabajo, desarrollo y
validacion de una metodologia de inoculacion de S.
minor en mani, pudo ser concretado exitosamente.
Fue posible el aislamiento del patégeno desde
muestras de suelo de la zona afectada, y mediante
esta metodologia, se logré la cuantificacion de los
esclerocios por gramo de suelo, donde la cantidad
de esclerocios al final del ensayo fue el doble
del valor inicial. El uso del medio liquido, caldo
papa glucosado, permitid una produccion a gran
escala de ind6culo de S. minor para ser aplicado
a campo. Esta metodologia de inoculacion de
S. minor desarrollada en este trabajo fue capaz
de lograr una infeccion uniforme sobre el cultivo
de mani, proporcionando resultados robustos vy
uniformes. Se encontraron genotipos con buen
comportamiento frente al tizén del mani, que
pueden utilizarse en la obtencion de variedades
resistentes a este patdégeno.
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