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RESUMEN

La Crotalaria (Crotalaria spp L) es utilizada como abono verde ya que produce grandes
volumenes de biomasa, fija N2 simbidtico y contribuye al biocontrol de nematodos. Sin
embargo, las diversas especies se ajustan a diversos sistemas y regiones de cultivo y
por ello se debe realizar la seleccién adecuada de la misma, para un sistema y una
region particular. Un aspecto a tener en cuenta, es el comportamiento de la especie
frente a los organismos fitopatégeno tradicionalmente presentes en la zona, entre lo
que se debe considerar si es hospedante de estos organismos, si eleva la poblacion
de los mismos y si afecta el cultivo target. En este trabajo se evalué el comportamiento
de diferentes especies de Crotalaria, con el fin de utilizarlas en rotacién con soja en
areas con probabilidad de incidencia del hongo fitopatégeno S. sclerotiorum. Se
inocularon diferentes especies de Crotalaria con S. sclerotiorum, para ello se
insertaron en los tallos de las plantas escarbadientes con micelio del patégeno. La
incidencia se evalud, haciendo un recuento de plantas infectadas, la severidad en
base al tamano de la lesién causada y mediante el indice de enfermedad de Mckinney,
que combina el tamafio de la lesién y su frecuencia de aparicién, el area debajo de la
curva del progreso de la enfermedad (ADCPE), peso fresco y seco de hojas y tallos y
peso de los esclerocios. No se observaron diferencias significativas en la incidencia de
la enfermedad entre las especies, sin embargo los valores de indice de enfermedad y
de ADCPE en C. grahamiana fueron los menores. Los mayores valores fueron para C.
ochroleuca. Los menores valores de peso seco fueron de C. ochroleucay C. paulina'y
los mas altos de C. grahamiana y C. breviflora. Otro experimento consistié en evaluar
un método de inoculacién diferente, el mismo se basd en colocar pétalos de flores
previamente incubados con micelio de S. sclerotiorum sobre hojas de Crotalaria
cosechadas. EI método fue eficiente cuando los pétalos se incubaron por un tiempo
de48ha72h.



INTRODUCCION

La soja (Glycine max (L.) Merril) es una de las oleaginosas cultivadas mas
importantes del mundo. Estados Unidos es el primer productor acreditando una
produccion de 108 millones de toneladas, es seguido por Brasil con 85 millones de
toneladas y Argentina con 57 millones de toneladas, los que en total representaron el
80% de la produccion en la cosecha 2014/2015 (USDA, 2015; SlIA, 2015; CONAB,
2015).

Entre los factores que limitan la maxima productividad de los cultivos se
encuentran las enfermedades causadas por fitopatégenos. En el cultivo de soja, a
nivel mundial, los patégenos causan pérdidas de rendimiento entre un 10 y un 15%.
En la Argentina, dichas pérdidas representan entre el 8% y 10% de la produccién
(Distefano, 2013) mientras que en Brasil, las pérdidas rondan entre 15% y 20%
(EMBRAPA 2013).

El control de las enfermedades puede realizarse mediante diversas estrategias,
tales como la utilizacion de variedades resistentes, control quimico, control biolégico, y
también, mediante el uso de plantas antagénicas, las cuales producen compuestos
que afectan al patdégeno y su supervivencia (compuestos nematicidas, bactericidas o
fungicidas) (Tu, 1997). Un ejemplo de esto acontece en Brasil y en otras partes del
mundo con el uso de abonos verdes de Crotalaria (Crotalaria spp L) en rotacidén con
otros cultivos, para el control de nematodos formadores de agallas (Meloidogyne spp)
(EMBRAPA, 2013, Inomoto et. al., 2008). El género Meloidogyne spp ha sido citado
entre los 6 géneros de nematodos mas importantes debido a su gran difusion y por las
pérdidas que ocasiona en el mundo en el cultivo de soja (Jones & Fenoll, 2011,
EMBRAPA 2010, Doucet 1997). En Argentina se lo ha encontrado y provoca una
reduccion del rendimiento en las provincias de Cérdoba, Tucuman y Santa Fe (Baigorri
et al.,1998). El numero de cultivares de soja resistentes a Meloidogyne spp es muy
limitado (Silva, 1998).

Las Crotalarias producen compuestos nematicidas a través de tres
mecanismos: (1) compuestos repelentes que afectan el desarrollo larval de
Meloidogyne spp; (2) exudacion radicular de compuestos toxicos también presentes en
las hojas y las semillas; (3) estimulacion de microflora antagonista durante la
descomposicion de la planta (EMBRAPA 2013, Ratnadass et. al. 2012, Inomoto et. al.
2008, Wang et. al. 2006).



El género Crotalaria (Crotalaria spp L.) pertenece a la familia de las
leguminosas, subfamilia papilonoidea, incluye 325 especies distribuidas en todo el
mundo. En Brasil, las especies mas frecuentes son Crotalaria juncea, C. breviflora, C.
ochroleuca y C. spectabilis. En Argentina existen 12 especies nativas, entre ellas C.

paulina'y C. spectabilis (Gomez-Sosa, 2000).

Si bien cada especie presenta caracteristicas propias, la Crotalaria es una
planta anual de porte herbaceo o arbustivo de 0.5 a 3 m de altura, tallo erecto o
ramificado, herbaceo, semilefioso o lefioso, con hojas 3-5 folioladas, unifoliolada o
simples, flores con corola generalmente amarilla, 10 estambres monadelfos y anteras
dimorfas, raices profundas de tipo pivotante que llegan a los 80cm de profundidad
(Lewis et. al.1987, Navas & Bernal 1999).

La Crotalaria es utilizada como abono verde, en rotacion con otros cultivos, a
veces también consociada, ya que es poco exigente en calidad de suelo, tiene un gran
potencial de fijacion biolégica de nitrégeno y ademas produce una considerable
cantidad de biomasa. Se estima que un cultivo de Crotalaria puede aportar entre 80 y
100 kg. N".ha." afio” y hasta 15,8 ton de materia seca.ha™ (Miyasaka et. al.1966).

En Brasil, cada vez son mas frecuentes las rotaciones que incluyen especies
de Crotalaria, principalmente en las grandes regiones productoras de soja. Los abonos
verdes con especies de Crotalarias tales como C. spectabilis, C. juncea, C.
ochroleuca, C. paulina, C. breviflora y C. grahamiana como ya se menciond, también
controlan nematodos formadores de agallas (Meloidogyne spp).

La Crotalaria ademas, compite con las malezas, crece vigorosamente,
proporciona una buena cobertura del suelo que lo protege contra la erosion (Wang et.
al., 2002), contribuye a aumentar el contenido de materia organica, mejorando la
estructura del suelo y la conservacién del agua, favorece el reciclaje de nutrientes,
estimula el crecimiento de una flora antagénica que beneficia el control de plagas y la
mejora de la actividad microbioldgica (Lordello, 1982).

Es por esto que los abonos verdes de Crotalaria son piezas
fundamentales dentro de los sistemas de produccién. Sin embargo, es preciso analizar
la especie de Crotalaria que se pretende introducir en la rotacion para cada sistema y
region. Un aspecto importante a tener en cuenta es su susceptibilidad frente a
organismos patogenos presentes en la zona de cultivo, de manera que su utilizacion
no conduzca a la multiplicacion de los mismos, ya que de la misma forma que esta
planta puede reducir la poblacién de nematodos, mediante su accién nematicida,

también podria aumentar la fuente de inoculo de otro patdégeno que luego afecte al



cultivo target (Reis et al., 2011). Esto sucedio en algunas regiones de Brasil durante el
ciclo de cultivo 2013/2014 en que se describid la presencia de Sclerotinia sclerotiorum

atacando cultivos de Crotalaria utilizados en rotacion con soja (Oliveira et. al. 2013).

Sclerotinia sclerotiorum es un fitopatégeno que provoca dafios y pérdidas de
rendimiento en el cultivo de soja, girasol y colza tanto en la Argentina como en Brasil.
En Brasil se estima que S. sclerotiorum ocasiona reducciones del rendimiento de los
cultivos de soja y girasol del 40%. (EMBRAPA, 2011). En Argentina también es una de
las enfermedades mas importantes de estos cultivos, ya que provoca pérdidas del

rendimiento de soja de hasta 55% (Ploper, 2004).

Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary pertenece a la familia Sclerotinaceae, del
orden Helotiales, phylum Ascomycota. Este patégeno de suelo ataca primordialmente
la raiz y los tallos de las plantas. Se encuentra distribuido mundialmente y afecta cerca
de 75 familias, 278 géneros y 408 especies o variedades de plantas, siendo la mayoria
dicotileddneas de gran importancia econémica (Boland & Hall, 1994). Por este motivo
se ha clasificado como una enfermedad polifaga. S. sclerotiorum presenta hifas
hialinas septadas ramificadas y multinucleadas, con micelio que varia de color blanco
a castano amarillento. Los esclerocios, las estructuras de resistencia del hongo, estan
formados por hifas firmemente entrelazadas, constituyendo asi cuerpos duros,
oscuros, de forma variable, a veces compacta y redondeada y otras chatos y delgados
cuando se desarrollan en cavidades del tejido, tomando la forma del mismo.

Al realizar un corte de los esclerocios, se observa una capa delgada, la corteza
externa, luego otra mas espesa, el pseudoparénquima, y finalmente la masa interior
constituida por hifas hialinas entrelazadas, el prosénquima. Estas estructuras juegan
un papel importante en la proteccidn contra condiciones adversas y contra ataques de
microorganismos. Pueden permanecer en el suelo varios afios hasta que las
condiciones ambientales sean las adecuadas para germinar (Bolton et. al., 2006).

El crecimiento de este hongo es 6ptimo en un rango de temperaturas de 15°C a
21°C. Los esclerocios pueden dar lugar al desarrollo del hongo de dos maneras
distintas; una consiste en la germinacién carpogénica, donde ocurre la formacion de
apotecios dando origen a las esporas sexuales (ascosporas) dentro de ascas, los
cuales al madurar son eyectadas y pueden infectar los estratos superiores de las
plantas. Para que ocurra la germinacién carpogénica se deben dar temperaturas de

entre 10-20°C y luz suficiente (fotoperiodo, calidad e intensidad), caso contrario solo



ocurre la germinacion miceliogénica, que promueve la formacion de hifas que atacan
los tejidos de las plantas (Le Tourneau, 1979; Purdy, 1979) y cuyo potencial epidémico
es mucho mas reducido (Wong & Willetts, 1980).

Los sintomas de la enfermedad por lo general incluyen lesiones acuosas en
tallos, peciolos y hojas, en las que se desarrolla tejido necrotico, con posterior
formacion de micelio blanco y de esclerocios. Los esclerocios se forman tipicamente
en el interior del tejido infectado, a menudo en la médula del tallo, pero se puede
formar en la superficie de los tejidos durante condiciones de alta humedad. La
enfermedad provoca marchitamiento, detencion del crecimiento y frecuentemente
muerte de plantas (Bolton et. al. 2006). El control de la enfermedad envuelve una serie
de medidas integradas: selecciéon del area de cultivo, rotacion con cultivos no
susceptibles, tratamiento de semillas, densidad de siembra, control quimico y

utilizacion de cultivares resistentes (Tu, 1997).

Caracteres morfolégicos como arquitectura de la planta, dias a floracion, el
patrén de ramificacion y contenido de lignina y ceras, funcionan como mecanismos de
escape para controlar la enfermedad. Tales caracteres ademas, afectan las
condiciones micro climaticas, como humedad, luminosidad y aireacion, que influencian
en el establecimiento y desarrollo de la enfermedad (Kolkman & Kelly, 2002).

Las distintas respuestas que desarrollan las plantas cuando interactuan con
organismos fitopatdgenos dependen de la presencia y activacion de los mecanismos
de defensa. Las plantas tolerantes interactian con patégenos y desarrollan algunos
sintomas pero el rendimiento no es afectado y esto se conoce como resistencia
horizontal (Agrios, 2005). Por otro lado existen plantas que contienen genes de
resistencia que reconocen los genes de avirulencia del patdégeno y asi no se enferman,
esta resistencia se conoce como vertical. Estas ultimas interactuan con el patégeno y
desarrollan areas necroticas conocidas como reacciones de hipersensibilidad que
demuestran que la planta resiste la interaccion con el patégeno y no se enferma
(Agrios, 2005). Por lo tanto, es importante conocer cudles son las especies de
Crotalaria que podrian ser utilizadas en rotacién con la soja en base a su
comportamiento frente a S. sclerotiorum ya que, debido a los mecanismos de defensa
estructurales y bioquimicos particulares de cada especie, podrian presentar distinto
comportamiento frente Sclerotinia sclerotiorum, y asi responder de manera diferencial

al fitopatégeno (Agrios, 2005).



Hipotesis

-Las especies del género Crotalaria difieren en su respuesta a la inoculacién con el
fitopatdogeno Sclerotinia sclerotiorum.
-Es posible evaluar la respuesta a Sclerotinia sclerotiorum a través de la inoculacion

de hojas de Crotalaria cosechadas y no necesariamente de la planta entera.

Objetivos

Los objetivos de este trabajo fueron:

Evaluar la respuesta de ocho especies de Crotalaria, al inocular las plantas
con el agente etioldgico Sclerotinia sclerotiorum.
Evaluar el uso de hojas de Crotalaria para estudiar la respuesta a la

inoculacién con Sclerotinia sclerotiorum.



MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia y Fitopatologia
agricola (LMAF) y en el invernaculo de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidade Federal de Grandes Dourados (UFGD), localizada en la ciudad de
Dourados, en el Estado de Mato Grosso do sul, Brasil, en el periodo octubre 2013-
marzo 2014, en el marco del programa MARCA (Programa de Movilidad Académica
del MERCOSUR).

Evaluacion del comportamiento de Crotalaria spp. frente a S. sclerotiorum.

Se evalud el comportamiento de ocho especies de Crotalaria que se inocularon
con Sclerotinia sclerotiorum. Las especies evaluadas fueron: Crotalaria breviflora, C.
juncea, C. paulina, C. ochroleura, C. spectabilis, C. grahamiana, C. sp. y C.
anagyroides. Las semillas de estas especies se adquirieron en empresas productoras
de semillas, en EMBRAPA Agropecuaria Oeste, en el Instituto Agrondmico de

Campinas y en la Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Material vegetal y tratamientos.

La siembra de las semillas se realizd el 1/09/2013 en macetas plasticas
conteniendo 4,4 dm?® de suelo Latosolo Rojo Distroférrico, colocando dos semillas por
maceta, en condiciones controladas en invernaculos. Luego de la emergencia de las
plantas, se realizé un raleo dejando sélo dos plantas por maceta. Se regé diariamente,
manteniendo el suelo en un estado de capacidad de campo que equivale a un 60% de
contenido de agua.

A los 50 dias de la emergencia, las plantas se inocularon con el agente
etiolégico por el método del escarbadiente (Gasperi, 2000). Para obtener los
escarbandientes infectados, se esterilizaron segmentos de escarbadientes de 15 mm a
120°C durante 20" que luego fueron colocados en posicion vertical en cajas de Petri
conteniendo medio de cultivo de agar papa dextrosa (PDA), dejando la punta
sobresaliendo del medio de cultivo. Una vez realizado esto, se colocd en cada caja de
Petri, entre los escarbadientes, un esclerocio de S. sclerotiorum (obtenido de la
micoteca del LMFA), desinfectado superficialmente previamente con alcohol al 70%
durante 1" y en hipoclorito de sodio durante 1°, seguido de lavados con agua destilada.

Las cajas de Petri con escarbadientes y esclerocios, fueron incubadas durante

5 dias en camara de ambiente controlado BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 21°C



en condiciones de oscuridad permanente, para promover la germinacién miceliogénica
de los esclerocios y la colonizacion de los escarbadientes por el micelio del hongo.
Una vez que desarrollé el micelio se procedié a la inoculacion de las ocho especies de
Crotalaria, insertando un escarbadientes con micelio en el tallo de las plantas. En las
plantas utilizadas como testigo solamente se inserté un escarbadientes desinfectado,
sin micelio. Se realizé una camara humeda en las plantas inoculadas por un periodo
de 12 h, rociando las plantas con agua, las que luego se cubrieron con una bolsa
atada a la base de la maceta de manera de generar un ambiente saturado de

humedad.

Medicion del progreso de la enfermedad.

La medicién de los sintomas y del progreso de la enfermedad de las plantas
comenzo luego de retirar la camara humeda y se realizo a intervalos de dos dias hasta
que los sintomas inducidos por el patégeno provocaron el quebrado de los tallos y/o la
muerte de las plantas. En cada planta de cada uno de los tratamientos se observo, la
zona donde fue introducido el escarbadientes con micelio y se registr6 mediante la
escala descrita por Venturoso (2012). Esta consiste en nota 0 = ausencia de sintomas,
nota 1 = inicio de una lesidn circular, nota 2 = lesidn de hasta 1 cm, nota 3 = lesiéon de
entre 1,1cm y 2,0cm; nota 4= lesion entre 2,17cm a 5,0cm, nota 5= lesion mayor que
5,0cm sin esclerocio, nota 6 = lesion mayor que 5,0cm con esclerocio, nota 7 = planta
quebrada, nota 8 = planta muerta. Con estos datos se calculé el area debajo de la
curva del progreso de la enfermedad (ADCPE) mediante la formula propuesta por
Shanner & Finney (1977):

Nt2 + Nt1
2
En la cual “t” representa el tiempo entre mediciones sucesivas y “Nt;” la nota en el

ADCPE =Y = « (t2 — t1)

tiempo “t1” y “Nt,” la nota en el tiempo “t,”.

Se calculé también una media ponderada de las notas (indice de enfermedad
de Mckinney, 1923) mediante la férmula:
IE=Y.(nota de la escala * frequencia) * 100/(n° total de unidades *

nota maxima de la escala).



Peso de esclerocios, peso fresco y peso seco.

Pasados 30 dias desde la inoculacion, se procedié a cosechar las plantas. Se
pesaron los esclerocios formados en cada planta, ya que representan una fuente de
inoculo, y la materia fresca y seca de la parte aérea, para comparar los valores de
biomasa con los testigos y entre los tratamientos. El peso fresco se determind
inmediatamente luego de la cosecha de la plantas. Este material luego fue colocado
en estufa de secado a 60 °C hasta peso constante, determinandose asi el peso seco.
El peso de los esclerocios se determind pesandolos en balanza analitica luego de

cosecharlos manualmente.
Diseno y andlisis estadistico.

Para la realizacion del ensayo se siguié un delineamiento experimental de
bloques al azar con 8 tratamientos (las 8 especies de crotalaria) y 7 repeticiones.

Los datos de ADCPD y de indice de enfermedad de McKinney fueron
analizados aplicando el test F, previamente transformados en vx + 1 con el objetivo de
reducir los coeficientes de variacion. Estos datos sumados y los de materia fresca y
seca y peso de esclerocios fueron analizados aplicando el test de Tukey a 5% de
probabilidad, para la comparacion en entre las medias mediante el programa SISVAR
5.1.

Evaluacion de la metodologia de inoculacion de hojas cosechadas de Crotalaria.

Mediante esta metodologia se evalud la posibilidad de inocular solamente hojas
cosechadas y no la planta entera, significando esto un ahorro de material, tiempo y

espacio. La inoculacion se realizé en hojas de C. anagyroides.

Material vegetal y tratamientos.

Para realizar la inoculacion de las hojas se utilizaron (1) flores colonizadas por
S. sclerotiorum y (2) discos de papa dextrosa agar (PDA) colonizados por S.
sclerotiorum. El micelio de S. sclerotiorum para lograr las flores y los discos de PDA
colonizados por S. sclerotiorum fue obtenido a partir de aislados de micelio de plantas
infectadas y posterior cultivo del mismo en medio PDA.

Mediante esta metodologia se simularia un ataque de la parte aérea mediante
la germinacion de ascosporas. Los tejidos de las flores actuan como fuente de energia

para que el patdogeno luego se desarrolle en tejido sano como son las hojas, ya que



ascosporas de S. sclerotiorum no infectan tejido sano sin nutrientes externos. En el
campo las flores infestadas con ascosporas caen sobre la cara adaxial de las hojas y
asi ocurre la infeccion a través de esas flores (Abawi & Grogan, 1974).

Para lograr las flores colonizadas, durante 4 dias consecutivos se colectaron
flores de C. anagyroides y se fueron colocando en cajas de Petri con micelio de S.
sclerotiorum. Con esta estrategia, se obtuvieron flores con diferentes grados de
colonizacién por el patégeno ya que las flores colectadas cada dia tuvieron un tiempo
diferente de exposicion al micelio de S. sclerotiorum; las flores de C. anagyroides
colectadas el primer dia quedaron expuestas al micelio durante 96 h, las colectadas el
segundo dia 72 h, las colectadas en el tercer dia 48 h y las colectadas el ultimo dia 24
h. Para obtener los discos de PDA colonizados, se cultivdé en cajas de Petri durante
cuatro dias micelio en PDA, y luego con un sacabocados se obtuvieron discos
cilindricos de PDA colonizados con micelio.

Al cuarto dia se realizé la inoculacion de las hojas. Para ello se colectaron las
hojas de C. anagyroides y se inocularon con las flores con los distintos tiempos de
exposicion y con los discos de PDA colonizados por micelio del hongo. Las hojas
testigo no se inocularon, sélo se les colocd un disco de PDA sin micelio.

La inoculacion de las hojas colectadas se realizd en camara de flujo laminar.
Las flores colonizadas por el micelio del patégeno se colocaron en la cara abaxial de
4 hojas y en la cara adaxial de otras 4, cada una en una caja plastica de 11x11x3,5
cm. También se colocd en la cara abaxial de 4 hojas y en la cara adaxial de otras, un
disco de 1cm de diametro de PDA con micelio. Todas las hojas inoculadas mas los
testigos fueron incubadas en camara tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand). Por lo
tanto los 6 tratamientos correspondientes fueron: inoculacién de hojas con flores con
96 h de exposicion, inoculacién con flores con 72 h de exposicion, inoculacion con
flores con 48 h de exposicion, inoculacion con flores con 24 h de exposicion,

inoculaciéon con discos de micelio y discos sin micelio (testigo).

Medicion del progreso de la enfermedad.

Las mediciones del progreso de la enfermedad comenzaron 48 h después de la
inoculacion, durante 4 dias, determinando el porcentaje de area necrosada por S.
sclerotiorum entre 0% a 100%. Se pesaron y contaron los esclerocios formados en

cada tratamiento.
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Diseno y analisis estadistico.

El experimento fue realizado en el LMFA, siguiendo un delineamiento
experimental de 6 tratamientos (exposicion de flores a 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, disco de
PDA y testigo) 2 metodologias (cara abaxial y adaxial de la hoja) y 4 repeticiones.

Los datos de severidad (area necrosada), ADCPE y peso de esclerocios fueron
transformados en Vx+1 y sometidos a andlisis de la varianza y las medias

comparadas mediante el test de Tukey a 5% de probabilidad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del comportamiento de Crotalaria spp. frente a S. sclerotiorum.

A las 24 h de realizar la inoculacion de S. sclerotiorum mediante el método del
escarbadientes de las diferentes especies de Crotalaria, se observaron lesiones
circulares de color marrén alrededor del escarbadientes con que se inocul6 la planta,
sintomas que no se observaron en las plantas testigo.

En la tabla 1 se presentan los resultados del analisis de los datos de incidencia,
ADCPE, indice de enfermedad, peso de esclerocios formados y porcentaje de plantas
muertas.

El porcentaje de plantas enfermas (incidencia de la enfermedad) fue de casi
100% lo que demostr6 que la alta eficiencia del método de inoculacion. Los
coeficientes de variacion de los parametros evaluados fueron bajos, lo que sugiere

que los resultados son confiables.

Tabla 1. Incidencia de plantas con lesién (%), indice de enfermedad de
McKinney, area debajo de la curva del progreso de la enfermedad (ADCPE), peso
de esclerocios (g) y plantas muertas (%) en especies de Crotalaria inoculadas

con S. sclerotiorum. Dourados 2013.

Incidencia de Indice de Peso Plantas

plantas con enfermedad esclerocios muertas
Tratamientos ADCPE

lesion (%) de McKinney (9) (%)
C. anagyroides 100 a 83,93 a 2333,33ab 0,13 bc 78,65 abc
C. breviflora 100 a 875a 1932,14 bc 0,07 cd 28,57 cd
C. grahamiana 100 a 58,93 b 1700 c 0,03d 0,00d
C. juncea 100 a 91,07 a 2250,89ab 0,23 a 53,57 bc
C. ochroleuca 100 a 100 a 2702,68a 0,23 a 100,00 a
C. paulina 100 a 91,96 a 2658,93a 0,12 bc 85,57 a
C. sp. 100 a 87,5a 2351,79ab 0,16 bc 70,14 bc
C. spectabilis 92,86 a 84,82 a 2321,43 ab 0,09 cd 64,28 bc
CV (%) 5 11,09 13,13 1,98 38,24

Medias seguidas por la misma letra en la columna no difieren significativamente entre

si por el test de Tukey al 5% de probabilidad.
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C. grahamiana presentd el menor valor de indice de enfermedad, de ADCPE,
de peso de esclerocios y ademas no presentd plantas muertas. Muchas de las
plantas de esta especie se quebraron en el punto de insercion del escarbadientes, sin
embargo la enfermedad no continio extendiéndose por debajo de este punto y las
plantas brotaron y sobrevivieron. Dentro de los demas tratamientos no hubo
diferencias significativas en el indice de enfermedad.

C. breviflora presentd el segundo menor valor de ADCPE probablemente
porque la mayoria de las plantas que se quebraron en el punto de insercion del
escarbadientes también brotaron y no murieron. Sin embargo, en la Tabla 1 se puede
ver que las diferencias entre el indice de enfermedad C. grahamiana y C. breviflora
fueron significativamente menores debido a la diferencia en el porcentaje de plantas
muertas. Las plantas de la especie C. ochroleuca y C. paulina fueron las que
presentaron los valores mas altos de ADCPE lo que refleja un alto porcentaje de
plantas muertas. C. anagyroides, C. juncea, C. sp y C. spectabilis no poseen
diferencias significativas en el ADCPE y en el porcentaje de plantas muertas.

Kolkman y Kelly (2002) demostraron que el contenido de lignina es una
caracteristica del tallo que influye en el desarrollo de la enfermedad. C. paulina posee
tallos huecos tiernos y poco lignificados, mientras que C. grahamiana y C. breviflora
poseen tallos mas densos vy lignificados. La respuesta a esta enfermedad de estas dos
ultimas especies podria estar relacionada con el contenido de lignina en sus tallos.
Adicionalmente, si se observan los datos del peso de los esclerocios, si bien no se
observaron diferencias significativas los menores valores correspondieron a C.
grahamiana, C. breviflora 'y C. spectabilis y los mayores valores a C. ochroleuca y C.
juncea. Estos resultados sugieren que estas ultimas dos especies podrian causar un
aumento de inoculo en el area en la cual fueron utilizadas.

Considerando el peso de tallos y de hojas (Tabla 2 y 3), C. ochroleuca no
presentd resultados debido a que la totalidad de las plantas murieron. El analisis
estadistico del resto de los tratamientos mostré que C. anagyroides y C. paulina fueron
los cultivares mas afectados debido a la muerte de una mayor numero de plantas. El
resto de los resultados de alguna manera reflejo los valores de severidad encontrados;
esto es, C. juncea, y C. spectabilis presentaron valores medios de peso de hojas
debido a que la mayoria de las plantas se quebraron y murieron, mientras que C.
grahamiana y C. breviflora presentaron los valores mas altos de peso de hojas, ya que
después de quebrarse las plantas brotaron y se ramificaron y produciendo nuevas

hojas.
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Los altos valores de peso del tallo observados en C. juncea se debe a que
estas plantas son altas y sus tallos crecen rapidamente. Por otro lado los valores mas
bajos de peso seco de tallos corresponden a las especies de C. ochroleuca, C. paulina
y C. angyroides. No se observaron diferencias significativas entre C. grahamiana

inoculada y no inoculada y entre C. breviflora inoculada y no inoculada.

Tabla 2. Peso seco (PS) de hojas (g) de Crotalaria inoculadas (INOC) con S.

sclerotiorum y no inoculadas (NI). Dourados 2013.

PS de hojas (g)

Especies NOC N

C. anagyroides 2,43 cdA 25,29 aB
C. breviflora 18,58 aA 18,60 aA
C. grahamiana 18,72 aA 20,67 aA
C. juncea 14,79 abA 27,46 aB
C. ochroleuca 0,00 dA 18,48 aB
C. paulina 4,97 bcdA 11,81 aB
C. sp. 15,27 aA 19,53 aA
C. spectabilis 10,32 abcA 17,96 aB
CV (%) 27,42

Medias seguidas por letras iguales minusculas en la columna y de mayuscula en la

fila, no difieren significativamente entre si por el test de Tukey al 5% de probabilidad.
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Tabla 3. Peso seco (PS) de tallos (g) de Crotalaria inoculadas (INOC) con S.

sclerotiorum y no inoculadas (NI). Dourados 2013.

PS de tallos (g)

Especies

INOC NI
C. anagyroides 2,28 cA 30,99 aB
C. breviflora 18,17 abA 18,46 aA
C. grahamiana 20,99 abA 28,09 aA
C. juncea 27,01 aA 31,66 aA
C. ochroleuca 0,00dA 24,09 aB
C. paulina 5,89 cA 15,13 aB
C 21,63 abA 25,48 aA

. Sp.
9,34 bcA 20,00 aB

C. spectabilis

CV (%) 26,82

Medias seguidas por letras iguales minusculas en la columna y de mayuscula en la

fila, no difieren significativamente por el test de Tukey al 5% de probabilidad.

Evaluacion de la metodologia de inoculacién de hojas cosechadas de Crotalaria.

En las tablas 4 y 5 se presentan los resultados del ensayo de inoculacién de las
hojas de C. anagyroides. No se observaron diferencias significativas entre la
inoculacion en la cara adaxial y en la cara abaxial de las hojas. Al cuarto dia, final del
periodo de evaluacion, se observo que la inoculacion con disco de PDA con micelio
presentd los valores mas altos siendo el método de infeccibn mas eficiente, a
continuacion se ubicaron las flores con 48 h de de incubaciéon con micelio. Los valores
mas bajos correspondieron a las hojas inoculadas con flores incubadas durante 24 h'y
96 h. En el tratamiento de 24 h la flor no ha sido colonizada totalmente y en el

tratamiento de 96 h se inici6 el proceso de formacién de esclerocios.

Los tratamientos de 24h y 96h presentaron los menores valores de ADCPE, y

los mayores correspondieron a los tratamientos con disco de PDA, de 48h y de 72h.
Garcia y Juliatti (2012) evaluando resistencia de diferentes variedades de soja,

utilizando la técnica de la inoculacién de hojas aisladas y de la planta entera,

encontraron una correlacion significativa entre ambas metodologias. Los autores
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destacaron que con este meétodo, utilizando hojas colectadas, se puede estudiar la
respuesta de diferentes genotipos, con economia de tiempo, de espacio y de material

comparado con el método de inoculacion de la planta entera.

Tabla 4. Severidad en hojas cosechadas, inoculadas con flores, en funcién del
tiempo de exposicién de las flores a S. sclerotiorum y con disco de PDA con
micelio, en las caras adaxial y abaxial de hojas de C. anagyroides, en el dia1y 2

de evaluacion. Dourados, Brasil 2013.

Tratamiento DA PIA2

Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial
24 h 22,50 abA 22,50 abA 22,50 bc 35,75 b
48 h 36,25 aA 53,75 aA 61,25 a 81,25 a
72 h 45,00 aA 41,25 aA 56,25 ab 56,25 ab
96 h 13,75 abA 51,25 aB 37,50 ab 58,75 ab
Disco PDA 32,50 abA 55,00 aA 47,50 ab 60,25 ab
Testigo 0,00 c 0,00 c 0,00 ¢ 0,00 ¢
CV (%) 41,95 30,34

Medias seguidas por letras iguales minusculas en la columna y de mayuscula en la

fila, no difieren significativamente por el test de Tukey al 5% de probabilidad.
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Tabla 5. Severidad en hojas cosechadas e inoculadas con flores, en funcién del
tiempo de exposiciéon de las flores a S. sclerotiorum y con disco de PDA con
micelio, en las caras adaxial y abaxial de hojas de C. anagyroides, en el dia 3y 4

de evaluacion. Dourados 2013.

Tratamiento PIAS PlA4

Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial
24 h 25,00 bc 38,75 b 38,75 bA 70,75 bB
48 h 65,00 a 91,25 a 78,75 aA 96,25 aA
72 h 60,75 a 57,00 ab 89,50 aA 72,50 abA
96 h 47,50 ab 67,00 ab 53,75 abA 81,25 abA
Disco PDA 85,75 a 83,75 a 100,0 aA 99,00 aA
Testigo 0,00 c 0,00 c 0,00 cA 0,00 cA
CV (%) 26,48 23,79

Medias seguidas por letras iguales minusculas en la columna y de mayuscula en la fila
para cada dia de evaluacion, no difieren significativamente por el test de Tukey al 5%
de probabilidad.

Tabla 6. Area debajo de la curva del progreso de la enfermedad (ADCPE) y peso
de esclerocios (g) en hojas cosechadas de C. anagyroides inoculadas con flores
con diferentes tiempos de exposicion a S. sclerotiorum y con discos de PDA con

micelio, en las caras adaxial y abaxial de las hojas. Dourados 2013.

ADCPE Peso esclerocios (g)

Tratamiento

Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial
24 h 78,125 bA 121,12 bA 4,25 aA 2,5aB
48h 183,75 aA 247,5 aA 1,75 bcA 2,25 aA
72 h 184,25 aA 170,0 abA 2,5 abA 2,5aA
96 h 118,75 abA 192,0 abA 2,5 abA 2,0 aA
Disco PDA 199,5 aA 221,0 aA 0,00 cA 0,00 cA
Testigo 0,00 cA 0,00cA 0,00 cA 0,00 cA
CV (%) 25,51 14,94

Medias seguidas por letras iguales minusculas en la columna y de mayuscula en la

fila, no difieren significativamente por el test de Tukey al 5% de probabilidad.
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CONCLUSIONES

Con una incidencia del 100% todas las especies de Crotalaria pueden ser
consideradas como susceptibles a S. sclerotiorum, sin embargo los resultados indican
que C. grahaminiana es la especie de Crotalaria con mayor potencial para utilizar en la
rotacion para controlar nematodos en areas con historia de ocurrencia de S.
sclerotiorum, ya que esta especie fue la que presentd el mejor comportamiento frente
al patégeno, mientas que C. ochroleuca es la especie con menor potencial para utilizar
en areas con historia de ocurrencia de S. sclerotiorum y fue la especie mas peligrosa
considerando que produjo mas esclerocios.

Es posible evaluar la respuesta a Sclerotinia sclerotiorum a través de la
inoculacion de hojas de Crotalaria cosechadas con discos de PDA con micelio y flores
con un periodo de incubacion de 48 h a 72 h, ya que esos tratamientos aumentaron la
eficiencia de la inoculacién, siendo ademas necesarios 4 dias de incubacion de las

hojas inoculadas.
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