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RESUMEN

Pythium spp. causa pudriciones radiculares en el cultivo de maiz en todo el mundo, ocasionando clorosis y mar-
chitamiento de la parte aérea. Entre 2018 y 2020 se efectuaron recorridas en lotes de produccién de maiz de la
zona norte de la provincia de Buenos Aires, en estadios V1-V3. Se recolectaron muestras de plantulas enfermas
y suelo, para aislar e identificar las especies de Pythium asociadas al cultivo de maiz durante su implantacién y
primeros estadios del cultivo. Para obtener aislamientos a partir de plantulas, muestras de tejidos con sintomas
se sembraron en medio de cultivo con el agregado de antibiéticos y fungicidas. Para obtener aislamientos a partir
de suelos, se utiliz6 la técnica denominada “trampa”, con granos de maiz. De cada aislamiento se comprobé la
patogenicidad in vitro (cajas de Petri) e in vivo (macetas). Durante la campana 2018/2019 se obtuvieron 25
aislamientos de las localidades de San Antonio de Areco, Pergamino y Fontezuela, mientras que en la campana
2019/2020 se efectuaron 18 aislamientos de Chacabuco, Chivilcoy y 25 de Mayo. Los aislamientos de la primera
campana fueron identificados como correspondientes a las especies P. ultimum, P. irregulare y P. sylvaticum. Las
cepas evaluadas mostraron diferente grado de patogenicidad (in vitro e in vivo), siendo P. irregulare la de mayor
grado seguida de P, ultimum.
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Pythium SPECIES ASSOCIATED WITH CORN IN BUENOS AIRES PROVINCE:
PRELIMINARY RESULTS

SUMMARY

Pythium spp. causes root rot in corn worldwide, producing chlorosis and wilting of the aerial part. Between 2018
and 2020, surveys were carried out on corn field plots from northern Buenos Aires province in V1-V3 stages.
Samples of diseased seedlings and soil were collected to isolate and identify the Pythium species present, so as to
characterize their diversity affecting the implantation and early stages of corn. To obtain isolation from seedlings,
pieces of tissue with symptoms were plated in culture medium with the addition of antibiotics and fungicides,
while, to obtain isolates from soil, the baiting technique with kernels seeds was used. The pathogenicity of each
isolate was verified in vitro (Petri dishes) and in vivo (pots). During the 2018/2019 growing season, 25 isolates
were obtained from San Antonio de Areco, Pergamino and Fontezuela, while in the 2019/2020 growing season,
18 were obtained from Chacabuco, Chivilcoy and 25 de Mayo. The isolates from the first growing season were
identified as corresponding to the species of P ultimum, P. irregulare and P. sylvaticum. The strains evaluated
showed different degrees of pathogenicity (in vitro and in vivo), P. irregulare being the one with the highest degree,
followed by P. ultimum.

Key Words: pathogen detection, in vitro, in vivo, pathogenicity.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los principales culti-
vos sembrados en la Argentina, alcanzando, en los Ulti-
mos afos, una superficie que oscila las 9,1 millones ha
y una produccion estimada para la campana 20-21 de
55,5 millones t (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Pesca de la Nacion-MAGyP, 2020). Su plantacion se con-
centra principalmente en el norte de la provincia de
Buenos Aires, sudeste de Cérdoba y sur de Santa Fe, y
en menor superficie en las provincias de Entre Rios,
Santiago del Estero, La Pampa y Chaco (Storti, 2019;
MAGyP, 2020). La variabilidad de las condiciones clima-
ticas, a lo largo de este territorio, determina dos perio-
dos de siembra, el primero desde mitad de septiembre
hasta fines de noviembre (fecha temprana) y el segun-
do durante los meses de diciembre y enero (fecha tar-
dia) (AAPRESID, 2020).

Las limitaciones hidricas, sanitarias o nutricionales,
las condiciones climaticas, la seleccion del hibrido a uti-
lizar son los diferentes factores que pueden afectar los
rendimientos potenciales del maiz. Dentro de estas limi-
taciones, en todas las zonas productoras de maiz del
pais, se destacan las enfermedades, de las cuales las
ocasionadas por Pythium spp. se caracterizan por cau-
sar pudriciones radiculares que conducen a la clorosis y
marchitamiento de la parte aérea. Pythium es un géne-
ro muy cosmopolita, que afecta a casi todos los cultivos.
A nivel mundial, se han identificado mas de 354 espe-
cies (www.mycobank.org; Van der Plaats-Niterink,
1981), distribuidas en suelos y espejos de agua. En su
mayoria, se trata de organismos saprdéfitos o parasitos
de plantas. En el cultivo de soja, donde las enfermeda-
des son monitoreadas frecuentemente, se identificaron
diferentes especies de Pythium que suelen manifestarse
cuando se siembra en suelos frios y con drenaje defi-
ciente, lo cual permite la dispersion de las zoosporas
(Grijalba et al., 2021).

En la Argentina se ha citado el complejo de la pudri-
cion del tallo y raiz (PTR) causado por varios patégenos,
entre ellos Fusarium, Pythium spp. y P. aphaniderma-
tum. Este complejo puede manifestarse en cualquier
momento durante el cultivo del maiz, especialmente si
las condiciones son muy himedas, aunque generalmen-
te se presenta después de la floracion, que es el estado
en el que los factores involucrados en la aceleracién de
la senescencia del cultivo contribuyen al aumento de la
susceptibilidad de las plantas (Carmona et al., 2006;
2010; Couretot et al., 2013; Moschini et al., 2020).
Pythium aphanidermat um es uno de los patdgenos ve-
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getales mas comunes de varios cultivos en diferentes
partes cdlidas del mundo, en maiz provoca la descom-
posicion del primer entrenudo por encima del suelo.
Tanto la corteza como la médula se vuelven marrones y
con podredumbre blandas. El tallo generalmente se re-
tuerce y cae, pero la planta puede permanecer verde
durante varias semanas porque el tejido vascular no se
destruye (White, 1999). En la Argentina P. aphanider-
matum se reporté principalmente en cultivos intensivos
producidos bajo condiciones de invernaculo (Palmucci et
al., 2011; Grijalba et al., 2015). Recientemente este pa-
tégeno fue detectado en plantas de soja de siembras
tardias (Grijalba et al., 2020). Salvo estos anteceden-
tes, es escasa la informacion disponible acerca de las
especies del género Pythium que, en la Argentina, afec-
tan la implantacion y los primeros estadios del cultivo
de maiz. La mayoria de las veces, las pérdidas de plan-
tas en estos estadios son atribuidas al ambiente (textu-
ra y estructura del suelo, nutricion mineral, desnivel del
terreno), dejando muchas patologias sin reportar o
identificar, lo cual explicaria el escaso numero de citas
de Pythium spp. afectando cultivos extensivos en la Ar-
gentina (Palmucci, 2015). En otros paises se han citado
numerosas especies de Pythium ocasionando severas
pérdidas por muerte de plantulas o disminucion del ren-
dimiento por infecciones subclinicas (Hoppe y Middleton,
1950; Zhang y Yang, 2000; Dorrance et al., 2004; Bro-
ders et al., 2007; Ellis et al., 2012), en la Argentina se
hallan citadas 23 especies de Pythium, en 274 relaciones
hospedante-patdgeno (Palmucci, 2015; Grijalba 2021).
Esto permite presumir que el listado de las especies pre-
sentes en la Argentina, asi como las asociaciones con
hospedantes susceptibles, es muy superior al registrado.

El presente trabajo tuvo la finalidad de caracterizar
la diversidad de especies de Pythium que pueden afec-
tar al cultivo de maiz durante su implantacion y prime-
ros estadios. Para ello, se efectuaron recorridas en lotes
de produccién de la zona norte de la provincia de Bue-
nos Aires en 2018 que permitieron recolectar muestras
de plantulas enfermas y suelo que se utilizaron para
aislar e identificar las especies presentes.

MATERIALES Y METODOS

Durante las campafias de maiz 2018/19 y 2019/20
se recorrieron lotes de produccion de la zona norte de la
provincia de Buenos Aires, con la finalidad de recolectar
muestras de material vegetal y suelo. Las plantulas de
maiz se recolectaron de zonas con encharcamiento,
cuando estas presentaban sintomas de podredumbre y
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muerte y ademas se extrajeron muestras de suelo de
las inmediaciones de sus raices.

Aislamiento del patégeno

Aislamiento a partir de plantulas: secciones de raiz y
base del tallo de las plantulas de maiz afectadas se des-
infectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al
2% durante 1 min vy, luego, se lavaron con agua destila-
da estéril durante 1 min. Posteriormente, 3 a 5 trocitos
de 3-4 mm se sembraron en cajas de Petri que conte-
nian agar papa dextrosado (APD) y agar harina de maiz
(AHM) mas PARP (Pimaricin-ampicilin-rifampicin-penta-
chloronitrobenzene) (Jeffers y Martin, 1986), utilizando
la técnica de la burbuja o del agar invertido, evitando de
esta manera el desarrollo de bacterias (Grijalba y Ridao,
2017). Las cajas se incubaron a 22+2 °C, en condicio-
nes de oscuridad, durante 48 horas.

Aislamiento a partir de suelos: para obtener aisla-
mientos a partir de suelo, se utilizd la técnica denomi-
nada trampa o “Baiting Technique” (Dorrance, 2004).
Cada muestra de suelo se dispuso en tres macetas de
plastico de 12 cm de didmetro. En cada maceta, se co-
locaron 10 granos de maiz previamente desinfectadas
superficialmente con hipoclorito de sodio al 2% durante
1 miny luego lavadas con agua destilada estéril durante
1 min. Las macetas se regaron hasta alcanzar la capaci-
dad de campo. Cuando las plantulas comenzaron a
emerger, las macetas se anegaron durante 12 horas.
Posteriormente, se retird el agua y se esperd 3-4 dias
para observar plantulas anormales y de menor tamaio
que las sanas, las cuales se descalzaron en busca de
sintomas como raices necrosadas. Las plantulas con sin-
tomas se cortaron en trozos de 3-4 mm, se desinfectaron
superficialmente con la metodologia previamente des-
cripta y se sembraron en los medios de cultivo menciona-
dos (APD y AHM mas PARP). Con la finalidad de obtener
cultivos puros en ambos tipos de aislamiento, 2-3 dias
después de la siembra, los extremos hifales de las colo-
nias se transfirieron a cajas nuevas con los mismos me-
dios de cultivo, pero sin antibidticos ni fungicidas.

Identificacion del patogeno y determinacion de la
patogenicidad

Los aislamientos obtenidos se identificaron y carac-
terizaron por: (a) morfologia de su colonia en diferentes
medios de cultivo (APG, AHM y Agar jugo V8), (b) es-
tructuras vegetativas y reproductivas sexuales y asexua-
les (Frezzi, 1950; 1956; Van der Plaats-Niterink, 1981;
Dick, 2001). Se estimuld la formacion de esporangios y
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estructuras sexuales por medio de diferentes técnicas,
como el uso de hojas de Agrostis sp. en agua destilada
estéril en contacto con secciones de 0,5 cm de medio
agarizado con desarrollo del patégeno (Abad et al.,
1994), entre otras.

Se probd la patogenicidad de los aislamientos in vi-
tro e in vivo segun la metodologia propuesta por Do-
rrance et al. (2004). Se utilizé la variedad de maiz In-
dentata INTA Prohuerta debido a su susceptibilidad a
enfermedades y por carecer de tratamientos con fungi-
cidas curasemillas.

Patogenicidad in vitro

En condiciones controladas se realizé un experimen-
to con disefio completamente aleatorizado, con diez pla-
cas o repeticiones por tratamiento (granos inoculadas y
testigo sin inocular). La unidad experimental consistio
en cada placa de con 10 granos de maiz. Un segmento
de cada aislamiento, de aproximadamente 1 cm de dia-
metro, con crecimiento de 7 dias en APD, fue cortado
del borde de crecimiento y transferido al centro de una
placa Petri de 9 cm que contenia 25 ml de APD. Poste-
riormente, se colocaron cuidadosamente 10 granos de
maiz (previamente desinfectados con hipoclorito de so-
dio al 2%) en la periferia de cada placa (Foto 1), las
cuales se incubaron en estufa de cultivo a 22 £ 0,2 °C
en oscuridad.

Foto 1. Prueba de patogenicidad in vitro llevadas a cabo en placas de Petri.

Luego de 7 dias, los granos y plantulas muertas se
evaluaron utilizando una escala de severidad con cinco
grados de ataque, adaptada para el cultivo de maiz de
la propuesta por Jiang et al. (2012). Los grados se des-
criben a continuacion (Foto 2):

e Grado 0: plantula sin sintomas de infeccion.

e Grado 1: plantula con sintomas de lesiones ama-

rronadas en la radicula.

e Grado 2: plantula con radicula de menor tamafio y

sintomas de lesiones mas marcados.
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Foto 2. Escala de severidad adaptada para maiz de Jiang et al. (2012).

e Grado 3: plantula con sintomas de infeccion y pre-
sencia de lesiones amarronadas-negras en la radicula.
e Grado 4: plantula no viable.

A efectos practicos se considerd a los grados 0 y 1
como no patdgenas. Una vez categorizadas las plantu-
las, se determinara el Indice de Severidad (IS) utilizan-
do la ecuacion (1).

= [Z(grado x N° planta)].(N° de gra-
dos x Plantas totales)

Ecuacion 1

A medida que el IS se aproxima a 0,2, menor es la
patogenicidad del aislamiento. Por el contrario, a medida
que el IS se aproxima a 1, mayor es la patogenicidad.

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis
de varianza (ANVA) y posterior comparacion de medias
a través del Test de LSD Fisher, utilizando el programa
Infostat (Di Rienzo et al., 2017).

Patogenicidad in vivo

Cada unidad experimental consistié en una maceta
de polietileno diametro 12 cm. Se utilizé el método de la
capa, que consistio en rellenar las macetas hasta la mi-
tad con una mezcla de sustrato comercial, tindalizado
dos veces, posteriormente el contenido de una placa de
Petri con crecimiento de 10 dias de cada aislamiento en
APD a 22 °C y en oscuridad se colocé cuidadosamente
sobre el sustrato. El micelio se cubrié con una capa de 2
cm del mismo sustrato e inmediatamente sobre este se
colocaron 15 granos de maiz y se agregdé una nueva
capa de sustrato para cubrir los granos (Foto 3). Las
macetas utilizadas como testigo se inocularon con dis-
cos de agar que no contenian desarrollo alguno. Las mis-
mas se dispusieron en una camara climatica a 2242 °C
y 12 horas de fotoperiodo, en un disefio completamente
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Foto 3. Pruebas de patogenicidad in vivo llevadas a cabo en macetas.

aleatorizado (DCA), con tres repeticiones por tratamien-
to. El suelo se mantuvo himedo regando las macetas
diariamente segun requerimiento. Después de 15 dias
de la siembra se realizo el recuento de plantulas norma-
les emergidas. En base a esto se calculd el porcentaje
de plantas emergidas dividiendo el total de semillas nor-
males emergidas por el total de semillas sembradas en
cada maceta.

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion
Los relevamientos efectuados durante las dos cam-
pafias consecutivas mostraron una alta frecuencia de
aislamientos. Durante la campafia 2018/2019 se obtu-
vieron 25 aislamientos de campos comerciales ubicados
en tres localidades del Norte de la provincia de Buenos
Aires: San Antonio de Areco, Pergamino y Fontezuela.
Las especies identificadas hasta el momento en el con-
texto de este trabajo son P. ultimum, P. irregulare y P.
sylvaticum. No se identificd ningln aislamiento como
perteneciente al género Phytophthora. Para la identifi-
cacion de estas especies se consideraron las siguientes
caracteristicas:
Pythium ultimum: en APG formd una colonia blan-
ca densa algodonosa, de tipo aracnoide. Micelio ce-
nocitico con abundante produccién de apresorios
grandes y curvos. Esporangios y zoosporas ausen-
tes; hichamientos hifales globosos, terminales o in-
tercalares de 16-27 (prom. 21) ym de didmetro; oo-
gonio liso, terminal, predominantemente esférico,
raramente intercalar, 16-25 (prom. 21) pm de dia-
metro; 1-2 anteridios mondclinos, usualmente uno
por oogonio, con forma claviforme o reniforme, tipi-
camente sésil, originado de la hifa oogonial; oospora
esférica, de pared lisa, aplerotica, 12-23 (prom.
18,5) um de didmetro.
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Pythium irregulare: formé colonia algodonosa, de
crecimiento radiado con abundante micelio aéreo en
los bordes de la caja de Petri. Esporangios terminales
o intercalares esféricos de 10-28 (prom. 19) um de
diametro. Hinchamientos hifales terminales o inter-
cales de forma variada. En APG y AHM se observaron
abundantes oogonios de 10-29 (prom. 20) um de
didmetro, esféricos, subesféricos, limoniformes, ter-
minales o intercalares, con la pared lisa, con 1-3 pro-
yecciones conicas, rectas o algo curvas, con apice
redondeado o ligeramente curvado; 1-3 anteridios
por oogonio, generalmente mondclinos, claviformes,
algo curvos y oosporas apleroticas de pared lisa de
10-22 (prom. 17) uym de diametro.

Pythium sylvaticum: en APG form6 micelio blanco
algodonoso, de rapido crecimiento, con hifas aéreas
en el borde de la caja de Petri. Micelio cenocitico con
abundantes apresorios con forma de hoz o de clava.
No se observaron esporangios ni zoosporas. Presen-
té hinchamientos hifales frecuentemente esféricos o
limoniformes, terminales o intercalares, de 20 um de
didmetro promedio. En Agrostis sp. desarrollé oogo-
nios lisos, terminales e intercalares, 16-22 (prom.
20) um de didametro; 2-4 anteridios por oogonio, di-
clinos, ramas anteridiales ramificadas; oosporas
apleroticas, 16-20 (prom. 18) um de diametro.

Por su parte, durante la campafia 2019/2020 se
efectuaron 18 aislamientos de tres localidades: Chaca-
buco, Chivilcoy y 25 de Mayo. Se continla con la identi-
ficacion morfoldgica de estos aislamientos y las corres-
pondientes pruebas de patogenicidad.
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Ensayos de patogenicidad

Las cepas evaluadas mostraron diferente grado de
patogenicidad tanto in vitro como in vivo (Figura 1). El
59,7% de las pruebas in vitro (n= 900), se calificd con
0 o 1, mientras que el 40,1% se califico con 2, 36 4. La
especie con el mayor grado de patogenicidad fue P. irre-
gulare con un 69,6% de calificacion 2, 3 6 4 en la prue-
ba in vitro y un 26% de emergencia promedio de plan-
tulas en la prueba in vivo. Los aislamientos de P.
ultimum presentaron un 51,4% de calificacion 2, 3 6 4
en la prueba in vitro y un 24,3% de emergencia prome-
dio en la prueba in vivo. Por su parte los aislamientos
identificados como P. sylvaticum presentaron un 32%
de calificacion 2, 3 6 4 in vitro y un 30% de emergencia
promedio in vivo.

Los analisis estadisticos indicaron interaccién positi-
va entre “prueba” x “aislamiento” altamente significati-
va. Los aislamientos que causaron niveles altos o bajos
de enfermedad fueron consistentes en los experimen-
tos, presentando un comportamiento similar en todos
ellos. P. irregulare y P. ultimum se destacaron por su
severidad.

DISCUSION

Las especies patdgenas identificadas evidenciaron
un alto indice de severidad (Figura 1). Los métodos em-
pleados en las pruebas de patogenicidad realizadas en
el presente trabajo han sido previamente utilizadas por
numerosos investigadores para determinar patogenici-
dad de Pythium (Zhang y Yang, 2000; Dorrance et al.
2004; Broders et al. 2007; Grijalba et al. 2021). Sin em-
bargo, es necesario continuar analizando las diferentes

Figura 1. indice de severidad (IS)
para la determinacion de patoge-
nicidad in vitro de aislamientos de
Pythium inoculados en granos de
maiz. Letras diferentes indican dife-
rencias significativas (LSD Fisher=
0,05).

P. irregulare
P. sylvaticum
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pruebas a fin de poder establecer una clara relacién en-
tre los métodos in vitro e in vivo y la enfermedad en
condiciones naturales.

Las diferentes especies de Pythium spp. se expresan
en un amplio rango de temperaturas. Por ejemplo, mu-
chas de estas especies producen muerte de plantulas en
pre y postemergencia, en ambientes con baja tempera-
tura y con dptimas entre 15-18 °C (P. ultimum y P.
irregulare) (Ben-Yephe y Nelson, 1999; Grijalba et al.,
2020). Sin embargo, hay especies que atacan en esta-
dios posteriores a temperaturas mayores de 30-32 °C
(P. aphanidermatum y P. myriotylum) (McCarter y Lit-
trell, 1970; Grijalba et al., 2020). Debemos considerar
que algunas diferencias observables en nuestros resul-
tados en el IS podrian deberse a las temperaturas de
22+2 °C, en que el ensayo se llevd a cabo. Las especies
se expresan en un rango de temperaturas, la severidad
podria variar siendo mayor en su temperatura optima.
Debido a esto, se deberan efectuar ensayos a diferentes
temperaturas estableciéndose rangos de 15 a 30 °C
(McCarter y Littrell, 1970; Shurtleff, 1980).

En el presente trabajo, las recorridas estuvieron
orientadas a los estadios V1-V3. Sin embargo, en el
marco de este estudio se efectuaran recorridas en esta-
dios mas avanzados del maiz, donde se presenten plan-
tas con PTR para efectuar aislamientos de ellas.

Asimismo, estas experiencias fueron realizadas con
granos de maiz dulce que se comporta como mas sus-
ceptible a las enfermedades. En futuros ensayos podrian

usarse granos de hibridos comerciales para observar su
comportamiento frente a las enfermedades de implanta-
cion. En estas semillas, una practica comun consiste en
la aplicacion de fungicidas curasemillas que las protegen
de la infeccion de patdgenos de suelo en los primeros
estadios. Muchos de estos productos de amplio espectro
no son efectivos para el control de Pythium spp. Ade-
mas, se ha reportado resistencia en algunas cepas de
Pythium a productos especificos como el metalaxil-M
(Cook y Zhang, 1985; Dorrance et al., 2004; FRAC,
2020).

Nuestros datos muestran que hay diferencias en la
agresividad de los diferentes aislamientos obtenidos (Fi-
gura 1). En cultivos extensivos hay pocas especies de
Pythium determinadas para nuestro pais y varias se han
citado en la rotacion soja-maiz, como P. ultimum y P.
irregulare (Griffin, 1990; Rizvi y Yang, 1996; Schmit-
thenner, 1962; Rojas et al., 2017; Grijalba et al., 2021).
En este estudio, no se completaron las identificaciones
de especies de todos los aislados individuales. Un estu-
dio adicional para correlacionar la abundancia relativa
de especies individuales con los niveles de enfermedad
puede proporcionar mas informacion sobre la pudricion
de la raiz por Pythium.

Se continda con el analisis de los aislamientos obte-
nidos y en casos dudosos se emplearan técnicas mole-
culares, secuenciando regiones conservadas como ser
la regién ITS del rADN nuclear usando los primers ITS4
e ITS5 (White et al., 1990).
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