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RESUMEN

Lopez-Casallas, M.; Guevara-Castro, Y.A.; Pisco-Ortiz, Y.C.; Cabrera, [.M.; Lopez-Cardona, N. Pudricion de raices y tallo de la soya por
Phytophthora sojae Kaufm. & Gerd. en la altillanura plana del departamento del Meta. Summa Phytopathologica, v.46,n.2, p.113-120, 2020.

El oomycete Phytophthora sojae ha sido reportado como causante de
“Damping off” en pre y post emergencia, y pudricion en tallos y raices en
cultivos de soya a nivel mundial. Con el incremento del area sembrada de
soya en Colombia en la altillanura plana del departamento del Metay a la
presencia de condiciones ambientales altamente favorables se han observado
sintomas de dafos en plantulas que pueden ser causados por un complejo
de patogenos donde se incluye a P. sojae. Este trabajo tuvo como objetivo
identificar el agente causal de la pudricion de raices y tallo en cultivos de
soya en la altillanura plana del Meta, a partir del diagndstico microbiologico
y molecular de 84 muestras de tejido afectado. La caracterizacion
morfologica del agente causal y macroscopica de las colonias se realizo
en el medio V8 modificado. La identificacion molecular fue realizada
mediante la amplificacion de la region ITS ("The internal transcribed spacer

region”) presente en el genoma de hongos y omycetes. Se realizé analisis
filogenético comparando las secuencias ITS de diferentes especies del
género Phytophthora reportadas en estudios anteriores y depositadas en el
GenBank, de aislamientos de P. sojae de diferentes regiones geograficas
y las secuencias de P. sojae obtenidas en este estudio. De las 84 muestras
analizadas en el periodo 2015-2017, siete (7) muestras correspondientes
al 8% presentaron sintomas tipicos de pudricion de raiz y tallo y fueron
atribuidos a P. sojae confirmando los postulados de Koch. Las 77 muestras
restantes, correspondientes al 92 % presentaron sintomas del complejo
“Damping off” y fueron asociados a Pythium spp. y Fusarium spp. Este
es el primer registro de la presencia de P. sojae y su participacién como
agente causal de las pudriciones de raices y tallo en lotes comerciales de
soya en la altillanura del departamento del Meta.

Palabras clave: Glycine max L.; ITS; Oomycetes; Fusarium sp.; Damping off.

RESUMO

Lopez-Casallas, M.; Guevara-Castro, Y.A.; Pisco-Ortiz, Y.C.; Cabrera, LM.; Lopez-Cardona, N. Podriddo da raiz e da haste por Phytophthora
sojae Kaufm. & Gerd. no Altillanura plana do departamento de Meta. Summa Phytopathologica, v.46, n.2, p.113-120, 2020.

A oomiceto Phytophthora sojae tem sido relatada como causadora de
“amortecimento” em pré e pos-emergéncia, e apodrece em caules e raizes em
lavouras de soja em todo o mundo. Com o aumento da area plantada com soja
na Colombia na regido plano do departamento de Meta e a presenga de
condigdes ambientais altamente favoraveis, foram observados sintomas de
danos as mudas que podem ser causados por um complexo de patdégenos
onde P. sojae esta incluida. Este trabalho teve como objetivo identificar o
agente causador da podriddo radicular e do caule em lavouras de soja na
regido do departamento Meta, a través do diagnostico microbiologico e
molecular de 84 amostras de tecido afetado. A caracterizagdo morfoldgica
do agente causador e macroscopico das colonias foi realizada no meio V8
modificado. A identificagdo molecular foi realizada por amplifica¢do da

regido ITS. Para a comparagdo filogenética, foram utilizadas sequéncias
ITS relatadas em estudos anteriores e depositadas no GenBank para
diferentes espécies do género Phytophthora, de isolados da espécie P. sojae
de diferentes regides geograficas e das sequéncias de P. sojae obtidas neste
estudo. Das 84 amostras analisadas no periodo 2015-2017, sete (7) amostras
correspondentes a 8% apresentaram sintomas tipicos de podridao radicular e
caule e foram atribuidas a P. sojae, confirmando os postulados de Koch. As 77
amostras restantes correspondentes a 92% apresentaram sintomas do complexo
“Damping off” e foram associadas ao Pythium spp., e Fusarium spp. Este é o
primeiro registro da presenca de P. sojae e a sua participagdo como agente causal
da podridao radicular e do caule em lotes comerciais de soja no Altillanura plana
do departamento de Meta.

Palavras-chave: Glycine max L.; ITS; Oomycetes; Fusarium sp.; Damping off.

ABSTRACT

Lopez-Casallas, M.; Guevara-Castro, Y.A.; Pisco-Ortiz, Y.C.; Cabrera, .M.; Lopez-Cardona, N. Root and Stem Rot by Phytophthora sojae Kaufm.
& Gerd. in the eastern high plains of Meta Department. Summa Phytopathologica, v.46,n.2, p.113-120, 2020.

The oomycete Phytophthora sojae has been reported to cause “Damping
off” during pre and post-emergence, as well as root and stem rot in soybean
crops worldwide. The increase in the soybean planted area in Colombia, in the
region of eastern high plains of Meta Department, and the presence of highly
favorable environmental conditions led to the appearance of seedling damage
symptoms, which could be caused by a pathogen complex that includes P. sojae.
This study aimed to identify the causal agent of root and stem rot in soybean
crops in the region of Meta Department through microbiological and molecular
diagnosis of 84 affected tissue samples. Morphological characterization of the
causal agent and macroscopic characterization of colonies were performed in
modified V8 medium. Molecular identification was done by amplification of

Keywords: Glycine max L.; ITS; Oomycetes; Fusarium sp.; Damping off-

the ITS region. Phylogenetic comparison employed ITS sequences reported in
previous studies and deposited in the GenBank for different species of the genus
Phytophthora, isolates of the species P, sojae from different geographical regions
and the sequences of P. sojae obtained in this study. Of the 84 samples analyzed
during 2015-2017, seven (7) samples corresponding to 8% showed typical
symptoms of root and stem rot, which were attributed to P. sojae, confirming
Koch’s postulates. The remaining 77 samples corresponding to 92% presented
symptoms of the “Damping off” complex and were associated with Pythium
spp. and Fusarium spp. This is the first report of the presence of P. sojae and
its participation as a causal agent of root and stem rot in commercial areas of
soybeans in the eastern high plains of Meta Department.
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Lapudricion de raices de soya causada por el oomycete Phytophthora
sojae, se considera una de las enfermedades mas limitantes del cultivo
en las regiones tropicales. De acuerdo con Dorrance (2018) y Dorrance
et al. (2008) este patogeno se caracteriza por su alta especificidad de
hospedero que incluye la soya y algunas flores silvestres del género
Lupinus causando dafios en pre y post emergencia que afectan semillas,
raices y tallos de plantulas, e infecciones en plantas adultas. Las pérdidas
en rendimiento pueden alcanzar el 100% si los cultivares susceptibles
se siembran en lotes con presencia de indculo y deficiente de drenaje.
La incidencia de la enfermedad puede variar de acuerdo con la época
de siembra, variedad de soya cultivada, frecuencia e intensidad de
las lluvias, retencion de humedad en el suclo, contenido de arcillas,
tipo de labranza y sistemas de siembra. En paises como Argentina
y Brasil la incidencia en cultivares susceptibles ha alcanzado entre
el 50% y 70% de afectacion (Vallone, et al. (1999); Wrather et al.
(2001). Desde 1996 hasta 2014, aproximadamente 20,5 millones de
toneladas métricas anuales se perdieron debido a la pudricion de la
raiz y el tallo en soya, con una pérdida anual promedio de mas de 1,1
millones de toneladas métricas (Wrather et al. 2001). En Colombia,
P. sojae se reportd por primera vez en el Valle del Cauca en el afio
de 1985 (Granada y Varén de Agudelo, 1996) y seis afos después
en los llanos orientales especificamente en el piedemonte llanero
(Montoya, 1991). En esta misma region, en el ailo 2000, la enfermedad
presentd niveles de incidencia cercanos al 41%, registrando pérdidas
del 26% de la produccion en la variedad CORPOICA Orinoquia
3 (Tapiero y Rey, 2006). En la actualidad, el cultivo de soya se ha
expandido a la altillanura plana del departamento del Meta en negocios
agroindustriales, lo que ha llevado al establecimiento de nuevas areas
sembradas y la introduccion de cultivares con alto potencial productivo.
En razoén de lo anterior, se ha generado un incremento de sintomas
asociados con “Damping off”” y pudricion de raices y tallo que pueden
ser causados ademas de P. sojae, por otros microorganismos de suelo
como Fusarium sp., Pythium sp., Rhizoctonia sp. y Sclerotium sp., lo
que dificulta su diagndstico en campo y genera confusion respecto
al agente causal de la enfermedad. Lo anterior, sumado a la ausencia
de registros sobre la presencia de P. sojae en la altillanura del Meta,
soportan el desarrollo de este trabajo de investigacion, el cual esclarece
la etiologia de la pudricion de raices y tallos de soya en la ecorregion
de la altillanura del departamento de Meta.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y muestreo

La toma de muestras se realizo en lotes experimentales del Centro
de Investigacion Carimagua y la sede Taluma de la Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria-AGROSAVIAy en 9 fincas
productoras de soya en los municipios de Puerto Gaitan y Puerto Lopez
en el departamento del Meta. Entre el 2015 y 2017 se recolectaron
un total de 84 muestras, de las cuales 16 correspondian a suelo y 68
correspondian a plantulas de soya con sintomas de “Damping off” y
pudricion de raices y tallo. La colecta de muestras se realiz6 en estado
vegetativo (V1 a V3) y la fecha de muestreo se ajustd dependiendo del
ciclo bioldgico de la variedad sembrada. EI muestreo se realizo en el
lote con mayor incidencia de la enfermedad de acuerdo con informacion
suministrada por el productor.

Aislamiento a partir de tejido vegetal
El tejido vegetal afectado fue lavado con abundante agua de grifo,
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luego desinfectado con hipoclorito de sodio al 1% por 1 minuto,
enjuagado 2 veces con agua destilada e inmerso en una solucion de
etanol al 70% por 1 minuto. Después fue lavado 2 veces con agua
destilada y secado a temperatura ambiente hasta su siembra en medio
de cultivo. En agar V8 (180 mL/L jugo V8, 2 g/L CaCO,, 15 g/L agar,
Rifampicina 750 ppm; pH 6.5) se dispuso una porciéon de material
vegetal correspondiente a 70% de tejido sano y 30% enfermo fue
sembrada directamente sobre la superficie de placas de agar y las cajas
se incubaron a temperatura ambiente (28°C) por 10 dias [AGROSAVIA,
(2017,2018)].

Aislamiento a partir de suelo por el método de bioensayos

Se colectaron muestras de suelo en lotes con historial de la
enfermedad, que ademas presentaron compactacion y problemas de
drenaje. Cada muestra estuvo compuesta por 20 submuestras, las cuales
fueron tomadas con barreno a 15 cm de profundidad. Cada muestra
se secO a temperatura ambiente y tamiz6 a 2 mm; con el tamizado
se llenaron materas entre 1 a 2 kg. anegandolas con agua corriente.
Posteriormente, las materas se depositaron en bolsas plasticas negras
y se incubaron a temperatura ambiente por un periodo de dos semanas.
Después del tiempo de incubacion, en cada maceta, el suelo se labro
a 1 cm de profundidad. Quince semillas de los cultivares susceptibles
CORPOICA Orinoquia 3, Sloan y Williams, se sembraron a 1 cm
de profundidad. La superficie del suelo se cubrié con vermiculita
gruesa saturada con 250 mL de agua, y las macetas fueron puestas
de nuevo en bolsas plasticas. Cuando las semillas germinaron, y las
raices alcanzaron aproximadamente 5 cm de longitud, el suelo se
inund6 con agua corriente por 24 horas, luego se drend y se incubd a
temperatura ambiente en condiciones de casa de malla. (Temperatura
maxima promedio de 30,9 °C, Temperatura minima promedio de
22,01 °C, y Humedad Relativa promedio de 81,45 %). Se realizaron
observaciones diarias y se colectaron plantulas con sintomas de
marchitamiento o pudricion de raiz y tallo para obtener aislamientos
presuntivos de Phytophthora sp. (Dorrance, 2018).

Aislamiento a partir de suelo con cebo

Se pesaron 9 g de cada muestra de suelo. Se agregd 1 mL de
agua destilada estéril y se introdujeron cotiledones de las variedades
susceptibles CORPOICA Orinoquia 3 y Williams, provenientes de
plantas en estado de desarrollo V3 cultivadas en invernadero. Se
dejaron incubando a temperatura ambiente durante 48 horas a +28°C.
Se tomaron los cotiledones que evidenciaron algunos sintomas de
necrosis o pudricion y se lavaron con abundante agua durante 20
minutos. Los trozos de tejido se sembraron en medio V8 (200 mL de
Jugo V8,3 gde CaCO,, 15 g Agar Agar, 100 mL de Agua destilada) por
debajo del agar con el fin de disminuir la contaminacion por bacterias
y se incubaron en oscuridad durante 1 semana. Cuando se evidencio
la presencia de crecimiento micelial se realizé la purificacion de
colonias en medio V8 modificado (Jugo V8200 mL, CaCO, 3 g, agar
15 g, rifampicina 750 ppm, ampicilina 20000 ppm, penicilina 10000
ppm) y Agar PCBN (Jugo V8 40 mL, CaCl, 0.6 g, C_H O, 1g,
extracto de levadura 0.2 g, colesterol 0.01 g, Agar 20 gy 1 mL de los
siguientes antibioticos y fungicidas a partir de una solucién stock de
ampicilina, rifampicina, penicilina, benomyl, pentacloronitrobenzeno,
fludioxonil y metalaxil-M). (Dorrance, 2018).

Purificacion

Se efectué mediante pases consecutivos a placas situando los
aislamientos por debajo del medio V8 modificado y PCNB.
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Identificacion morfologica

Mediante improntas de una porcioén de cada colonia y con azul
de lactofenol se realizd observacion microscopica de estructuras
en microscopio Optico a 40X de aumento. La identificacion de
caracteristicas microscopicas del patdogeno y macroscopicas de las
colonias se realizaron de acuerdo con Erwin & Ribeiro, (1996).

Caracterizacion molecular

El micelio de los aislamientos presuntivos de P. sojae crecido en
medio de cultivo solido V8 modificado y Agar Zanahoria (Drenth y
Sendall, 2001) durante 8 dias a 28°C, fue empleado para la extraccion
de ADN. El tejido fue macerado con nitrégeno liquido y se siguid
el protocolo de extraccion de ADN del mini kit para plantas de
Qiagen®. La calidad y cantidad de ADN fue visualizada en gel de
agarosa al 1,5%, y la concentracion en ng/uL se determind utilizando
el NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific) (Guevara, 2017). Se
realizé la amplificacion de la region conservada ITS siguiendo las
condiciones reportadas por Ristaino ez al. (1998). Se emplearon los
pares de cebadores ITS5 (5GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3’)
e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’). Cada reaccion de
PCR se calculd para un volumen final de 25ulL, utilizando 1X del
Go Taq Green Master Mix (Promega), 8uM de cada primer (F y
R) y 3 uL de ADN (20 ng/uL). Cada amplificacion se realizd en
un termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown, MA)
utilizando las siguientes condiciones: Un paso de desnaturalizacion
a 95°C durante 3 minutos, seguido por 34 ciclos de desnaturalizacion
(95°C por 1 minuto), hibridacion (52°C por 30 segundos), elongacion
(72°C por 1 minuto), y un ciclo final de extension (72°C por 10 minutos)
(11). El producto de los amplificados se visualizé en gel de agarosa
al 1,5%. Las muestras presuntivas fueron preparadas para su envio
a secuenciacion, y una vez obtenidos los electroferogramas se
realiz6 la identificacion de aislamientos en la base de datos NCBI
por homologia utilizando la herramienta BLAST de acuerdo con
Guevara, (2017).

Comparacion filogenética

Para la comparacion filogenética de las secuencias ITS
de los aislamientos de P. sojae obtenidos en este estudio, se
usaron secuencias de las regiones ITS que han sido depositados
en el GenBank, y que corresponden a especies tipo del género
Phytophthora y a aislamientos confirmados de P. sojae de diferentes
regiones geograficas. Una vez obtenido el alineamiento consenso
de secuencias en el programa Genious v 8.1.9, el mejor modelo
de sustitucion de nucleodtidos fue seleccionado con base en los
puntajes mas bajos del criterio de informacion bayesiano (BIC)
que describen el mejor patron de sustitucion de acuerdo con
Guevara, (2017). Otros valores también considerados fueron el
AlICc (Criterio de informacion de Akaike, corregido), el valor de
Maixima verosimilitud (InL) y el nimero de pardmetros (incluidas
las longitudes de rama) (Erwin y Ribeiro, 1996). Los analisis
fueron realizados utilizando el programa MEGA 6.0 (Tamura et al.
2013). La filogenia fue estimada mediante Inferencia Bayesiana
en el programa Genious v 8.1.9 con la aplicacion Mr. Bayes. Bajo
esta metodologia se eligié la filogenia con mayor probabilidad
posterior como resultado del andlisis de toda la distribucioén de
probabilidades posteriores usando el pardmetro Metropolis Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) (Guevara, 2017). El analisis se
realiz6 por duplicado, cada uno empezando en un arbol diferente
seleccionado al azar; se corrieron dos cadenas simultaneas por
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10.000.000 generaciones, con muestreo de arboles cada 1000
generaciones (resultando en un total de 10.000 arboles). Finalmente,
el arbol filogenético consenso resultante fue a-justado a un limite
de probabilidad posterior de > 0,5, para determinar la divergencia
de acuerdo con Guevara, (2017).

Pruebas de patogenicidad

Con el proposito de confirmar mediante los postulados de
Koch la causalidad de la enfermedad, se inocularon plantulas de
10-15 dias de edad del cultivar Williams como testigo susceptible
universal y CORPOICA Orinoquia 3 como testigo susceptible local.
Se emplearon dos técnicas: Inoculacion directa al hipocétilo con
discos de agar, desarrollada por Laviolette & Athow (1981) con
modificaciones para los aislados 5057301, 5057302, 5057303,
e inoculacion con palillos colonizados del microorganismo de
acuerdo con Keeling (1982), Moreira & Arrabal (2016) para los
aislamientos 5057305, 5057306, 5057307 y 5057308. Para ambos
métodos, se inocularon plantas entre 11 a 15 dias después de la
siembra. Después de la inoculaciodn, las plantas se mantuvieron en
camara himeda por 48 horas y se evaluaron diariamente hasta la
aparicion de sintomas. Finalmente, se procedio al re-aislamiento
del patogeno a partir de plantas sintomaticas para la confirmacion
de caracteristicas macroscopicas y microscopicas del patdgeno.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 84 muestras analizadas provenientes de la altillanura
plana del departamento del Meta, 7 muestras correspondientes al 8%,
presentaron sintomas tipicos de pudricion de raiz y tallo de donde se
obtuvieron aislamientos de P. sojae. Las plantas infectadas en estados
avanzados de la enfermedad se marchitan y mueren (Figura 1).

Las restantes 77 muestras, correspondientes al 92%, presentaron
sintomas del complejo “Damping off” asociado a Pythium spp. y
Fusarium spp. Las plantulas con “Damping off” presentaron pudricion
de radicula y necrosis del hipocoétilo que avanza hasta afectar los
cotiledones (Figura 2). Phytophthora sojae no fue identificado en
ninguna de las muestras que presentaron este sintoma.

Los aislamientos de P. sojae presentaron macroscopicamente
micelio aéreo de textura algodonosa y color blanco (Figura 3A).
Microscopicamente presentaron micelio hialino cenocitico y presencia
de oosporas plerdticas ovoides, con didmetros promedio de 31,4 um
(Figura 3B), caracteristicas que coinciden con la descripcion de Erwin
& Ribero (1996) para la especie Phytophthora sojae. Los postulados
de Koch fueron comprobados al re-aislar el patdgeno de los tejidos
enfermos de plantas inoculadas, tanto por el método de discos de agar
como por el de palillos colonizados, los cuales fueron efectivos para
reproducir sintomas en las variedades susceptibles de soya Williams y
CORPOICA Orinoquia 3 (Figura 4).

Las secuencias de la region ITS de los aislamientos obtenidos
en este estudio presentaron una homologia superior al 98% con
Phytophthora sojae al ser analizadas por la herramienta BLAST en la
base de datos del GenBank. Una vez obtenido el alineamiento multiple
de secuencias de P. sojaey de referencia para la filogenia molecular, el
mejor modelo de sustitucion de nucledtidos para el analisis bayesiano
fue el de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) (MEGA 6.0) con base a
Tamura, (2013). En la Figura 5 se presenta el arbol consenso obtenido
del analisis de inferencia bayesiana para la region ITS de 691 pb de
los aislamientos identificados como P. sojae, conformado por siete (7)
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Figura 1. Sintomas tipicos causados por Phytophthora sojae en la variedad de soya Panorama 29i. A. Marchitez de plantulas B. Pudricion de

raices y tallo en plantulas. C. Pudricion de raiz. Fuente: AGROSAVIA (2018).

Figura 2 Sintomas tipicos de Damping off en soya. A. Pudricion de radicula y necrosis del hipocétilo en la variedad CORPOICA Achagua 8. B.

Necrosis del cuello y tallo de plantulas con escases de raices. C. Foco de infeccion con pérdidas de plantulas en la variedad de soya Panorama

29i. Fuente: AGROSAVIA (2018).

Figura 3. Caracteristicas macro y microscopicas de Phytophthora sojae asociadas a muerte de plantulas de soya en la altillanura plana del
departamento del Meta. A. Caracteristicas macroscopicas de una colonia en medio V8 modificado. B. Oospora de P. sojae. Fuente: AGROSAVIA

(2017).

aislamientos de este estudio procedentes de cultivos de soya de la region
de los llanos orientales de Colombia; 5057301, 5057302, 5057303,
5057305, 5057306, 5057307 y 5057308 (Tabla 1); doce (12) cepas de
referencia reportadas previamente para la especie P. sojae; diecinueve
(21) especies tipo de Phytophthora pertenecientes a los ocho clados
reportados para el género (Tabla 1); y como outgroup se empleo la
cepa Pythium deliense KM597162.1. Los aislamientos colombianos
procedentes del nicleo de Puerto Gaitan en el departamento del Meta
presentaron una relacion filogenética con probabilidad posterior igual
a 1 con todos los aislamientos de referencia P. sojae registrados en la
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base de datos del GenBank procedentes de Uruguay, Estados Unidos,
Corea, Francia, Japon y China, empleados en este trabajo.

Los resultados obtenidos sugirieren una estrecha relacion entre
aislamientos de P. sojae procedentes de otros paises y aislamientos
de los 1lanos orientales de Colombia. Un analisis filogenético inicial,
basado en secuencias de ADN mitocondrial y nuclear, de algunos de
los aislamientos de referencia utilizados en este estudio los clasificd
en el clado 7b del género Phytophthora (Laviolette y Athow, 1981).
El analisis corrobor¢ la relacion filogenética de probabilidad posterior
igual a 1, entre las especies P. sojae y P. sinensis pertenecientes al clado

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 46, n. 2, p. 113-120, 2020



Figura 4 Pruebas de patogenicidad realizadas en la variedad de soya Williams. A. Sintomas iniciales 6 dias después de la inoculacion (ddi). B.

Sintomas avanzados de pudricion de tallo 12 ddi. C. D. Marchitez generalizada en plantas inoculadas y control. Fuente: AGROSAVIA (2017)

7b, diferenciables entre si por la posicion del anteridio con respecto al
oogonio, paragino y anfigino, respectivamente de acuerdo con Kroon,
(2004). De igual forma confirmé una relacion filogenética existente del
100% en el clado 7 de Phytophthora, entre las especies P. fragarie del
7a'y P. cinnamomi Tc, con relacion a las especies P. sojae 'y P. sinensis
del clado 7b (Kroon, 2004). No se observaron relaciones filogenéticas
estrechas adicionales entre el clado 7 y otras especies tipo pertenecientes
a los demas clados reportados para el género Phytophthora (Kroon,
2004). Estos hallazgos iniciales coinciden con Martin et al. (2014) y
corresponden con analisis filogenéticos posteriores realizados con 7
secuencias nucleares y 4 mitocondriales donde también se ha clasificado
a Phytophthora sojae en el clado 7.

Enun estudio previo de Tapiero et al. (2006) orientado a determinar
la diversidad entre aislamientos de P. sojae mediante el uso de
cinco marcadores moleculares tipo microsatélites disefiados sobre
secuencias ESTs (1S, 28, 3S, 4S y 5S) (Dorrance, (2008) y Stewart
et al. (2011), los microsatélites 4S y 5S que finalizaron el proceso de
analisis exitosamente resultaron monomorficos en una coleccion de P
sojae procedente de los llanos orientales de Colombia, demostrando
la baja variabilidad de los marcadores SSRs derivados de regiones
codificantes intraespecie del patdégeno. Estos resultados podrian
coincidir con las relaciones filogenéticas de aislamientos de P. sojae
colombianos que presentaron probabilidad posterior igual a 1 para el
clado 7b de Phytophthora spp. en el presente estudio. No obstante,
trabajos posteriores promovieron el desarrollo de nuevos marcadores
moleculares SSRs con mayor polimorfismo a partir de secuencias
gendmicas (Schena et al. 2008; Tyler et al. 2006). Especificamente
sobre secuencias de P. sojae raza 2 se desarrollaron 21 marcadores
SSRs. Estos marcadores fueron analizados mediante los sistemas de
capilaridad ABI y CEQ, encontrandose un mayor ntimero de alelos
permitiendo a su vez, una mayor deteccion de diversidad genética
dentro de la especie P. sojae (Stewart et al. 2011).

De acuerdo con Schoch et al. (2012), aunque las secuencias ITS
son empleadas como codigo de barras para hongos, no resuelven
del todo las relaciones filogenéticas entre poblaciones al interior de
diferentes géneros, en este caso Phytophthora. Se ha reportado que su
uso para analisis filogenéticos es limitado para especies relacionadas
a un clado o subclado. La variacion en la longitud de la region ITS
analizada no permite generar un alineamiento preciso a través de todo
un género, lo cual lidera una limitada resolucion y bajo soporte de
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Figura 5. Arbol filogenético consenso basado en inferencia bayesiana,
ilustrando la relacion entre aislamientos de Phytophthora sojae. El
arbol fue construido usando secuencias de la region completa del
ITS-ADNTr (691 pb). La cepa Pythium deliense KM597162.1 fue usada
como outgroup. Los niimeros presentes en cada clado representan las
probabilidades posteriores.

repeticiones para definir relaciones filogenéticas (Laviolette y Athow,
1981). De acuerdo con Damm et al. (2012) para analisis filogenéticos
mas robustos se recomienda el uso de secuencias parciales informativas
que codifiquen proteinas ya que sus intrones a menudo tienen mas
variaciones que la region ITS, como las del Factor de Elongacion
1 alpha (EF-1a), actina (ACT), calmodulina (CAL), quitina sintasa
(CHS-1), DNA liasa (APN2), glutamina sintetasa (GS) y manganeso
superoxido dismutasa (SOD2). De igual modo, es probable que las
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Tabla 1. Descripcion de unidades taxondmicas operacionales de Phytophthora spp., empleadas para el analisis filogenético.

Especie Hospedero Procedencia Clado GenBank Accesion ITS
Phytophthora cactorum Athrotaxis selaginoides Australia 1* MG542959
Phytophthora clandestina Trifolium subterraneum Australia 1b MG865477
Phytophthora andina Oliva Ecuador lc MK496515
Phytophthora nicotianae Citrus India 1d HM807369.1
Phytophthora citrophthora Citrus India 2¢ JN559845.1
Phytophthora tentaculata Mimulus aurantiacus USA 2b KF667505.1
Phytophthora ilicis llex aquifolium Italia 3 KJ458956.1
Phytophthora palmivora Citrus Belts India 4 JF792548.1
Phytophthora heveae Hevea brasiliensis USA 5 EU045747.1
Phytophthora gonapodyides Suelo Australia 6 MG542979.1
Phytophthora fragariae Fragaria virginiana UK 7 AF266762.1
Phytophthora sojae Glycine max Francia 7b MH620145
Phytophthora sojae Glycine max China 7b MG823284.1
Phytophthora sojae Glycine max China 7b LS479895.1
Phytophthora sojae Glycine max Uruguay 7b MF093639.1
Phytophthora sojae Glycine max Uruguay 7b MF093640.1
Phytophthora sojae Glycine max Uruguay 7b MF093641.1
Phytophthora sojae Glycine max Uruguay 7b MF093644.1
Phytophthora sojae Glycine max Korea 7b KY014085.1
Phytophthora sojae Glycine max USA 7b KuU211412.1
Phytophthora sojae Glycine max USA 7b KU211325.1
Phytophthora sojae Glycine max USA 7b AY590276.1
Phytophthora sojae Glycine max Japon 7b AB217683.1
*Phytophthora sojae 5057301 Glycine max Colombia 7b MK932774
*Phytophthora sojae 5057302 Glycine max Colombia 7b MK932875
*Phytophthora sojae 5057303 Glycine max Colombia 7b MK932874
*Phytophthora sojae 5057305 Glycine max Colombia 7b MK932778
*Phytophthora sojae 5057306 Glycine max Colombia 7b MK932780
*Phytophthora sojae 5057307 Glycine max Colombia 7b MK932779
*Phytophthora sojae 5057308 Glycine max Colombia 7b MK932873
Phytophthora sinensis Suelo China 7b HQ643344.1
Phytophthora cinnamomi Riparian rain forest Australia 7c MG542963.1
Phytophthora cryptogea Suelo Australia 8 MG542983.1
Phytophthora syringae Suelo Australia 8b 1L41386.1
Phytophthora hibernalis Roses Alemania 8c EU686390.1
Phytophthora quininea Cinchona officinalis Pera 8e MH620173.1
Phytophthora insolita Ex-type culture USA 8f MG865515.1
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innovaciones futuras se centren cada vez mas en la comprension de
las poblaciones y las relaciones entre el hospedero y el patogeno, y en
el uso de analisis cada vez mas sofisticados de genomas completos y
marcadores moleculares que permitan conocer en detalle poblaciones
de patdgenos, por medio de la identificacion de regiones polimoérficas
entre ellas (Damm et al. 2012).

Los resultados de este estudio permiten asociar el oomycete
Phytophthora sojae como-agente causal de la pudricion de raices y tallo
de la soya en algunos cultivos de la altillanura plana del departamento
del Meta. No obstante, su rol en el complejo “Damping off” no fue
esclarecido. De las 84 muestras analizadas en el periodo 2015-2017,
7 muestras correspondientes al 8% presentaron sintomas tipicos de
pudricion de raiz y tallo causados por P. sojae. Las 77 muestras
restantes correspondientes al 92 % presentaron sintomas del complejo
“Damping off” y fueron asociados a Pythium spp. y Fusarium spp.
Contrario a lo descrito por Vallone ef al. (1999), Wrather et al. (2001)
y Dorrance (2018), quienes reportan a Phytophthora sojae como
causante de “Damping off” en pre y post emergencia de semillas. En
relacion a la sintomatologia en baja prevalencia encontrada en este
estudio y asociada a Phytophthora sojae en la altillanura colombiana,
se ha reportado que este patdgeno también puede causar pudricion de
raices y tallos e infecciones en plantas adultas.

Las pérdidas de rendimiento pueden alcanzar el 100% si los
cultivares susceptibles se siembran en campos que tienen historial
de la enfermedad y con deficiencias en drenaje. El patogeno requiere
agua libre y condiciones de suelo saturadas para el desarrollo de
zoosporas y el movimiento hacia la planta huésped (Dorrance, 2018).
De acuerdo con Tapiero y Rey (2006) a diferencia de lo encontrado
en este estudio para la altillanura, P. sojae es un patdgeno prevalente
en el piedemonte llanero especialmente en suelos con problemas de
compactacion y drenaje en los que puede causar pérdidas de hasta
el 23% de la produccion de soya cuando presenta una incidencia del
65%. Los suelos de la altillanura plana del Meta contrastan con los del
piedemonte llanero, ya que presentan una mineralogia dominada por
arcillas de escasa actividad, baja capacidad de intercambio cationico,
alta acidez, baja fertilidad y alto contenido de aluminio intercambiable
seglin reportes de Botero, (1989). Asi mismo, Sanchez y Cochrane
(1978) mencionan que a diferencia de los suelos de piedemonte,
presentan excelentes condiciones fisicas que permiten evacuar los
excesos de precipitacion. Los suelos de la altillanura plana del Meta
pertenecen al grupo de los Oxisoles (Mejia, 1996) que solo retienen
cantidades muy pequefias de agua dentro de los limites convencionales
del coeficiente de marchitez permanente y capacidad de campo, y en
general se ha aceptado que no pueden almacenar mas de 10 mm por
10 cm de suelo (Wambeke, 1974). Esta baja retencion de humedad se
atribuye a la fuerte microagregacion de estos suelos, que hace que se
comporten como arenas en cuanto al movimiento de agua a tensiones
bajas (Mejia, 1996). Las diferencias marcadas en el tipo de suelo de las
dos ecorregiones nos brindan un argumento que podria explicar la baja
presencia de P. sojae en la altillanura plana del Meta, en cuyos suelos
hay menor susceptibilidad al encharcamiento y por ende hay menor
predisposicion para que se presente la enfermedad.

El analisis filogenético basado en la region ITS del patdgeno sugiri6
una estrecha relacion de la mayoria de los aislamientos de P. sojae
procedentes de la altillanura plana colombiana en el departamento
del Meta y los aislamientos procedentes de otros paises. Con el fin
de profundizar en estudios de diversidad de los aislamientos del
patdgeno en estudio se recomienda el uso de secuencias parciales
informativas adicionales a la ITS con el fin de generar nuevos
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marcadores moleculares y analisis de genomas completos que permitan
la determinacion de regiones polimorficas entre ellos.
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