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RESUMEN

La soja (Glycine max L. Merr.) es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial. Argentina
es el tercer exportador de la misma y el principal proveedor internacional de su aceite y derivados
de la harina.

En la provincia de Santa Fe, el cultivo de la soja representa una de las principales fuentes de ingre-
so. El clima calido y humedo favorece su labranza y es justamente este tipo de clima, propio de la
region, el que contribuye a la aparicion de enfermedades que provocan significativas mermas de
calidad y rendimientos.

Entre los agentes causales de enfermedades infecciosas, las especies del género Cercospora consti-
tuyen un problema importante. El tizon de la hoja y la mancha purpura de la semilla cuyo agente
causal es C. kikuchii y la mancha ojo de rana (MOR) producida por C. sojina, son bastante comu-
nes, reducen el valor nutricional de la planta y provocan severo deterioro de las cosechas.

C. kikuchii es uno de los hongos prevalentes en la zona central de la provincia de Santa Fe. En este
punto es importante destacar que los resultados de los estudios de la genética poblacional de este
patogeno, efectuados en otros paises, sugieren que ha aumentado su severidad y patogenicidad. En
cuanto a C. sojina, contaminante habitual de la soja cultivada en otras regiones del pais, hasta hace
unos pocos afios no se la consideraba epidemioldgicamente importante para la zona de Santa Fe; sin
embargo en los ultimos 4 afios ha incrementado su aparicion, debido a las condiciones climatologi-
cas imperantes en la actualidad.

Las especies de Cercospora producen una toxina de color rojo denominada cercosporina, especifica
del género en estudio, que es la responsable de la patogenicidad y provoca la enfermedad. En el afio
1991, un grupo de investigadores detecto y caracterizé molecularmente al gen cfp (cercosporin faci-
litator protein), que codifica la proteina CFP (“Cercosporin Facilitator Protein”), que regula la pro-
duccidn de la toxina y la exporta hacia el exterior del hongo.

En los ultimos afios los fitopatdlogos, han centrado su interés en la identificacion y el conocimiento
de la estructura genética de las poblaciones de los agentes patogenos de plantas, a fin de implemen-
tar medidas de control que sean eficaces y duraderas. A pesar de la importancia y la amplia distri-
bucion de las enfermedades que afectan a la soja, en Argentina y particularmente en la provincia de
Santa Fe, no se conocen hasta la fecha, las caracteristicas poblacionales de los patogenos anterior-
mente mencionados.

Este trabajo de tesis pretende contribuir al conocimiento de las especies de Cercospora que ocasio-
naron patologia en las plantas de soja, cultivadas en diferentes regiones de la provincia de Santa Fe
durante las campafias 2005/2006, 2006/2007, 2007/2008 y 2008/2009.

Para ello se plantearon como objetivos aislarlas y caracterizarlas fenotipicamente, para luego carac-
terizarlas molecularmente mediante la amplificacion de ISSR (“Inter Simple Sequence Repeats™),
RAPD-PCR (“Random Amplified Polymorphic DNA™) y la amplificacion, por PCR, de regiones
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intergénicas (ITS) del ADNr (“Internally Transcribed Spacers”), las que se analizaron mediante
RFLP-PCR (“Restriction Fragment-Length Polymorphisms”) y se secuenciaron.

Se procesaron los peciolos y foliolos de plantas con signos y sintomas visibles del tizon de la hoja 'y
MOR. Se obtuvieron 52 aislamientos de los cuales, 42 provinieron de soja con tizon de la hoja y el
resto de plantas enfermas con MOR. Cada aislamiento fue rotulado con las iniciales, en mayuscula,
de la especie correspondiente (CK: Cercospora kikuchii; CS: Cercospora sojina) y un niimero co-
rrelativo. Se trabajo, ademas con las cepas de referencia Cercospora kikuchii NBRC 6711 y Cer-
cospora sojina NBRC 6715.

Para la caracterizacion fenotipica se utilizaron 3 medios de cultivo diferentes y se efectuaron obser-
vaciones macro y microscopicas.

Los aislamientos exhibieron colonias con diferentes tamafios y tonalidades en todos los medios de
cultivo, no detectandose mayores diferencias entre ambas especies. Al efectuar el examen directo al
microscopio las estructuras de fructificacion observadas fueron compatibles con C. kikuchii y C.
sojina segun correspondiera.

La amplificacion de las regiones entre microsatélites (ISSR-PCR) del genoma de cada aislamiento
se llevo a cabo con los oligonucleotidos: (CAC)s, (GTG)s y (GACA),. Los perfiles de bandas obte-
nidos, se fotografiaron y analizaron a fin de determinar la similitud entre los hongos.

Los 3 oligonucledtidos generaron dendrogramas en los que se pudieron establecer 3 grandes “clus-
ters”, A, B y C, separados a una distancia genética de 0,85, 0,85 y 0,90 respectivamente, que permi-
tieron reunir a los aislamientos regionales y a las cepas de referencia en grupos poco relacionados.

Los grupos formados por los aislamientos genéticamente relacionados, en base al dendrograma ob-
tenido con (GTG)s, se volcaron sobre un plano de la provincia de Santa Fe, de manera de visualizar
su distribucion espacial y temporal, detectandose una escasa asociacion entre el origen geografico
de los hongos y la diversidad genética.

Las reacciones de RAPD se llevaron a cabo utilizando veinte oligonucleotidos de la serie OPA y se
realiz6 un analisis de correspondencia (Biplot). Los datos de presencia/ausencia de bandas se volca-
ron en matrices de datos que se analizaron mediante algoritmos de “clustering”. El dendrograma
mostré grandes distancias genéticas entre los diferentes hongos, detectandose un mayor grado de
diversidad entre los aislamientos, lo que permitidé corroborar la variabilidad fenotipica observada en
los medios de cultivo.

De acuerdo con los resultados aqui obtenidos, se puede concluir que las poblaciones argentinas de
C. kikuchii y C. sojina son fenotipica, genotipica y geograficamente variables, constituyendo un
grupo muy heterogéneo.

Para la amplificacion de la region ITS del ADNr se utilizaron los oligonucleétidos ITS 4 e ITS 5.
Los productos de PCR por un lado, se digirieron con 6 endonucleasas de restriccion y por otro, se
derivaron para su secuenciacion. Las secuencias, se analizaron, alinearon y compararon con las dis-
ponibles en la base de datos GenBank.
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Las zonas espaciadoras ITS1 e ITS2 son las mas variables y son de utilidad para organismos que se
encuentran proximos en la filogenia, permitiendo diferenciar especies si se combina con la técnica
de RFLP. Sin embargo, en este trabajo de tesis el alto grado de similitud del fragmento ITS y de los
patrones RFLP observados entre las especies C. kikuchii y C. sojina aisladas, indicarian una alta
homologia en la secuencia de la region ITS estudiada.

Los resultados obtenidos de la secuenciacion, solo permitieron confirmar que los hongos analiza-
dos, pertenecian al género Cercospora, no encontrandose diferencias entre las dos especies en estu-
dio, ya que el rango de los porcentajes de identidad entre ellas y con las depositadas en el GenBank
fue de 99-100%.

El diagnostico de las enfermedades de forma répida y precisa evita el uso desmedido o incorrecto de
compuestos quimicos como plaguicidas, genera medidas de control efectivas, optimizacion de los
recursos, reduccion de los efectos negativos en el medio ambiente y a la vez origina informacion
respecto de la interaccion patogeno - hospedante. El altimo de los objetivos propuestos en esta tesis
fue el de desarrollar métodos de deteccion precoz de especies de Cercospora en plantas de soja.

Para cumplimentarlo se pusieron a punto diferentes técnicas para la deteccion del hongo en la planta
y también se desarrollé un modelo experimental de infeccion de plantas de soja, por Cercospora.
Esta ultima metodologia permitio reproducir los sintomas de la enfermedad al aplicar el patégeno
en tejidos de plantas sanas, determinar el tiempo de aparicion de las lesiones observadas a simple
vista y evaluar las técnicas optimizadas previamente “in vitro".

Para ello, en primer término, se selecciono la CFP, se la obtuvo en forma recombinante y se inoculd
en animales a fin de obtener anticuerpos policlonales especificos contra dicha proteina.

Con el anticuerpo obtenido se optimizé un ELISA indirecto para demostrar la presencia de la pro-
teina nativa en los extractos de las plantas infectadas. Debido a que este ensayo no presento sensibi-
lidad y reproducibilidad, se propusieron dos nuevas estrategias: por un lado se trabajé con un
ELISA de inhibicion para evaluar la unidon de los anticuerpos especificos anti-CFP a los tejidos ve-
getales no solubles y por otro, se utilizé la técnica de Dot blot sobre membrana de nitrocelulosa,
utilizando el extracto soluble antes evaluado en el ensayo de ELISA.

En el ELISA de inhibicion, los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de inhibicion.
Si bien fueron satisfactorios, se detectd reactividad cruzada con otros géneros fliingicos.

Para la técnica de Dot Blot se establecio una linea de corte, que se calculd6 mediante una curva ROC
(“Receiver Operating Characteristic curves”), la que fue menor o igual a 2 para los negativos y
mayor o igual a 4 para los positivos. Segun el criterio adoptado, los extractos de las cepas de refe-
rencia C. kikuchii NBCR 6711 y C. sojina NBCR 6715 presentaron valores de “score” superior a 4
mientras que los extractos de Penicillium sp., Cladosporium sp. y Alternaria sp., utilizados como
controles negativos, presentaron un valor igual a 2. Esta técnica permitio detectar la CFP en las
plantas a los 4 dias de inoculadas.

MARIA GABRIELA LATORRE RAPELA 3



Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -

RESUMEN

Otra estrategia de deteccion del hongo, fue la amplificacion por PCR de un fragmento del gen cfp
de 290 pb, para lo cual se disefiaron nuevos oligonucledtidos (CFP1 y CFP2). Este ensayo permitio
detectar la proteina en etapas tempranas (4h) de la infeccion por Cercospora, resultando una técnica
rapida, sensible y especifica.

Se concluye que los resultados obtenidos constituyen un aporte importante al conocimiento y a la

deteccion temprana de dos de los hongos fitopatégenos mas frecuentes que afectan uno de los culti-
vos mas importantes para Argentina y, en particular, para la provincia de Santa Fe.
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Soybean (Glycine max L. Merr.) is one of the most important crops worldwide, Argentina being the
world’s third largest exporter and the main international supplier of its oil and flour derivatives.

In Santa Fe province, soybean represents one of the greatest sources of revenue. The hot and wet
climate of the region favors its culture, although it is precisely those weather conditions that
contribute to the disease onset, leading to significant reductions in both quality and yield.

Among the infectious disease-causing agents, fungi of the genus Cercospora have become a
significant problem. Leaf blight and purple seed stain, both of them produced by C. kikuchii, and
frogeye leaf spot (MOR), produced by C. sojina, are quite common, reducing the plant nutritional
value and causing serious harvest damages.

C. kikuchii is one of the prevailing fungi in the central zone of Santa Fe province, to the point that
some studies on this pathogen population genetics carried out in other countries suggest an increase
in its severity and pathogenicity. As regards C. sojina, a habitual contaminant of soybean grown in
other regions of this country, it has been detected to increase in Santa Fe region in the last 4 years,
which could be attributed to the weather conditions affecting the zone nowadays. However, it had
not been considered epidemiologically important until a few years ago.

Cercospora species produce a red toxin specific of the genus under study, called cercosporine,
which is responsible for the pathogenicity and causes the disease. In 1991, a group of researchers
detected and characterized the cfp (cercosporin facilitator protein) gen, which codifies the CFP
(“Cercosporin Facilitator Protein”) protein, in charge of regulating the toxin production and export-
ing it to the external part of the fungus.

In the last years, phytopathologists have focused their attention on the identification and knowledge
of the genetic structure of plant pathogen agents, in order to implement long-lasting and efficient
control measures. It is worth noting that, despite the importance and wide spread of diseases
affecting soybean in Argentina, and in Santa Fe province in particular, population features of the
above mentioned pathogens are not known up to now.

This thesis attempts to contribute to the knowledge of the Cercospora species which produced
pathology in soybean plants grown in different regions of Santa Fe province during 2005/2006,
2006/2007, 2007/2008 and 2008/2009 campaigns.

Accordingly, the objectives of this work were the isolation and phenotypical characterization of the
species, followed by a molecular characterization by means of ISSR (“Inter Simple Sequence
Repeats”), RAPD-PCR (“Random Amplified Polymorphic DNA”), and PCR amplification of
intergenic regions (ITS -“Internally Transcribed Spacers”) of DNAr, which were analyzed by
RFLP-PCR (“Restriction Fragment-Length Polymorphisms™) and finally sequenced.

Petioles and leaflets of plants with visible signs and symptoms of leaf blight and MOR were
processed, which led to 52 isolates, 42 of which came from soybean affected by leaf blight, and the
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rest from plants affected by MOR. Each isolate was labeled with the initials of the corresponding
species, in capital letters (CK: Cercospora kikuchii; CS: Cercospora sojina), and a correlative
number. Two reference strains (Cercospora kikuchii NBRC 6711 and Cercospora sojina NBRC
6715) were also used.

For the phenotypical characterization, 3 different culture media were used, making macro- and
microscopic observations.

In every culture media, isolates exhibited colonies of different sizes and shades, there being no
significant differences between both species. When performing the direct microscopic examination,
the observed fructification structures were compatible with C. kikuchii and C. sojina, as appropriate.

The amplification of genomic regions between microsatellites (ISSR-PCR) in each isolate was
carried out with the oligonucleotides (CAC)s, (GTG)s and (GACA)4, photographing and analyzing
the band profiles obtained so as to determine the similarity between fungi.

The three oligonucleotides generated dendograms where 3 great clusters (A, B and C), separated by
a genetic distance of 0.85, 0.85 and 0.90 respectively, could be determined. This allowed the
regional isolates and reference strains to be gathered in slightly-related groups.

Groups formed by the genetically related isolates on the basis of the dendogram obtained with
(GTG)s were located on a Santa Fe province map so as to visualize their spatial and temporal
distribution, little association being found between the fungi geographical origin and genetic diver-
sity.

RAPD reactions were carried out using twenty OPA series oligonucleotides, being followed by a
Biplot analysis. Data on band presence/absence were entered in data matrices which were analyzed
through “clustering” algorithms. The dendogram showed great genetic distances between the vari-
ous fungi, a higher degree of diversity between isolates being detected, which allowed corroborat-
ing the phenotypic variability observed in culture media.

From the results here obtained, it can be concluded that Argentinian populations of C. kikuchii and
C. sojina are phenotypically, genotypically and geographically variable, thus constituting a very
heterogeneous group.

As regards amplification of the ITS region of DNAr, oligonucleotides ITS 4 and ITS 5 were used
for the experience. PCR products were digested with 6 restriction endonucleases and they were
derived for their sequentiation. Sequences were analyzed, aligned and compared with those availa-
ble in the GenBank database.

Since ITS1 and ITS2 spacer regions are known to be the most variable ones, the combined
application with RFLP technique could be very useful to differentiate species for organisms close in
the phylogeny. In this thesis, however, the high degree of similarity between the corresponding ITS
fragments and the RFLP patterns of C. kikuchii and C. sojina isolates would indicate a high homol-
ogy in the ITS sequence under study.
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Sequentiation results, on the other hand, only allowed confirming that the analyzed fungi belonged
to the genus Cercospora, no differences being found between the two species under study since the
identity percentage range between them and with those stored in the GenBank was 99-100%.

It is well known that early and accurately diagnosing diseases prevents the excessive or improper
use of chemicals such as pesticides, generates effective control measures and resource optimization,
reduces the negative impact on the environment, as well as provides information about pathogen-
host interaction. The last of the objectives proposed in this thesis was precisely that of developing
early detection methods of Cercospora species in soybean plants.

In order to achieve this objective, different techniques for detecting the fungi in the plant were
started up, together with the development of an experimental model to infect soy plants with Cerco-
spora. This last methodology allowed reproduce the symptoms of the disease by applying the path-
ogen to healthy plant tissues, determine the time of occurrence of the injuries seen with the naked
eye and evaluate the techniques which had been previously optimized “in vitro”.

For this, the CFP was firstly selected, then obtained as a recombinant and finally inoculated in
animals so as to obtain polyclonal antibodies specific against such protein.

With the obtained antibody, a direct ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) was optimized
to corroborate the presence of the native protein in the extracts of infected plants. Since this assay
did not show sensitivity or reproducibility, two new strategies were proposed: on the one hand, an
inhibition ELISA was used to evaluate the binding of anti-CFP specific antibodies to non-soluble
plant tissues and, on the other, the Dot Blot technique was applied on nitrocellulose membrane
using the soluble extract previously evaluated in ELISA test.

Results obtained from inhibition ELISA -expressed as % inhibition-, although satisfactory, detected
cross-reactivity with other fungal genera.

A cut-off was determined for the Dot Blot technique, calculated by an ROC (“Receiver Operating
Characteristic”) curve, which turned out to be lower than or equal to 2 for the negative values, and
higher than or equal to 4 for the positive ones. According to the adopted criterion, extracts from
reference strains C. kikuchii NBCR 6711 and C. sojina NBCR 6715 showed score values higher
than 4, whereas extracts from Penicillium sp., Cladosporium sp. and Alternaria sp., used as nega-
tive controls, gave a value of 2. This technique allowed the detection of CFP in plants 4 days after
inoculation.

Another strategy of fungus detection was PCR amplification of a 290 bp fragment of cfp gen, for
which new oligonucleotides (CFP1 and CFP2) were designed. This test allowed the protein to be
detected at the early stage (4h) of Cercospora infection, thus resulting in a rapid, sensitive and spe-
cific technique.

It is concluded that results will significantly contribute to the knowledge and early detection of two
of the most frequent phytopathogenic fungi affecting one of the main crops in Argentina and Santa
Fe province, in particular.
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1. INTRODUCCION

La leyenda de la Soja

La leyenda cuenta del nacimiento de un nifio rey.

Y los Dioses festejaron cada cual enviando un regalo

al recién nacido: fuerza, coraje, larga vida, perseverancia,
disciplina, sabiduria, comprension...

Finalmente, la Diosa Kannon miré largamente al nifio,
retird su collar y, con cada una de sus nueve manos,
extendio sobre la cuna nueve perlas doradas.

“El cielo, el nifio ya posee, tantos son sus dones.
Resta, por lo tanto, conquistar la tierra”.
...Y las perlas doradas se transformaron en semillas, que,
una vez sembradas, se multiplicaron y,
una vez cosechadas, alimentaron millones.
(Leyenda Oriental An6énima)

1.1. LA SOJA

La soja, también conocida como “Judia de Manchuria” o “Guisante de China”, recibe el nombre
cientifico de Glycine max (L). Merrill. Todas las variedades cultivadas proceden de una misma es-
pecie llamada Glycine ussuriensus (Regel y Masck), que crece espontaneamente en China y en
otros paises del este asiatico (Krimperfort, 2007).

Segun el acuerdo alcanzado en la Conferencia Internacional sobre Leguminosas que tuvo lugar en
Kew (Reino Unido) en 1978, estas plantas pertenecen a la familia Fabaceae, subfamilia Papilionoi-
deae que se destacan por su alto contenido proteico y por su calidad nutritiva. Ocupan una posicion
intermedia entre las legumbres y los granos oleaginosos, contienen mas proteinas que la mayoria de
las legumbres y menos grasa que la mayor parte de las oleaginosas (Toledo, 2009). La subfamilia, a
su vez, esta integrada por cinco tribus. El género Glycine (soja) pertenece a la tribu Phaseoleae
(Krimperfort, 2007).

La planta de soja (Figura I.1) es de porte erecto, con o sin ramificaciones, de altura variable entre 50
y 130 cm, con un sistema radicular de 40 a 100 cm, débilmente pivotante y con abundante superfi-
cie foliar.

Las hojas son de color verde, alternas, compuestas, trilobuladas, con los foliolos oval-lanceolados,

excepto las basales, que son simples. Al madurar se desprenden, de manera que la planta queda sin
hojas.
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Sus flores son pequefias y se agrupan en racimos axilares. Las inflorescencias fecundan sobre el
tallo y producen entre 25 a 40 vainas que miden de 2,5 2 9,5 cm y contienen generalmente de 2 a 5
semillas de color amarillo claro, verde, marrén oscuro o negro con un hilio bien marcado (Krimper-
fort, 2007).

Figura I.1. Planta de soja
Fuente: http://www.diodora.com/documentos/nutricion_soja.htm

1.1.1. EXIGENCIAS EN CLIMA

Es una planta anual. Las temperaturas 6ptimas para el desarrollo de la soja estan comprendidas en-
tre los 20°C y 30°C, siendo ideales, las cercanas a 30°C (estacion primavera-verano). Para la siem-
bra las temperaturas Optimas varian entre los 15°C y los 18°C. En presencia de temperaturas
proximas o inferiores a 10°C, el crecimiento vegetativo es minimo o casi nulo, deteniéndose por
debajo de los 4°C; no obstante, es capaz de resistir heladas de -2°C a -4°C. Temperaturas superiores
a los 40°C provocan un efecto no deseado sobre la velocidad de crecimiento, causando dafios en la
floracion, la cual se produce a 25°C (Krimperfort, 2007).

El efecto principal de las horas de luz del dia, es la induccion de la floracion. El fotoperiodo influye y
regula la mayor parte de los eventos reproductivos, condicionando el inicio y el final de las diferentes
fases asi como la tasa con que progresan los cambios dentro de la planta (Kantolic y Satorre, 2004).

Durante su cultivo, necesita al menos 300 mm de agua, que obtiene a partir del riego o bien en for-
ma de lluvia en aquellas zonas templadas y himedas donde las precipitaciones son suficientes. La
necesidad de agua es especialmente importante para la floracion y la formacion de vainas (Krimper-
fort, 2007).
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1.1.2. EXIGENCIAS EN SUELO

La soja crece en casi todos los tipos de suelo, excepto en los que son muy arenosos, con escasa re-
tencion de agua, o arcillosos con tendencia a encharcarse. Es poco exigente con respecto a los nu-
trientes del mismo, por lo que a menudo se la emplea como alternativa para aquellos terrenos poco
fertilizados y que no son aptos para otros cultivos; no obstante, crece y se desarrolla mejor en suelos
fértiles y en muchos casos, responde a la fertilizacion directa (Sinavimo, 2010). Crece en suelos
neutros o ligeramente 4cidos. Con un pH de 6 hasta la neutralidad se consiguen buenos rendimien-
tos (Krimperfort, 2007).

1.1.3. ETAPAS DEL DESARROLLO

Existen varias clasificaciones para identificar los distintos estados de desarrollo de la soja. La mas
difundida es la escala propuesta por Fehr y col. (1971), donde se describen sus estadios fenologicos,
distinguiéndose dos etapas principales: una que detalla los estados vegetativos y la otra que se refie-
re a los estados reproductivos (Figura 1.2).

CICLO DE LA SOJA

whrF"
Fase Vegetativa "
(V-0 a V-n)

Fase Reproductiva
(R-1aR-9)

Figura 1.2. Etapas de desarrollo de la soja
Fuente: http://www.agronort.com/novedades/Taspa_soja/diap06.html

1.1.3.1. Estados vegetativos

Los estados vegetativos son indicados con la letra “ve” (V) seguida de un niumero que refiere a la
cantidad de nudos desarrollados sobre el tallo principal, con excepcion de los dos primeros, el esta-
do de emergencia (VE) y el cotiledonar (VC) (Figura 1.3.a y 1.3.b, respectivamente).

Los cotiledones y las hojas unifoliadas se encuentran de a pares en el primer y segundo nudo res-
pectivamente y en posicion opuesta (Fig 1.3.b). De aqui en adelante las hojas son trifoliadas, en po-
sicion alternada y solo una por nudo (Fig I.3.c y I.3.d) (Sinavimo, 2010).
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1.1.3.2. Estados reproductivos

Los estados reproductivos estan basados en la floracion, desarrollo de vainas, semillas y madurez de
la planta. Para la descripcion de cada uno de estos estadios se los designa con la letra “erre” (R)
seguida de un nimero que indica el estado de la planta desde el inicio de la floracion hasta la pleni-
tud de madurez (Figura I.4) (Sinavimo, 2010).

Figura L.3. Estados vegetativos de la soja
a: Estado de emergencia (VE). b: Estado cotiledonar (VC). ¢: 1° nudo (V1). d: n° de nudos (Vn)
Fuente: http://www.taringa.net/posts/ciencia-educacion/6250849/Crecimiento-de-la-soja.html

El periodo critico del cultivo comienza cuando ha finalizado la floracion y cualquier situacion de
“stress” como el déficit hidrico, la escasez de nutrientes, la defoliacion por orugas, enfermedades
foliares, el ataque de chinches y el granizo, entre otras, afectara el nimero final de vainas y de gra-
nos, provocando la reduccion del rendimiento.

Luego de RS, se necesitan cinco a diez dias de tiempo seco (baja humedad relativa ambiente), para
que las semillas reduzcan su humedad por debajo del 15% (Toledo, 2012).

MARIA GABRIELA LATORRE RAPELA 12



Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -

CAPITULO I

Figura L.4. Estados reproductivos de la soja

a: Inicio de floracion (R1). b: Plenitud de floracion (R2). ¢: Inicio de formacion de vainas (R3). d: Plenitud
de formacion de vainas (R4). e: Inicio de llenado de granos (R5). f: Plenitud de llenado de granos (R6). g:
Inicio de maduracion (R7). h: Plenitud de madurez (R8)

Fuente: http://www.taringa.net/posts/ciencia-educacion/6250849/Crecimiento-de-la-soja.html

1.1.4. LA IMPORTANCIA DE LA SOJA EN EL COMPLEJO OLEAGINOSO

La soja es importante fundamentalmente para la alimentacion, a través de su aceite y de su harina,
encontrandose entre las ocho materias primas mas relevantes del mundo. A nivel mundial se produ-
cen unos 20 millones de t de aceite de soja que es el mas utilizado culinariamente (Sanz Pérez,
2007b).

La harina de soja se obtiene por molienda de las semillas. Tiene una composicion aminoacidica que
puede compararse con la proteina de referencia de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO). Se presenta en el mercado mundial bajo dos formas: bruta
(con sus enzimas activas) y desactivada (cuyas enzimas se han destruido tratando a las semillas
térmicamente). En la antigiiedad, la harina bruta se utilizaba en el Reino Unido en la elaboracion del
pan comercial corriente, a cuya harina se le adicionaba soja en una concentracion del 1-2%. En Ia
actualidad y debido a la lipooxidasa que contiene se incorpora, a veces, como blanqueador de la
harina de panificacion. La harina desactivada se emplea en la formulacion de algunos tipos de pas-
teles, tartas y galletas (Sanz Pérez, 2007b).

La semilla de soja es una legumbre de alto valor nutritivo. Contiene aproximadamente 10% de
agua, 4 - 5% de minerales (principalmente potasio y fosforo) y una amplia variedad de componentes

organicos, entre los que se destaca un elevado porcentaje de proteinas (35%) de alta calidad, que
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aporta los 8 aminoacidos esenciales con excepcion de la metionina. Tiene ademas, un 20% de gra-
sas, que en su mayor parte son triglicéridos de acidos grasos poliinsaturados, alrededor del 2 - 5%
de fosfolipidos, principalmente en forma de lecitina, y pequefias cantidades de otros lipidos en for-
ma de esteroles (estigmasterol y sitosterol). Se encuentran también vitaminas del grupo B (tiamina,
niacina y acido pantoténico), E (tocoferoles) y A (carotenoides) (Herrera Castillon y Jiménez Fer-
nandez, 2007).

Otro de los componentes de la semilla son los derivados fendlicos, principalmente flavonoides y
antocianinos. En el grupo de los flavonoides se destacan las isoflavonas genistina y daidzina (pre-
cursores de la genisteina y daidzeina, respectivamente), asi como la glicitina. La genisteina y daid-
zeina son conocidas como fitoestrogenos, pues ejercen en el organismo efectos similares a los
estrogenos de origen animal, habiéndose encontrado otros efectos beneficiosos para la salud, tales
como su accion antioxidante, antiinflamatoria, antitrombotica y anticancerigena (Herrera Castillon y
Jiménez Fernandez, 2007).

La soja contiene hidratos de carbono solubles e insolubles. La fraccion soluble estd formada por
oligosacaridos que confieren el sabor caracteristico. También aporta una gran cantidad de minerales
como potasio, calcio, magnesio, fosforo y hierro, asi como pequefias cantidades de otros iones (so-
dio, zinc, cobre, yodo y fluor) de gran importancia funcional para el hombre y los animales (Herrera
Castillon y Jiménez Fernandez, 2007).

Los beneficios que produce para el cuidado de la salud, hacen que la soja sea un alimento muy con-
sumido por diferentes culturas, lo que genera una elevada demanda para los paises productores,
entre los que se encuentra la Argentina.

Ademas de ser un buen alimento para el hombre, es un pienso excelente para el ganado, ya que con-
tiene, como se dijo previamente, todos los nutrientes necesarios para la vida: proteinas, grasas (lipi-
dos), hidratos de carbono, vitaminas y minerales. Después de extraido el aceite de la semilla queda
como residuo una porcion solida, la torta de soja, que se utiliza como pienso (Sanz Pérez, 2007b).

1.1.5. ORIGEN Y DIFUSION EN EL MUNDO

Como ya se comento, la soja es nativa del este asiatico. Diferentes autores sugieren que es origina-
ria de las zonas centro y norte de China. La primer cita referente a esta leguminosa se encuentra en
el libro de las odas (siglo VI a.C.), donde se narra que la misma, procede de plantas silvestres de
una misma especie, que se cultivaron por primera vez durante el reinado Chang (1783 a.C.). Los
antiguos chinos la consideraban un alimento sagrado y atribuian su descubrimiento al emperador
Sheng - Nung, forjador de la agricultura y la medicina (Sanz Pérez, 2007a).

Existen varias leyendas sobre el origen de este grano. Los chinos relatan que luego de una guerra
entre dioses, nacen los cinco granos sagrados: soja, cebada, arroz, mijo y avena. Estos cinco granos
han sido y son el alimento primordial del pueblo oriental y chino en particular. Desde China se di-
semino a Corea y Japon en distintas épocas, como asi también, a Indonesia y Polinesia. A través de
las Islas Molucas lleg6 a Indostan, Ceylan, Palestina y Africa del Norte (Sinavimo, 2010).
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Las primeras plantaciones europeas de soja, meramente testimoniales, se realizaron hacia el 1700,
en el “Jardin des Plantes” de Paris (Francia) y en el “Botanical Garden” de Londres (Reino Unido)
(Sanz Pérez, 2007a).

El 11 de marzo de 1911, la Sociedad Nacional de Aclimatacion de Francia, organiz6 unas jornadas
para explicar, divulgar y demostrar sus excelentes propiedades nutritivas, pero no tuvieron la reso-
nancia que se esperaba y pasaron desapercibidas. No obstante, desde el tercer decenio del siglo XIX
la soja ya se cultivaba en ciertas regiones de la Rusia asiatica (Sanz Pérez, 2007a).

En los EE.UU., el cultivo se inici6 en 1908 en las riberas del rio Mississipi, pero se extendi6 y al-
canzo6 gran importancia, en los Estados del medio oeste, después de la Primera Guerra Mundial, a
fin de mejorar las tierras agotadas por el cultivo intensivo de maiz. Las raices de esta leguminosa
contienen nodulos que son verdaderos acimulos de bacterias nitrificantes, que enriquecen el suelo
en nitrégeno, uno de los elementos minerales mas necesarios para el desarrollo de los cereales (Sanz
Pérez, 2007a).

En 1925, la direccion del Departamento de Agricultura de los EE.UU. (USDA), después de com-
prender el valor de la soja como restaurador de los suelos empobrecidos en nitrogeno, como alimen-
to para el hombre y como pienso para los animales, dicté normas estableciendo las caracteristicas
comerciales que debia reunir esta legumbre (Sanz Pérez, 2007a).

En 1936, se fundd en el estado de Illinois una Estacion Agricola Experimental que disponia de
campos para ensayos agrarios, y de laboratorios muy bien equipados para el analisis de suelos, de
cosechas y de productos alimenticios derivados de la soja. Finalmente, esta Estacion Experimental,
solo se limit6 a estudiar los aspectos agrondmicos. Casi al mismo tiempo se fundé el Consejo Ame-
ricano de la Soja (“American Soy Council”) dedicado a la promocion y comercio de esta legumbre
(Sanz Pérez, 2007a).

En Brasil, fue introducida en 1882, pero su cultivo se difundi6 en el siglo XX. Su produccién co-
menz6 a comercializarse en 1940 y a partir de 1970, se intensifico e increment6 (Sinavimo, 2010).

1.1.6. IMPORTANCIA DE LA SOJA EN ARGENTINA

En Argentina las primeras plantaciones de soja se realizaron en 1862, pero no tuvieron repercusion.
Recién, entre 1910 y 1920 se comenzaron a realizar estudios en Escuelas Agricolas y ensayos en
diferentes Estaciones Experimentales. En 1925, el Ministro de Agricultura de la Nacioén, Tomas Le
Breton, introdujo semillas de soja provenientes de Europa. Afios mas tarde, se llevaron a cabo ensa-
yos con grupos de distintas variedades de esta planta. Los resultados fueron satisfactorios pero no
obtuvieron la difusion requerida entre los productores (Illanes, 2003).

Un emprendimiento importante que dio comienzo a la investigacion cada vez mas intensa sobre este
cultivo fue la fundacion, en 1956, de la filial Agrosoja S.R.L. dependiente de la empresa privada
Brant Laboratorios S.A., la que al mismo tiempo, realizé un convenio de investigacion agricola con
la Direccion General de Investigaciones Agricolas, organismo oficial especifico (Sinavimo, 2010).
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Como consecuencia del esfuerzo dedicado a la investigacion, conocimiento y promocion del culti-
vo, la Argentina pudo exportar granos de soja por primera vez en 1962, con destino a Hamburgo.
Durante estas primeras etapas de difusion del cultivo de soja, se destaco la industria aceitera argen-
tina (Sinavimo, 2010).

En el afo 1961 comenzaron los primeros ensayos de rendimiento, practicas de manejo y cosecha
mecanica de la soja en la Estacion Experimental Agropecuaria Salta (Sinavimo, 2010).

La década del 70 marco el despegue del cultivo en el pais, debido a que comenzaron a superarse de
manera ininterrumpida los rendimientos de campafias sucesivas, asi como también la superficie
sembrada. Como consecuencia de este fendmeno se produjo el auge exportador del complejo de la
soja (Sinavimo, 2010).

Entre los afios 1977/1997 se presentd una etapa de creciente y sostenido desarrollo, favorecido por
el aumento de la superficie cultivada, la incorporacion paulatina de tecnologias apropiadas (cultiva-
res adaptados a cada ambiente particular, manejo cultural, mayor conocimiento de la fisiologia del
cultivo y manejo de plagas) que se obtuvieron como consecuencia de una constante investigacion y
transferencia de resultados por parte del sector cientifico. La produccion pasé de 59.000 t en la
campafia 1970/71 a 30 millones de t en la campafia 2001/2002. En el mismo periodo la superficie de
siembra evolucion6 de 37.700 ha a 11.600.000 ha, con un rendimiento promedio de 2600 kg/ha
(Vallone y col., 2007).

Contribuyeron, ademads, a la expansion de este cultivo: a) en 1971, la soja pas6 a formar parte del
grupo de especies fiscalizadas por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia de la Nacion, lo que
permiti6 el desarrollo de numerosos ensayos de campo tendientes a mejorar la calidad industrial del
grano, la resistencia a enfermedades y la productividad y el manejo del cultivo en general; b) en
1972, el Poder Ejecutivo la declar6 de interés nacional; ¢) en 1996, la aprobacion de la produccion
comercial de soja transgénica resistente a herbicidas y el desarrollo de nuevas técnicas de manejo de
los cultivos, tal como la siembra directa, ayudaron a definir el establecimiento de esta labranza (Si-
navimo, 2010).

Estos acontecimientos fueron el motor de la expansion de la frontera agricola, la que puede llamarse
como la “agriculturizacion” del campo argentino (Sinavimo, 2010).

En la actualidad, la soja se cultiva en una amplia zona de la Argentina (Figura 1.5), desde los 23°
hasta los 38° de latitud sur, estando concentrada, en un 95%, en el norte de la region pampeana
(provincias de Santa Fe, Cordoba, Entre Rios, Buenos Aires, La Pampa y San Luis). El 5% restante,
se encuentra en la region norte del pais (provincias de Tucuman, Salta, Santiago del Estero, Cata-
marca, Jujuy, Chaco, Formosa y Misiones) (Vallone y col., 2007).

Es el principal sembradio del pais, colocando a la Argentina, en el tercer lugar mundial entre los
exportadores de la misma y como el principal proveedor internacional de su aceite y derivados de la
harina. La cosecha argentina 2009/2010 fue de 53 millones de t lo que casi duplico la cosecha
2008/2009 de 32 millones de t (Bull Spread, 2010). Ademas en la campafia 2009/2010 se alcanzé
una superficie historica del grano, que llegd a 18,5 millones de ha (Reuters, 2010).
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Figura L5. Zonas productoras de soja en Argentina (2010)
Fuente: http//www.sinavimo.gov.ar/cultivo/soja

1.1.7. EL CULTIVO DE SOJA EN LA PROVINCIA DE SANTA FE

Santa Fe es una de las principales provincias que contribuye, afio tras afio, con el marcado progreso
agricola de Argentina. Su participacion relativa como productora de soja, para la campaia 2008/09,
fue del 26% (Figura 1.6), siendo la superficie sembrada de 3.440.864 ha (Tabla I.1) (Sinavimo,
2010).
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Figura L.6. Participacion porcentual de las principales provincias productoras de soja. Campafia
2008/2009

Fuente: http//www.sinavimo.gov.ar/cultivo/soja

Tabla I.1. Superficie sembrada con soja seglin la provincia. Campana 08/09

Superficie (ha) sembrada con soja. Campaiia 08/09

Buenos Aires 5.443.537
Cordoba 5.196.748
Santa Fe 3.440.864

Entre Rios 1.241.400
Chaco 703.070
Tucuman 628.660
Salta 575.300
La Pampa 300.000
Santiago del Estero 293.220
San Luis 125.000
Catamarca 50.000
Corrientes 20.000
Jujuy 8.250
Formosa 6.100
Misiones 656
Total Nacional 18.012.805

Fuente: http//www.sinavimo.gov.ar/cultivo/soja
1.2. ENFERMEDADES DE LA SOJA

El cultivo de soja se ve afectado por enfermedades que varian su intensidad en funcion del estado
fenoldgico, la region, las condiciones climaticas de cada campana y las estrategias de manejo utili-
zadas. Algunas de ellas estan difundidas en toda el area productiva, mientras que otras solo se pre-
sentan en regiones con caracteristicas particulares (Distéfano y Gadban, 2008).
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Debido a la expansion de este cultivo, las enfermedades se han incrementado en niimero y severi-
dad. Muchas de ellas se han distribuido mediante el intercambio de germoplasma. Se calcula que a
nivel mundial las pérdidas de rendimiento que ocasionan, oscilan entre el 10 y el 15% (EEA INTA
Pergamino, 2008).

En 1980, solo en EE.UU, las pérdidas por enfermedades fueron estimadas en 7 millones de t, con un
valor aproximado de 135-140 millones de ddlares (Sinclair y Backman, 1989). Entre las enferme-
dades que ocasionaron la mayor cantidad de plantas muertas por ciclo de cultivo, se encuentran las
provocadas por Macrophomina sp., Fusarium spp., Rhizoctonia solani, Colletotrichum spp. y Pho-
mopsis sp., que tienen importancia econdmica en otros paises productores (Cabrera y col., 2004).

El panorama fitosanitario actual de Argentina es diferente al de hace mas de 20 afios donde la soja
era considerada como un cultivo sano. Hongos, bacterias y virus fitopatdogenos son responsables de
elevadas pérdidas de calidad y rendimiento. Los dafios causados, anualmente, alcanzan del 8 al 10%
del total de la produccion (EEA INTA Pergamino, 2008).

En los ultimos afios se ha observado un incremento, no solo de las enfermedades provocadas por
patoégenos que afectan hojas, tallos, vainas y semillas sino también las ocasionadas por aquellos que
habitan en el suelo. Dentro del primer grupo se encuentran los agentes causales que se llevan o
transmiten por lotes de semillas, como por ejemplo Colletotrichum truncatum, causante de la an-
tracnosis; Peronospora manshurica, causante del mildiu; Corynespora cassiicola, causante de la
mancha anillada; Myrothecium roridum, causante de la mancha foliar y Sclerotinia sclerotiorum,
causante de la podredumbre humeda del tallo. Entre los hongos que se encuentran en el segundo
grupo, merecen citarse diferentes especies de Fusarium, Rhizoctonia solani, Macrophomina pha-
seolina, Sclerotium rolfsii, Pythium spp.y Phytophtora sojae que provocan podredumbre de raices y
base del tallo (Scandiani y Luque, 2009).

Sin embargo, las enfermedades prevalentes son: la mancha marrén, debido a Septoria glycines; el
tizon de la hoja y la mancha parpura de la semilla causadas por Cercospora kikuchii; mancha ojo de
rana provocada por Cercospora sojina, roya de la soja causada por Phakopsora pachyrhizi y el ti-
z6n del tallo y de la vaina y podredumbre de la semilla ocasionados por Phomopsis phaseoli y P.
longicolla respectivamente (Couretot e Ivancovich, 2009; del Pino, 2010).

1.2.1. ENFERMEDADES DE FIN DE CICLO (EFC)

Las EFC de la soja involucran aquellas que se presentan en los estadios reproductivos intermedios-
avanzados ocasionando defoliacién prematura y madurez anticipada del cultivo (Couretot y col.,
2009). Segun los especialistas, son responsables de severas reducciones en el rendimiento y la calidad,
con el consecuente impacto negativo en la produccion y rentabilidad del cultivo (del Pino, 2010).

En los ultimos afios, las EFC se han incrementado debido al cambio en las practicas de manejo del cul-
tivo, a la falta de rotaciones, al uso de germoplasma de escasa variabilidad y por condiciones climaticas
especificas (EEA INTA Pergamino, 2008; Distéfano y Gadban, 2009a; Couretot y col., 2010).

En Argentina, las EFC son, como ya se coment6, la mancha marr6n de la hoja (Septoria glycines), el
tizon de la hoja y la mancha parpura de la semilla (Cercospora kikuchii), y la mancha ojo de rana (C.
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sojina). La prevalencia de una u otra depende de las condiciones de manejo del cultivo y de las carac-
teristicas climaticas de la zona en consideracion (Couretot € Ivancovich, 2009; Formento, 2012).

El tizon de la hoja y la mancha parpura de la semilla estd globalmente muy difundida. Se describid
por primera vez en Corea en 1921. El organismo causal es C. kikuchii (Matsumoto & Tomoyasu)
M. W. Gardner (sinonimo Cercosporina kikuchii Matsumoto & Tomoyasu) (Figura I.7.). En Argen-
tina, en la region central de la Provincia de Santa Fe, desde el afo 2000, el aumento de la prevalen-
cia del tizon por este fitopatogeno, fue motivo de gran preocupacion (Ivancovich y Botta, 2000;
Distéfano y Gadban, 2009a; del Pino, 2010).

Los tallos, hojas y vainas pueden verse afectados, presentando coloraciones rojizas. En ambas caras
de la hoja aparecen lesiones angulares o irregulares, que pueden coalescer, formando areas necroticas.
También presentan necrosis y coloracion purpura rojiza en las nervaduras (Rupe y Hartman, 1999).
Las plantas muy afectadas pierden gran cantidad de follaje 1o que adelanta su maduracion sin el llena-
do correcto de vainas y las semillas disminuyen su germinacion. En las simientes se observa la pre-
sencia de manchas de color ptrpura, acompafiadas, frecuentemente, de agrietamiento en el tegumento.
No siempre la semilla infectada presenta manchado, a veces puede ser asintomatica (Formento y Da-
verio, 2002).

C. kikuchii sobrevive en los restos de plantas afectadas y en las simientes, las que atin siendo asin-
tomaticas se transforman en portadoras, constituyéndose en reservorios de este patdgeno (Hartman
y col., 1999).

La infeccion tiene lugar durante el periodo de floracion, aunque se puede iniciar en el estado de
emergencia (VE); el viento y el salpicado de Iluvia son agentes de diseminacion del hongo, inician-
do las infecciones secundarias (Dunleavy, 1988). Prolongados periodos con temperaturas de 28 a
30°C y alta humedad favorecen el desarrollo de la enfermedad (Ivancovich y Botta, 2000).

Figura L.7. a y b: Tizon de la hoja. ¢: mancha purpura de la semilla ocasionada por Cercospora
kikuchii

Fuente: a y b: Observacion personal, ¢: http://www.viarural.com.ar/viarural.com.ar/agricultura/aa-
enfermedades/cercospora-kikuchii-01.htm
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La mancha ojo de rana (MOR), es una enfermedad de distribucion mundial, habiendo sido descrita
por primera vez, en 1915, en Japon (Sweets, 2001). En China se la responsabilizé de enormes pér-
didas en la produccion de soja (Cao y col., 2003). En Argentina, ha sido detectada en diferentes
zonas del pais (Distéfano y Gadban, 2009b; Carmona y col, 2010). El agente responsable de esta
patologia es Cercospora sojina Hara (Figura 1.8).

Es una enfermedad de ubicacion foliar pudiéndose presentar ademads en tallos, vainas y semillas. La
infeccion puede ocurrir en cualquier estado fenoldgico del cultivo, sin embargo los sintomas se ob-
servan normalmente después de la floracién y se hacen mas evidentes a partir de R3 (inicio de for-
macion de vainas) (Fehr y col., 1971).

Figura I.8. Mancha ojo de rana ocasionada por Cercospora sojina
Fuente: Observacion personal

Las lesiones inicialmente aparecen en el haz de las hojas, observandose pequefias manchas circula-
res o angulares de 1 a 5 mm de diametro, de color castafio rojizo o gris oscuro. Cuando la enferme-
dad avanza, las partes centrales se tornan mas claras y grises, rodeandose de un delgado margen
marrdn rojizo y a diferencia de otras enfermedades foliares, carecen de halo clorético. En condicio-
nes ideales para la infeccidn y altos niveles de indculo, las lesiones adyacentes pueden coalescer y
formar areas necroticas grandes e irregulares de hasta 10 mm de didmetro (Carmona y col., 2010).

Eventualmente, pueden cubrir més del 30% de la superficie foliar, dando la apariencia del tizon y
causando defoliacion prematura. Bajo condiciones de humedad, desarrollan puntos oscuros (estro-
mas) con produccion de conidiéforos. Es muy comun observar las lesiones perforadas a modo de
agujeros, lo que genera una gran pérdida del area foliar. En tallos y vainas son menos frecuentes y
generalmente aparecen tardiamente, al final del ciclo del cultivo (Carmona y col., 2010).

Las semillas contaminadas pueden ser asintomaticas o mostrar sintomas variados, oscuras, arruga-
das y resquebrajadas con desarrollo de areas de color gris claro a gris oscuro o marrén, de tamafio y
formas variables (Carmona y col., 2010).
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Entre las condiciones predisponentes para el desarrollo y diseminacion del hongo, se destaca su
capacidad de sobrevivir en los restos de cultivo y en forma de micelio en semillas infectadas. Las
temperaturas elevadas y la humedad, conducen a la formacion de sus conidios que son transporta-
dos, al igual que otros hongos, a corta distancia, por el aire y por el salpicado de las gotas de Iluvia
(Couretot e Ivancovich, 2009)

Una vez introducido el patégeno en un area, el rastrojo constituye la principal fuente de in6culo
primario; en los residuos de soja, el patdgeno permanece viable como micelio en estado saprofitico
entre ciclos de cultivo. Por ese motivo en noviembre-diciembre de 2009, la enfermedad se manifes-
té temprano, en estados vegetativos entre V6 y V8, debido a la siembra directa de soja y al mono-
cultivo, que favorecieron la ocurrencia de la misma (Carmona y col., 2010).

El momento de aparicion de los sintomas es distinto para ambas enfermedades; C. sojina puede
aparecer en estados vegetativos muy tempranos (V2-V3) y luego desaparecer para resurgir en esta-
dios reproductivos tempranos (R2-R3), por este motivo algunos autores no la consideran una EFC
(Soda, 2010). C. kikuchii presenta sus sintomas en estados reproductivos algo mas avanzados (R4).
Tiene un periodo de latencia prolongado, es decir, desde el momento de la infeccion al momento de
la aparicion de los sintomas transcurre bastante tiempo. Esto es importante, segiin muchos fitopato-
logos, debido a que la enfermedad estaria produciendo dafio sin sintomas visibles (Soda, 2010).

1.3. GENERO CERCOSPORA

El género Cercospora Fresen. fue descrito por primera vez por Fresenius y es uno de los géneros de
Hyphomycetes mas grandes y heterogéneos. Las especies que pertenecen a este patogeno de plantas
estan ampliamente distribuidas y la mayoria de ellas causan lesion en las hojas (Crous y Braun, 2003).

Durante mucho tiempo, Cercospora apii Fressen, fue considerada la especie tipo de Cercospora. Es
el nombre mas antiguo para un gran complejo de taxones morfoldégicamente indistinguibles, carac-
terizados por tener conidioforos septados, marrones, solitarios o fasciculados, usualmente largos,
con locus conididégenos espesos y oscuros y conidios largos, aciculares, hialinos, pluriseptados y
solitarios (Figura 1.9) (Crous y Braun, 2003).

A los taxones de este complejo se los considerd hospedante especifico, lo cual condujo a la descrip-
cion de un gran niimero de especies (Chupp, 1954).
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Figura 1.9. Tlustracion de la especie tipo Cercospora apii
Fuente: http://www.scielo.org.ve/img/fbpe/rfaz/v24n3/art01figl.gif

Dentro del género Cercospora se han nombrado mas de 3000 especies. Recientemente ese nimero
fue reducido a 659, con 281 especies consideradas morfolégicamente indistinguibles de Cercospora
apii (Crous y Braun, 2003, Groenewald, 2007).

Por su parte, Ellis analizé C. apii en detalle y redujo un gran niimero de nombres a sinénimos de
esta especie, pero aflos mas tarde, habiendo profundizado su estudio, describi6 e ilustré nuevamen-
te, la mayoria de ellas como especies separadas (Ellis, 1976).

C. apii tiene un amplio rango de hospedantes y estd, a menudo, compuesta de numerosas razas con
diferentes adaptaciones bioldgicas, lo que la hace taxonémicamente problematica. La solucion para
este complejo seria la de considerar las razas morfologicamente indistinguibles como “razas com-
puestas” (Crous y Braun, 2003).

Otro problema en el complejo C. apii, es la relacion anamorfo/teleomorfo, ya que no se conoce su
teleomorfo. Se han postulado unas pocas asociaciones con especies de Mycosphaerella, como por
ejemplo, M. papuana Sivan y M. gossypina (Cooke) Everh, pero esto no ha sido comprobado en
cultivo (Crous y Braun, 2003).
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1.3.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE CERCOSPORA

La clasificacion taxonomica del género Cercospora segun la base de datos MycoBank MB7545
“Fungal Databases Nomenclature and Species Banks” es:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes
Subclase: Dothideomycetidae
Orden: Capnodiales

Familia: Mycosphaerellaceae
Género: Cercospora

1.3.2. CERCOSPORINA Y SU ROL EN LA PATOGENESIS

Los hongos fitopatogenos utilizan multiples estrategias para infectar las plantas hospedantes, como
por ejemplo la produccion de toxinas. Un grupo muy interesante de estas toxinas son las perilene-
quinonas, entre las que se encuentra la cercosporina.

1.3.2.1. La cercosporina

La cercosporina 1,12-bis(2-hydroxypropyl)-2,11-dimethoxy-6,7-methylenedioxy-4,9-dihydroxyperylene-
3,10-quinone es una toxina de color rojo, poco soluble en agua y soluble en alcalis y diversos sol-
ventes organicos. Fue aislada por primera vez en 1957 (Kuyama y Tamura, 1957) a partir del mice-
lio de C. kikuchii y posteriormente, de un gran niumero de otras especies de Cercospora y de plantas
infectadas por este género fingico (Assante y col., 1977; Fajola, 1978).

Posee una amplia toxicidad causando, atin en concentraciones micromolares, la muerte de células de
plantas, ratones, bacterias, hongos y cultivos de células tumorales humanas (Daub y Ehrenshaft, 1993).
Las especies de Cercospora producen, “in vitro” y en presencia de luz, concentraciones de cercos-
porina del orden de los milimolares. Como se vera mas adelante, a pesar de este hecho, no son afec-
tadas, debido a que han desarrollado mecanismos de defensa (Daub y Ehrenshaft, 1993).

1.3.2.2. Mecanismo de accion

Es una molécula pequeiia (PM: 534,5) de toxicidad no especifica, que pertenece a un gran grupo de
compuestos denominados fotosensibilizadores. Estos se caracterizan por activarse en presencia de la
luz (en longitudes de onda del visible) y generar especies activadas del oxigeno, toxicas para las
células vivas de ciertos organismos (Daub y Ehrenshaft, 2000).

Cuando los fotosensibilizadores en fase inactiva (°S) absorben energia luminosa, se transforman en
un estado de triplete electronicamente activado (°S). Aunque éste puede reaccionar directamente
con biomoléculas, como los lipidos, la mayor toxicidad se atribuye al efecto de los derivados del
oxigeno, generados por dos vias que involucran la reaccion del fotosensibilizador activado (°S) y el
oxigeno (Daub y Ehrenshaft, 2000).
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La primera via se produce a través de una reaccion de transferencia de electrones desde un agente
reductor (R) hacia el triplete excitado (°S) tornandolo activo (S™) contra el oxigeno, reacciéon conocida
como de Tipo I y que resulta en la produccion de formas reducidas y radicales del oxigeno como su-
peroxido (O;7), peroxido de hidrégeno (H,0,) y radical hidroxilo (OH) (Daub y Ehrenshaft, 2000).

La reaccion de Tipo 11, o segunda via, se produce cuando el triplete activado reacciona directamente con
el oxigeno via transferencia de energia para producir la forma mas toxica, pero no radical, de oxigeno: el
“singlet” ('O,), regenerando el estado basal del fotosensibilizador (°S) (Daub y Ehrenshaft, 2000).

La cercosporina es un potente productor de 'O, poco comiin en el metabolismo celular, por lo que
las células habitualmente no lo toleran. No ocurre lo mismo con las formas radicales del O, (O3,
H,0, y OH) para las que, como son generadas por reacciones enzimaticas durante el metabolismo
normal, existen numerosas defensas celulares (Dobrowolski y Foote, 1998).

1.3.2.3. Rol de la cercosporina en las enfermedades causadas por Cercospora

El hongo penetra en la planta a través de los estromas y coloniza los espacios intercelulares de las
hojas. Dado que necesita un mecanismo para obtener nutrientes, es ahi en donde la cercosporina
juega un papel preponderante para su supervivencia (Daub y Ehrenshaft, 2000).

En presencia de la luz, se activan los genes del hongo que codifican la sintesis de la toxina que absor-
be energia y produce las reacciones anteriormente mencionadas. El oxigeno “singlet” generado oca-
siona la peroxidacion de lipidos y la destruccion de las membranas celulares (Daub y Chung, 2009).

Este mecanismo de ruptura celular provee al hongo de mas espacio para seguir desarrollandose y de los
nutrientes necesarios para su crecimiento y esporulacion en el hospedante (Daub y Ehrenshaft, 2000).

1.3.2.4. Resistencia del hongo

A pesar de la toxicidad generalizada de la cercosporina, especies de Cercospora han desarrollado
sofisticados mecanismos de resistencia asociados con una reduccion temporal de la toxina, tales
como la disminucion de oxigeno “singlet”, exportacion de la toxina y otras funciones, ain descono-
cidas, que les permiten tolerar la toxicidad de la cercosporina que ellas mismas producen (Daub y
Chung, 2009).

Al respecto, se han planteado y tratado de demostrar varias hipotesis:

Daub y Ehrenshaft (2000) sostienen que como el hongo secreta el compuesto y lo utiliza de forma
activa para la infeccidon, una detoxificacion irreversible o una compartimentalizacién de la cercos-
porina serian improbables como posibles mecanismos de resistencia.

Por su parte, Callahan y col. (1999), proponen que una proteina de transmembrana, codificada por
el gen cfp de C. kikuchii, de 65.4 kDa, denominada CFP (“Cercosporin Facilitator Protein”) actuaria
como un transportador de la cercosporina contribuyendo tanto con la resistencia del hongo hacia la
toxina, como con su virulencia, ya que mutantes del hongo carentes de este gen mostraron una no-
table disminucion en la produccion de cercosporina, un incremento en la sensibilidad del hongo a la
toxina y una disminucion de la virulencia en el hospedante. Ademas, cuando estas cepas mutantes
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fueron co-transformadas con el gen cfp intacto, se restablecieron los niveles de produccion de toxi-
na, virulencia y resistencia en comparacion con las cepas salvajes (Callahan y col., 1999).

Otra de las hipdtesis sostenida por Sollod y col. (1992), propone que las especies de Cercospora
resisten a la cercosporina, gracias a su potencial de membrana, que la reduce de manera momenta-
nea a una forma no-toxica. Esta conclusion se basa en la observacion de que, en presencia de la to-
xina, las hifas de los hongos resistentes a la misma emiten una fluorescencia verde caracteristica de
la cercosporina reducida (incapaz de absorber luz y fotoactivarse) y que las de los hongos sensibles
emiten la correspondiente a cercosporina (fluorescencia roja). Ademas proponen que el compuesto
reducido, una vez fuera del micelio, se reoxida espontdneamente siendo asi toxico para las células
del hospedante (Daub y col., 1992; Daub y Ehrenshaft, 2000) (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Mecanismo de resistencia de Cercospora a la cercosporina basado en una reduccion

momentanea de la toxina
Fuente: Daub y Ehrenshaft (2000)
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1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Como se comento en el capitulo anterior, la soja (Glycine max L. Merr.) ha sido el cultivo de mas
rapida adopcion y expansion en la historia de la agricultura de Argentina. Actualmente, es el princi-
pal producto de la agricultura nacional, por su participacion en el valor total de la produccion y de
las exportaciones.

En la region central de la Provincia de Santa Fe, en los ultimos afios, la prevalencia del tizon por
Cercospora ha aumentado considerablemente, siendo motivo de gran preocupacion (Sillon, 2008).
A esto se le debe sumar la epidemia de MOR detectada en el sur-oeste de Santa Fe a partir de la
campaiia 2008-2009 (Carmona y col., 2010).

MOR, en Argentina, ha sido detectada en diferentes zonas del pais. C. sojina presenta una elevada
variabilidad, lo que provoca la existencia de diferentes razas fisiologicas, habiéndose identificado
22 razas en Brasil y 14 en China (Carmona y col., 2010).

Tradicionalmente la identificacion de las especies fungicas, se ha basado en criterios taxondmicos
clasicos como son las caracteristicas morfologicas y de cultivo. Debido a su variabilidad fenotipica,
esta identificacion, en muchas ocasiones, resulta dificultosa. A estas limitaciones de los caracteres
taxonomicos clasicos se suman los problemas en la denominacion de las especies, debido a la cos-
tumbre de designar los nombres de las distintas especies atendiendo casi exclusivamente al tipo de
hospedante de donde fue aislada por primera vez. Otro aspecto complejo es tratar de compatibilizar
el comportamiento de los hongos en los cultivos de laboratorio, con el que presentan en los sustra-
tos naturales de los cuales fueron aislados (Gams y col., 1987). Un ejemplo es C. kikuchii que forma
conidios mas facilmente sobre el sustrato natural y mucho menos cuando se cultiva, en laboratorio,
sobre medios agarizados (Crous y Braun, 2003).

Aunque los criterios taxonomicos clasicos siguen siendo la base para la separacion entre especies,
en la actualidad, se han incorporado nuevas técnicas que permiten disponer de un mayor nimero de
caracteres y pueden ser utilizadas en la identificacion de las especies de los géneros fingicos (Ma-
cias Figueroa y col., 2006; Gonzalez Salgado, 2010).

El diagnostico de las enfermedades en las plantas se realiza siguiendo una serie de pasos que co-
mienzan por identificar la planta afectada, examinar el area de cultivo, determinar los sintomas pri-
marios y los signos de la enfermedad para concluir con el aislamiento e identificacion del agente
causal (Sillén e Ivancovich, 2004). La expresion visible de la enfermedad (sintomas) no siempre
ofrece un diagnodstico seguro ya que diferentes agentes pueden producir sintomas similares. Por el
contrario, los signos que son las estructuras que el patdogeno produce como parte de su crecimiento,
permiten realizar un diagnostico mas seguro al ser correctamente identificados (Sillon e Ivancovich,
2004).
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Sin embargo, muchas veces la observacion de los sintomas y/o de los signos suele ser insuficiente
para alcanzar un resultado certero y se requieren técnicas de laboratorio para la identificacion del
agente causal (Sillon e Ivancovich, 2004). Los enzimoinmunoanalisis, asi como las técnicas mole-
culares (PCR), son conocidos y utilizados por la mayoria de los sectores implicados en el control de
algunas patologias en vegetales, ya que las mismas producen grandes pérdidas econdmicas en los
cultivos (Rangel y col., 2006; Macias Figueroa y col., 2006).

Este trabajo se sustenta en la hipdtesis de que la incorporacion de técnicas moleculares facilitaria la
caracterizacion de Cercospora aisladas de la soja. Esto permitiria llevar a cabo estudios epidemio-
logicos de manera de que si se detectaran cepas con algunas variaciones genéticas fuera posible
confeccionar un "mapa" agrupandolas por regiones seglin sus caracteristicas genéticas (clones). Por
otra parte, el desarrollo de una metodologia que permita la deteccion precoz del patéogeno en la
planta aportaria grandes beneficios.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GENERALES

La incorporacién de técnicas de taxonomia molecular para caracterizar y determinar las caracteristi-
cas poblacionales de las cepas de hongos fitopatdgenos y el disefio y uso de estrategias que permi-
tan detectarlos en forma precoz, revisten considerable importancia tedrica y practica. Se pretende
contribuir al fortalecimiento de los programas especificos de monitoreo y control de plagas en vege-
tales que se cultivan en la provincia de Santa Fe.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar y determinar las caracteristicas fenotipicas de especies de Cercospora que producen
patologia en las plantas de soja, cultivadas en la provincia de Santa Fe.

e Caracterizar molecularmente la poblacion de cepas de Cercospora, aisladas de soja de la re-
gion, mediante: a) la amplificacion de las regiones entre microsatélites (ISSR-PCR); b)
RAPD-PCR vy c¢) la amplificacion, por PCR, de regiones intergénicas (ITS) de ADNr, su
posterior analisis mediante RFLP (RFLP-PCR) y su secuenciacion.

e [Establecer la relacion filogenética entre las cepas aisladas.

e Confeccionar un "mapa" delimitando regiones segun las diferentes especies aisladas o los
clones de una misma especie.

e Desarrollar métodos de deteccion precoz de especies de Cercospora en plantas de soja.
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1. INTRODUCCION
1.1. BASES PARA LA CARACTERIZACION FENOTIPICA
DE CERCOSPORA

Para la identificacion de hongos fitopatdgenos es necesario la observacion de sus estructuras soma-
ticas y reproductivas, cuya formacion puede ser inducida mediante las técnicas de cdmara humeda
y/o aislamiento sobre medios agarizados (Agrios, 1997; Bergamin Filho y col., 1995).

La observacion tanto de las caracteristicas macroscopicas de la colonia como microscopicas de las
estructuras producidas y el uso de claves taxonémicas son herramientas necesarias para determinar
el género y la especie de un hongo.

Las especies de Cercospora, asi como las de otros hongos fitopatdgenos, han sido tradicionalmente
identificadas en funcion de criterios taxondmicos clasicos como son la forma y el tamafio de los coni-
dios, la morfologia y el color de sus colonias y la velocidad de crecimiento (Martinez Culebras, 1999).

1.1.1. CERCOSPORA KIKUCHII (MATSUMOTO & TOMOYASU) M. W. GARDNER

C. kikuchii presenta, sobre medios agarizados, un micelio denso con pliegues radiales desde el cen-
tro de la colonia. Las mismas son blancas en el borde y verde oliva grisaceo en el centro y usual-
mente, elabora un pigmento de color rojo-purpura que difunde en el medio (Murakishi, 1951;
Hartman y col., 1999). Aunque C. kikuchii no esporula bien sobre medios artificiales, sobre el tejido
de las plantas infectadas y bajo condiciones de alta humedad y temperaturas de 23-27°C esporula
abundantemente (Murakishi, 1951). Los conidios son hialinos, aciculares, multiseptados, rectos a
curvados, de base trunca y de 50-375 x 2,5-5 um (Chupp, 1954). Los conidiéforos son normalmente
fasciculados, no ramificados, multiseptados, marrones, uniformes en color o palidos en la punta, y
de 45-220 x 4-6 um (Chupp, 1954).

1.1.2. CERCOSPORA SOJINA HARA

Este hongo produce conidioforos y conidios que se forman en el centro de las lesiones. Los conidio-
foros son de color marrdn claro a marron oscuro, con 1-4 septos, rectos o sinuosos, no ramificados,
fasciculados con 1-12 geniculaciones y miden 52-120 x 4-6 pm. Los conidios tienen de 1-10 o 3-13
septos, son hialinos, cilindricos, elongados, fusiformes, raramente aciculares, de 40-60 x 6-8 um y
truncados en la base (Carmona y col., 2010). En Argentina, se han descrito conidi6foros de hasta
203 pm de longitud y conidios de 1- 9 septos que midieron 26-111 x 5,2-7,4 um (Carmona y col.,
2009). Por su parte, Formento y de Souza también detectaron conidios de mayor tamafio que el re-
portado por la literatura internacional (Carmona y col., 2010).

1.2. RED DE INFORMACION DE INTERES AGRONOMICO.
PROGRAMA RiiA
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El Programa RiiA es desarrollado de manera conjunta por la Facultad de Ciencias Agrarias (Univer-
sidad Nacional del Litoral), la Estacion Experimental Rafaela del INTA y profesionales de Empre-
sas, Cooperativas e Instituciones vinculadas a la produccion agricola de la region centro-norte de la
Provincia de Santa Fe.

Los integrantes del Programa, realizan un seguimiento semanal de forma sistematizada de los cultivos
agricolas con el objetivo de prevenir o detectar en forma temprana situaciones adversas que dificulten
el normal desenvolvimiento de los mismos y poder realizar las comunicaciones de alerta y las reco-
mendaciones necesarias para corregir o atenuar los efectos adversos detectados (Frana y col., 2005).

Las Regiones (R) son grandes areas "isoagrondmicas" definidas a fin de facilitar los estudios y se-
guimientos que se llevan a cabo (Frana y col., 2005). Algunas regiones incluyen varias localidades
(Figura IIL.1):

e RI1: Margarita

e R2: Gobernador Crespo

e R3: San Justo - Videla

e R4: Emilia - Llambi Campbell

e RS5: Pilar - Franck - Humboldt - Esperanza

e R6: Villa Trinidad - Freyre - Porteiia.
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Figura IIL.1. Mapa de la provincia de Santa Fe con las distintas Regiones isoagronomicas de la

zona centro-norte

R: regiones isoagronomicas: R1: Margarita, R2: Gobernador Crespo, R3: San Justo/Videla, R4: Emilia/Llambi Camp-
bell, RS: Pilar/Franck/Humboldt/ Esperanza, R6: Villa Trinidad/Freyre/Portefia

2. OBJETIVOS

e Aislar los hongos del género Cercospora a partir de plantas de soja y conservarlos.

e (Caracterizar fenotipicamente dichos aislamientos.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. AISLAMIENTO, CULTIVO Y CONSERVACION DE LOS HONGOS

Los muestreos fueron llevados a cabo por integrantes del Programa RiiA, quienes efectuaron el mo-
nitoreo de un grupo de lotes de soja representativos de la zona, considerando los grupos de madura-
cion mas utilizados en suelos de mayor y menor aptitud agrondomica. Dichos lotes fueron
monitoreados semanalmente, registrandose datos de lluvia, condiciones de suelo, plagas, enferme-
dades, evolucion y manejo de los cultivos. Los registros climaticos fueron obtenidos de estaciones
meteoroldgicas automaticas colocadas aproximadamente en el centro de cada region. En los casos
en que se detectaba soja enferma con tizon de la hoja o mancha ojo de rana, las plantas se remitian
al laboratorio de Microbiologia General (FBCB, UNL).

Las muestras se recibian en bolsas de polietileno cerradas en cuyos rotulos se registraba la siguiente
informacion: fecha de recoleccion, ubicacion geografica y dentro del lote, el cultivar/varietal y el
grado de madurez de la planta enferma.

El estudio se llevo a cabo entre los meses de Enero y Marzo, durante las camparfias 2005/2006,
2006/2007, 2007/2008 y 2008/2009. Las condiciones climaticas imperantes en dichas zonas se con-
signan en la Tabla III.1.

Se procesaron los peciolos y foliolos de las muestras con signos y sintomas visibles del tizon de la
hoja y MOR.

La esporulacion de los hongos se estimuld con camaras hiimedas (Salvador y Garrido, 1990; Lato-
rre Rapela y col., 2011).

Para el aislamiento de los fitopatdgenos, se lavaron los trozos de tejidos enfermos, con una solucion
de hipoclorito de sodio comercial (55 g/L Cl) al 3% durante 3 min y, a continuacion, se enjuagaron

dos veces con agua destilada estéril.

Los trozos de planta asi tratados se seccionaron con un bisturi (0,5-1 cm) en condiciones de esterili-
dad y se colocaron dentro de las camaras humedas estériles (Figura I11.2).
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Tabla III.1. Condiciones climaticas correspondientes a diferentes estaciones meteorologicas en la
Provincia de Santa Fe, Argentina. Campaiias 2005-2006; 2006-2007; 2007-2008; 2008-2009 (Enero
a Marzo)

Estacion Promedios Acumulados
meteorolégica Tmax  Tmin Tmed Hr lluvia mm
°C °C °C %
Campaiia 2005-2006
Rafaela 26,8 14,4 22,8 67 905
Margarita 28,1 15,0 22,9 70 605
Villa Trinidad™* 28,1 15,1 23,7 55 603
Ramayon™ 28,8 15,0 22,5 73 692

Campaiia 2006-2007

Rafaela 27,7 22,3 17,4 82 1389
Esperanza 30,6 23,1 16,6 81 1255
Margarita 29,4 23,3 17,9 83 622

Villa Trinidad* 29,4 23,8 18,6 65 614
Ramayon™ 28,6 23,3 18,6 72 1055

Campaiia 2007-2008

Rafaela 27,0 15,4 21,1 80 705
Esperanza 27,6 14,5 21,2 80 422
Margarita 28,7 15,7 21,9 73 535
San Justo 28,3 16,7 22,2 66 665

Campaiia 2008-2009

Rafaela 28,4 15,3 21,8 69 597
Esperanza 29,9 15,4 22,7 63 585
Margarita 29,2 17,5 22,9 65 495
San Justo 29,0 17,3 22,8 66 637

* Las Estaciones Meteoroldgicas de Villa Trinidad y Ramayon dejaron de funcionar durante las campaiias 2007-2008 y
2008-2009, por lo cual los registros climaticos se tomaron en otras Estaciones Meteorologicas.

Tméx: temperatura maxima; Tmin: temperatura minima; Tmed: temperatura media; RH: humedad relativa.

Fuente: Registros RiiA
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Figura IIL.2. Preparacion de la cdmara humeda

a 'y b: seleccion de los peciolos infectados. ¢: decontaminacion con NaClO 3%. d: enjuague con agua estéril.
e: corte longitudinal del peciolo, f- camara himeda.
Fuente: Observacion personal.

El conjunto se incub6 a 26 + 0,5°C, bajo ciclos alternados de luz (16 h de luz fria y 8 h de oscuri-
dad) (Salvador y Garrido, 1990), hasta esporulacion. Al cabo de 5 d de incubacion, se comenzaron a
observar bajo lupa estereoscopica (BOECO Germany, BTB 3-C), con un aumento total de 40x.

Verificado el crecimiento de las estructuras conidiales, con una aguja estéril, se tomaron los coni-
dios y se suspendieron en 1 mL de agua estéril. Una vez obtenida una suspension homogénea y con
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el fin de realizar cultivos monospdricos, una alicuota de la misma (100 uL) se distribuy6 sobre la
superficie de una placa de Petri conteniendo medio de cultivo agar papa dextrosa (APD) y se incubd
de igual modo al descrito anteriormente (Dunkle y col., 2000). Una vez desarrollados los hongos, se
procedi6 a subcultivarlos a fin de obtener colonias puras.

Cada aislamiento fue rotulado con las iniciales, en mayuscula, de la especie correspondiente (CK:
Cercospora kikuchii; CS: Cercospora sojina) y un nimero correlativo. En la Tabla II1.2 se especifi-
can los diferentes aislamientos y los datos que permitieron identificar su origen.

Para el trabajo diario en el laboratorio, los hongos se mantuvieron por resiembras periodicas en estri-
as de APD. Los cultivos se almacenaron a 4°C por periodos inferiores a 6 meses, al cabo de los cua-
les se efectuaron nuevas resiembras.

Para la conservacion a largo plazo, se utilizaron diferentes métodos: suspension de pequefios trozos
de cultivo en agua estéril, almacenados a temperatura ambiente y suspensiones de conidios en glice-
rol al 10%, almacenados a -80°C. Para la conservacion indefinida, las cepas se liofilizaron (Smith y
Onions, 1983).

Tabla II1.2. Especies de Cercospora aisladas de soja: denominacion y origen

Aislamiento” Regién” Localidad Lote Cult.lvar/ Grupo de Campaiia
varietal madurez
CK14 R4 Emilia A01 A 5409 v 2005-2006
CK15 R4 Emilia A01 A 5409 A% 2005-2006
CK16 R4 Emilia A01 A 5409 A% 2005-2006
CK17 R4 Emilia A0l A 5409 A% 2005-2006
CK18 R4 Emilia A01 A 5409 A% 2005-2006
CK19 R4 Emilia A01 A 5409 v 2005-2006
CK20 R1 Margarita A04 TJ 2070 VI 2005-2006
CK21 R1 Margarita A04 TJ 2070 VI 2005-2006
CK22 R1 Margarita A04 TJ 2070 VI 2005-2006
CK23 R3 San Justo A02 A 4910 v 2005-2006
CK24 R1 Margarita A04 TJ 2070 VI 2005-2006
CK25 R2 Gdor. Crespo® A04 A 8000 VI 2005-2006
CK26 R4 Emilia BO1 A 5409 v 2005-2006
CK27 R2 Gdor. Crespo® A04 A 8000 VIII 2005-2006
CK28 RS Esperanza s/d A 7636 VII 2005-2006
CK29 R5 Esperanza s/d A 7636 VII 2005-2006
CK30 R5 Esperanza s/d* A 7636 VII 2005-2006
CK3l1 R5 Esperanza s/d* A 7636 VII 2005-2006
CK32 RS Esperanza s/d A 7636 VII 2005-2006
CK35 R3 San Justo A02 RA 514 v 2006-2007
CK36 RS Esperanza A06 RA 626 VI 2006-2007
CK37 R1 Margarita A0l  ASGROW.8000 VIII 2006-2007
CK38 R1 Margarita A03  ASGROW.8000 VIII 2006-2007
CK39 R6 Villa Trinidad A02 A 6401 VI 2006-2007
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Aislamiento” Regién” Localidad Lote Cultolvar/ Grupo de Campaiia
varietal madurez
CK40 R1 Margarita A06  ASGROW.8000 VIII 2006-2007
CK41 R6 Villa Trinidad ~ A02 A 6401 VI 2006-2007
CK42 R4 Emilia A05 RA 703 VII 2007-2008
CK43 R4 Emilia A03 A 7118 VI 2007-2008
CK44 R4 Llambi Campbell ~ s/d s/d VIII 2007-2008
CK45 R6 Villa Trinidad ~ A02 A 8000 VIII 2007-2008
CK46 R6 Villa Trinidad ~ A04 A 6401 VI 2007-2008
CK47 R5 Esperanza A05 A 6411 VI 2008-2009
CS48 R2 Gdor. Crespo®  A02 s/d s/d* 2008-2009
CK49 R1 Margarita A04 A 8000 VIII 2008-2009
CK50 R2 Gdor. Crespo® B0l NA 7708 RG VI 2008-2009
CK51 R2 Gdor. Crespo®  A02 s/d s/d* 2008-2009
CK52 R3 San Justo A02 A 4910 v 2008-2009
CK53 R3 San Justo A02 A 4910 v 2008-2009
CK54 R3 San Justo A03 A 6401 VI 2008-2009
CS55 R4 Emilia A03 MAN 4355 \% 2008-2009
CK56 R5 Esperanza A05 A 6411 VI 2008-2009
CK57 R3 San Justo A02 A 4910 v 2008-2009
CK58 R2 Gdor. Crespo®  A08 RA 725 VII 2008-2009
CK59 R5 Esperanza A04 A 6401 VI 2008-2009
CS60 R5 Esperanza A01 RA 633 VI 2008-2009
CS61 R5 Esperanza A07 NA 6126 RG s/d? 2008-2009
CS62 R5 Esperanza A04 A 6410 VI 2008-2009
CS63 R3 San Justo A02 A 4910 v 2008-2009
CS64 R3 San Justo A05 RA 626 VI 2008-2009
CS65 R6 Portefia s/d? s/d? s/d? 2008-2009
CS66 R3 San Justo A04 A 6411 VI 2008-2009
CS67 R5 Esperanza A04 A 6401 VI 2008-2009

* CK y CS significan Cercospora kikuchii y Cercospora sojina, respectivamente. ° Regiones RiiA: 6 regiones de la zona
centro-norte de la provincia de Santa Fe. © Gdor. Crespo, corresponde a Gobernador Crespo. s/d ¢, significa sin datos.
Los aislamientos correlativos no incluidos en la tabla no fueron estudiados.

3.2. CARACTERIZACION FENOTIPICA

Para la caracterizacion fenotipica de los hongos se utilizaron los medios de cultivo: APD, agar jugo
de ocho vegetales (AJVS) y agar conejarina (AC). Cada uno de los aislamientos se sembr6 en su-
perficie, mediante tres toques en una placa de Petri conteniendo el medio de cultivo respectivo y se
incub6 de igual modo al descrito anteriormente.

Las observaciones macro y microscopicas se efectuaron a los 10 d, teniendo en cuenta el color y el dia-
metro de la colonia, la produccion de pigmento rojo y la presencia o ausencia de los elementos de fructi-
ficacion caracteristicos. En este ultimo caso los cultivos no se desecharon hasta los 25 d de incubacion.

La caracterizacion morfologica se llevo a cabo mediante las técnicas clasicas, propuestas por Salva-
dor y Garrido (1990), Gams y col. (1987), Ellis (1976) y Crous y Braun (2003).
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4. RESULTADOS

En la Figura II1.3 se observan las estructuras conidiales de C. kikuchii (a y b) y C. sojina (c y d),
desarrolladas en camara humeda, sobre su sustrato natural.

Se obtuvieron 52 aislamientos de los cuales, 42 provinieron de soja con tizon de la hoja y el resto de
plantas enfermas con MOR.

En el primer caso, al efectuar el examen directo de la lesion con mayor aumento (400x), se observa-
ron estructuras compatibles con C. kikuchii: conidiéforos multiseptados, de color marrén, fascicula-
dos de 91-300 pm de longitud por 3,9-5,2 pm de ancho, con células conididgenas engrosadas y
oscuras que daban origen a conidios pluriseptados (12-26 septos), hialinos, aciculares, largos y sim-
ples de 54-260 um de longitud por 2,6 um de ancho en la base y 1,3 um en el extremo aguzado (Fi-
gura [11.4).

En el caso de las plantas con MOR, las estructuras observadas fueron compatibles con la especie C.
sojina: conididforos septados (1-4 septos), de color marrdn claro a oscuro, fasciculados de 300-478
um de longitud por 5 um de ancho, con células conididgenas engrosadas y oscuras que daban ori-
gen a conidios pluriseptados (9-15 septos), hialinos, elongados a fusiformes y simples de 87-153
pm de longitud por 5 um de ancho en la base y 2,5 pm en la parte mas delgada. En la Figura IIL.5 se
muestran las estructuras visualizadas.

Figura IIL3. Estructuras de fructificacion sobre sustrato natural (peciolo) (observacion con lupa

estereoscOpica 40x). a y b: Cercospora kikuchii. ¢ y d: Cercospora sojina.
Fuente: Observacion personal.
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Figura IIL.4. Estructuras de fructificacion de C. kikuchii sobre sustrato natural

Observacion con MO 400x. a y b: Desarrollo a los 5 dias de incubacion. ¢: Desarrollo a los 6 dias de incuba-
cion. d: Conidios hialinos

Fuente: Observacion personal.
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Figura IIL5. Estructuras de fructificacion de C. sojina sobre sustrato natural (peciolo)

Observacion con MO 400x. a: desarrollo a los 6 dias de incubacion. b y ¢: conidios hialinos septados. d:
conidioforos dematiaceos y célula conidiégena.

Fuente: Observacion personal.

En la Tabla I11.3 (pag. 45 a 70) se describen, para cada aislamiento, las caracteristicas macroscopi-
cas y la formacion (o no) de estructuras de reproduccion. En lineas generales puede efectuarse la
siguiente sintesis:

Independientemente de la especie, sobre el medio APD las colonias, cuyos diametros promedios
estuvieron comprendidos entre 22-58 mm presentaron, en general, colores en tonalidades de blanco,
verde-grisaceo, verde-amarillento, crema y rosado segun el aislamiento y abundante exudado inco-
loro que con el tiempo, se tornd ambar a ocre. En el reverso, se observaron de color verde oscuro,
marr6n, marrén con bordes rojizos. Para una mejor visualizacion, se presentan algunos ejemplos en
las Figuras I11.6 y II1.7. En 28 de ellas el pigmento difundié al medio (Figura III.8.a), mientras que
en 17, solo fue visible en el reverso (Figura II1.8.b) y 7 no lo produjeron. Solo 19 de los aislamien-
tos fructificaron (Figura II1.9), pero la esporulacion fue escasa y no se distribuyd homogéneamente
sobre la superficie de la colonia.
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Figura IIL.6. Colonias de Cercospora spp en medio de cultivo APD, incubadas a 25 + 0,2°C, duran-
te 10 d. En la columna de la izquierda se observan los anversos de diferentes aislamientos y a la

derecha los respectivos reversos
Fuente: Observacion personal.
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Figura II1L.7. Presencia de exudado sobre una colonia. Observacion con lupa estereoscopica 40x
Fuente: Observacion personal.

Figura IIL.8. Produccion de pigmento rojo

a: Pigmento rojo que difunde al medio. b: Pigmento rojo solo visible en el reverso.
Fuente: Observacion personal.

MARIA GABRIELA LATORRE RAPELA 42



Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -

CAPITULO III

Conidio

Conidioforo

Célula

Conidio - conididgena

hialino

B Célula
conididgena

Figura II1.9. Micelio aéreo o reproductivo de Cercospora spp

a: observacion de estructuras de reproduccion con lupa estereoscopica (40x). by ¢: observacion de estructu-
ras de reproduccion con MO (400x).

Fuente: Observacion personal.

Sobre el medio de cultivo AJVS, las colonias, cuyos diametros promedios estuvieron comprendidos
entre 22-45 mm, presentaron colores en tonalidades de verde, verde-grisaceo, gris, rosado, crema,
crema con tinte rosado, salmon y marrén. En el reverso se observaron de color verde, verde oscuro,
verde con bordes rojo, marrén-rojizo, rojizo, rojo oscuro, marrén, marrén con bordes rojos (Figura
II1.10). En 22 de ellas el pigmento difundié al medio, mientras que en 10, solo fue visible en el re-
verso y 20 no lo produjeron. Treinta y nueve de los aislamientos fructificaron, pero de la misma
manera que en APD, la esporulacion fue escasa y no se distribuyé homogéneamente sobre la super-
ficie de la colonia.

Sobre el medio de cultivo AC, los tamaios de las colonias fueron mas restringidos ya que sus dia-
metros promedios estuvieron comprendidos entre 12-46 mm. Las mismas presentaron colores en
tonalidades de gris, blanco, crema, crema con tinte rosado, verde-grisaceo, blanco con centro ma-
rrén, blanco con borde verde y amarillo-grisaceo. En el reverso se observaron de color marron, ver-
de, marron-verdoso, marréon verdoso con bordes rojos, marrdén-rojizo, crema y centro marroén y
borde crema. A manera de ejemplo se presentan algunas en la Figura III1.11. No se observo produc-
cion de pigmento en 30 aislamientos, en 19 el pigmento difundié al medio y solo en 3 fue visible
observando el reverso. De todos los aislamientos, solo 21 fructificaron, pero de la misma manera
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que en los medios descritos anteriormente, la esporulacion fue escasa y no se distribuyd homogé-
neamente sobre la superficie de la colonia.

Figura II1.10. Colonias de Cercospora spp. desarrolladas sobre el medio de cultivo AJVS, incuba-
das a 25 + 0,2°C, durante 10 d. En la columna de la izquierda se observan los anversos de diferentes

aislamientos y a la derecha los respectivos reversos
Fuente: Observacion personal.

Figura III.11. Colonias de Cercospora spp. desarrolladas sobre el medio de cultivo AC, incubadas
a 25 £ 0,2°C, durante 10 d. En la columna de la izquierda se observan los anversos de diferentes

aislamientos y a la derecha los respectivos reversos
Fuente: Observacion personal.

MARIA GABRIELA LATORRE RAPELA 44



Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros

- 2013 -

CAPITULO III

Tabla I11.3. Caracteristicas fenotipicas de los aislamientos de las especies de Cercospora. Aspecto macroscopico y presencia de elementos de fructifi-

cacion.
Aislamiento® Tamaiio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia” del reverso pigmento rojo*
CK14 APD: 37 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado, Color: marréon, borde Solo visible en el rever- Se observo.
pliegues radiados. 10jizo. so.
Color del micelio: gris, zonas rosadas.
Exudado: amarillo palido.
AJV8:35mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: verde oscuro, Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo, centro borde rojizo. S0.
blanco-rosado.
Exudado: incoloro a &mbar.
Colonia sobre APD, AC: 23 mm 12s11)ect((l):lgra.nu:f)s.o. ' golor:. ’marron-ropzo. le(lil.l’ldlo pigmento al Se observo.
225+ 0.2°C. 10 d olor del micelio: gris. onacion. medio.
CK15 APD: 47 mm Aspecto: granuloso, centro elevado y ater- Color: marrén, borde Solo visible en el rever- No se observo.
ciopelado. 10jizZo. S0.
Color del micelio: verde-grisaceo.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
AJVS8:34mm  Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo.
AC: 40 mm Aspecto: granuloso. Color: centro verdoso, Difundi6 pigmento al No se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d

Color del micelio: gris.

borde marrén con rosa
palido.

medio.

“Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; * los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ° Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK16 APD: 47 mm Aspecto: aterciopelado. Color: marron-rojizo, Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo, centro borde rojo. medio.
blanco.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
AJV8:34mm  Aspecto: granuloso. Color: marron-rojizo. Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: gris. so.
AC: 35 mm Aspecto: granuloso. Color: verde. No produjo. No se observo.
Colonia sobre APD, Color del micelio: gris. Zonacion.
a25+0,2°C,10d
CK17 APD: 39 mm Aspecto: granuloso. Color: marrén, borde Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: verde-amarillento, cen- rojizo. S0.
tro crema.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
AJV8:40 mm  Aspecto: granuloso. Color: marrén-rojizo, Solo visible en el rever- No se observo.
Color del micelio: gris, centro rosado. borde rojizo. so.
AC: 44 mm Aspecto: granuloso, centro algodonoso. Color: marron-verdoso, Difundié pigmento al Se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d

Color del micelio: gris, centro blanco.
Zonacion.

pigmento rosa palido en

el borde.

medio.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al didametro promedio, APD: agar papa dextrosa,

AJVS: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ¢ Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK18 APD: 41 mm Aspecto: aterciopelado. Color: marrén, borde Solo visible en el rever- No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. 1r0jizo. so.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
AJV8:44mm  Aspecto: granuloso. Color: marron-rojizo, Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: rosado. borde rojo. S0.
AC: 43 mm Aspecto: granuloso. Color: marron. Solo visible en el rever- No se observo.
Color del micelio: gris. so.
Colonia sobre APD, Zonacion.
a25+0,2°C, 10d
CK19 APD: 40 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron oscuro, Solo visible en el rever- No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. borde rojizo. so.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
AJV8:33mm  Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro, Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: blanco-grisiceo. Muta- borde rojizo. Mutacion: medio.
cion: rosado palido. marron-rojizo.
AC: 31 mm Aspecto: granuloso. Color: verde. No produjo. No se observo.

Colonia sobre APD,

a25+0,2°C, 10d Color del micelio: gris.

* Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJVS: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK20 APD: 50 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: blanco. medio.
Exudado: incoloro.
AJVS8:38 mm  Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: gris-verdoso.
Zonacion.
AC: 46 mm Aspecto: granuloso.
Colonia sobre APD, Color del micelio: verde. Mutacion: blan- Color: verde. No produjo. No se observo.
a25+0,2°C, 10d o
Zonacion.
CK21 APD: 44 mm Aspecto: aterciopelado. Color: marréon oscuro, Solo visible en el rever- No se observo.
Color del micelio: centro verde-grisaceo, borde rojizo. so.
borde rosado.
Exudado: incoloro y ambar.
Zonacion.
AJVS8:35mm  Aspecto: granuloso, centro elevado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: gris.
Exudado: incoloro.
Colonia sobre APD,
:I: 0
a25£0,2°C, 10d AC: 40 mm Aspecto: granuloso. Color: marron-verdoso, Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: gris, centro blanco. borde rojo. medio.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al didmetro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK22 APD: 44 mm Aspecto: aterciopelado, plegada. Color: verde oscuro, Solo visible en el rever- No se observo.
Color del micelio: verde oscuro. borde rojizo. so.

Exudado: incoloro y ambar.

AJV8:38 mm  Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. No se observo.
Color del micelio: gris.
Zonacion.

AC: 35 mm Aspecto: granuloso. Color: marron. No produjo. No se observo.
Color del micelio: blanco-grisaceo. Zonacion.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d
CK23 APD: 31 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.

Color del micelio: verde-grisaceo con zo- medio.

nas rosadas.
Exudado: incoloro, &mbar y ocre.

AJV8:24mm  Aspecto: aterciopelado. Color: rojizo. Difundié pigmento
Color del micelio: gris-verdoso con zonas medio.
rosadas.

Exudado: incoloro.

al Se observo.

Colonia sobre APD, AC: 24 mm

Aspecto: aterciopelado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento
a25+0,2°C, 10d

Color del micelio: gris-verdoso. medio.
Exudado: incoloro.

al No se observo.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD:

AJVS: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK24 APD: 36 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron-rojizo, Difundio pigmento al Se observo.
Color del micelio: blanco. borde rojizo. medio.

Exudado: incoloro y ocre.

AJVS8:33mm  Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo.

AC: 44 mm Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: gris. Zonacion.
Colonia sobre APD,
a25+0,2°C, 10d
CK25 APD: 33 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado, Color: marrén, borde Difundié pigmento al No se observo.
surcos radiados. 10jizZo. medio.

Color del micelio: verde-grisaceo.
Exudado: incoloro, &mbar y ocre.

AJVS8:32mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: verde con zonas Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: blanco-grisaceo. rojas. medio.
Exudado: incoloro, ambar y ocre.

AC: 20 mm Aspecto: aterciopelado, elevado en el cen- Color: marrén-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
Colonia sobre APD, tro. medio.

a25+0,2°C, 10d Color del micelio: blanco-grisaceo.

Exudado incoloro.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al didmetro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ° Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK26 APD: 45 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marréon oscuro, Solo visible en el rever- No se observo.
Color del micelio: centro verde, borde borde rojizo. so.
rosado.
Exudado: incoloro, &mbar y marrén-rojizo.
AJV8:35mm  Aspecto: aterciopelado Color: marrén y blanco- Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: gris. Mutacion: rosa rosado. so.
palido.
Exudado: incoloro.
Colonia sobre APD, AC: 39 mm Aspecto: granuloso. . Colorf verde. No produjo. Se observo.
a25+02°C, 10d Color del micelio: gris. Zonacion.
CK27 APD: 34 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado, Color: marrén, borde Difundi6 pigmento al No se observo.
superficie plegada. rojo. medio.
Color del micelio: Verde-grisiceo, zonas
rosadas.
Exudado: incoloro, &mbar y ocre.
AJV8:36 mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: verde oscuro, Difundi6 pigmento al Se observo.
Color del micelio: gris. Z0onas rojizas. medio.
Exudado: incoloro.
AC: 25 mm Aspecto: granuloso, centro elevado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d

Color del micelio: blanco-grisaceo.
Exudado: incoloro.

* Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD: agar papa dextrosa,

AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK28 APD: 34 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado, Color: Marron-rojizo. Difundié pigmento al Se observo.
superficie plegada. medio.
Color del micelio: verde, borde rosado.
Exudado incoloro: ambar claro y oscuro.
AJV8:30mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: verde. No produjo. Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo.
Exudado: incoloro y ambar.
Colonia sobre APD, AC: 25 mm Aspecto: gra-nulf)so. . Color: . verde oscuro, Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: gris. borde rojo. S0.
a25+0,2°C, 10d .
Exudado: incoloro.
CK29 APD: 30 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado, Color: marrén, borde Difundié pigmento al No se observo.
superficie plegada. r0jizZo. medio.
Color del micelio: verde-grisaceo, borde
crema.
Exudado: incoloro, &mbar y ocre.
AJVS8:24mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: verde, zonas ro- Difundi6 pigmento al Se observo
Color del micelio: crema. jas. medio
Exudado: incoloro y ambar.
Colonia sobre APD, AC: 30 mm Aspecto: granuloso, centro elevado. Color: marrén, borde Difundi6 pigmento al Se observo.
a25+0,2°C, 10d Color del micelio: blanco-grisaceo. rojo. medio.

Exudado: incoloro.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD:

AJVS: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.

MARIA GABRIELA LATORRE RAPELA
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Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -
CAPITULO 111
Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK30 APD: 30 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marrén, borde Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: rosado. 1r0jizo. medio.
Exudado: incoloro.
AJVS8:25mm  Aspecto: aterciopelado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: crema. medio.
Exudado: incoloro.
AC: 23 mm Aspecto: aterciopelado, borde y centro Color: marrén. No produjo. No se observo.
Colonia sobre APD, elevados.
a25+0,2°C, 10d Color del micelio: blanco.
Exudado: incoloro.
CK31 APD: 26 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: verde-grisiceo, con medio.
zonas rosadas.
Exudado: incoloro, &mbar y ocre.
AJVS8:24mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: rojo oscuro. Difundi6 pigmento al No se observo.
Color del micelio: gris-verdoso. medio.
Exudado: incoloro y ocre
AC: 18 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d

Color del micelio: gris.
Exudado: incoloro.

medio.

* Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD:

AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -
CAPITULO 111
Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK32 APD: 27 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado, Color: marrén, borde Difundié pigmento al No se observo.
superficie plegada. 1r0jizo. medio.
Color del micelio: verde-grisaceo claro.
Exudado: incoloro y ambar.
AJV8:22mm  Aspecto: aterciopelado. Color: marrén, borde Difundi6 pigmento al No se observo.
Color del micelio: crema. 10jizZo. medio.
Exudado: incoloro, ambar y ocre.
AC: 20 mm Aspecto: aterciopelado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
Colonia sobre APD, Color del micelio: blanco. medio.
a25+0,2°C,10d Exudado: incoloro.
CK35 APD: 48 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marréon. Borde Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo, borde rojizo. medio.
rojizo.
Exudado: incoloro.
AJV8:44mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: crema.
Exudado: incoloro.
AC: 42 mm Aspecto: granuloso. Color: pardo. No produjo. Se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C, 10d

Color del micelio: blanco-cremoso.
Exudadeo: incoloro.
Zonacion.

“Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD: agar papa dextrosa,

AJVS: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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CAPITULO III
Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK36 APD: 34 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marrén, borde Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: verde-grisiceo en el rojizo. medio.
centro, borde amarillo.
Exudado: incoloro a ocre.
AJV8:38 mm  Aspecto: granuloso. Color: marron-rojizo. Difundi6 pigmento al Se observo.
Color del micelio: crema con tinte rosado medio.
que se intensifica en el borde.
Exudado: incoloro.
Colonia sobre APD, AC: 34 mm Aspecto: granuloso. Color: pardo, borde ro- Difundi6 pigmento al No se observo.
a25+0,2°C,10d Color del micelio: blanco-cremoso. sado. medio.
Exudado: incoloro a amarillo. Zonacion.
CK37 APD: 54 mm Aspecto: aterciopelado. Color: marréon oscuro, Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo, centro borde rojizo. S0.
blanco.
Exudado: incoloro a amarillo.
AJV8:44mm  Aspecto: aterciopelado. Color: marrén oscuro, Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: crema con tinte rosado.  borde rojizo. so.
AC: 40 mm Aspecto: granuloso. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C, 10d

Color del micelio: blanco.
Exudado: incoloro.

medio.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJVS: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -
CAPITULO III
Tamaiio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
Aislamiento® colonia® del reverso pigmento rojo*
CK38 APD: 45 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marréon oscuro, Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. borde rojizo. medio.
Exudado: incoloro a amarillo.
AJVS8:45mm  Aspecto: aterciopelado. Color: verde oscuro. No produjo. No se observo.
Color del micelio: crema-rosado.
Exudado: incoloro a amarillo.
Zonacion.
AC: 46 mm Aspecto: granuloso. Color: pardo. No produjo. No se observo.
) Color del micelio: blanco. Zonacion.
Colonia sobre APD, .
Exudado: incoloro.
a25+0,2°C,10d
CK39 APD: 54 mm Aspecto: aterciopelado, superficie radiada.  Color: verde oscuro, Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. borde rojo. so.
Exudado: incoloro a amarillo.
AJV8:40 mm  Aspecto: aterciopelado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: blanco con tonos rosa- Zonacion.
dos.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
Colonia sobre APD, AC: 45 mm Aspecto: granuloso. Color: pardo, borde ro- Difundi6 pigmento al No se observo.

a25+0,2°C,10d

Color del micelio: blanco.
Exudado: incoloro.

sado. Zonacion.

medio.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al didmetro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ° Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -

CAPITULO III

Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK40 APD: 51 mm Aspecto: aterciopelado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: blanco-grisaceo, borde
verde.
Exudado: incoloro a amarillo. Zonacion.
AJVS8:37mm  Aspecto: aterciopelado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: crema.
Exudado: incoloro a amarillo. Zonacion.
Colonia sobre APD, AC: 40 mm Aspecto: gra-nulf)so. Color: pardo. No produjo. Se observo.
425+ 0.2°C. 10 d Color del micelio: blanco.
7 Exudado: incoloro a ambar.
CK41 APD: 58 mm Aspecto: aterciopelado. Color: marréon oscuro, Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo, borde borde rojizo. medio.
rojizo.
Exudado: incoloro a ambar.
Zonacion.
AJVS8:42mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: crema con tinte rosado.
Exudado: incoloro.
Colonia sobre APD, Zonacion.
a25+0,2°C,10d
AC: 47 mm Aspecto: granuloso, centro elevado. Color: pardo. No produjo. No se observo.
Color del micelio: blanco-grisaceo Zonacion.

Exudado: incoloro.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al didmetro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.

MARIA GABRIELA LATORRE RAPELA



Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -
CAPITULO III
Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK42 APD: 28 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marrén, borde Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo, borde rojizo. medio.
10jiZo.
AJV8:28 mm  Aspecto: granuloso, centro elevado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo.
AC: 24 mm Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: crema con tinte rosado. medio.
Exudado: incoloro.
Colonia sobre APD,
a25+0.2°C,10d
CK43 APD: 30 mm Aspecto: aterciopelado, elevada en el cen- Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
tro, surcos radiados. medio.
Color del micelio: centro verde-grisaceo,
borde rosa-grisaceo, areas blancas.
Exudado: incoloro y ambar.
AJV8:26 mm  Aspecto: aterciopelado. Color: marron-rojizo Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. medio.
AC: 12 mm Aspecto: aterciopelado, elevada. Color: Marrén-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d

Color del micelio: blanco-grisaceo.
Exudado: incoloro.

medio.

* Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD:

AJVS: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ¢ Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -
CAPITULO 111
Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK44 APD: 25 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marrén, borde Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. 1r0jizo. so.
Exudado: incoloro a &mbar oscuro.
AJVS8:24 mm  Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo.
AC: 12 mm Aspecto: aterciopelado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. medio.
) Exudado: incoloro y dmbar.
Colonia sobre APD,
a25+0.2°C, 10d
CK45 APD: 22 mm Aspecto: aterciopelado. Color: marron oscuro, Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. borde rojizo. medio.
Exudado: incoloro a ocre.
Zonacion.
AJVS8:30mm  Aspecto: granuloso, centro elevado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo
AC: 17 mm Aspecto: aterciopelado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al Se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C, 10d

Color del micelio: verde-grisaceo.
Exudado: incoloro.

medio.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al didmetro promedio, APD:

AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ° Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -
CAPITULO III
Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK46 APD: 25 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. medio.
Exudado: incoloro a ocre.
AJVS8:25mm  Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo, borde
r0jo oscuro.
AC: 18 mm Aspecto: granuloso. Color: marron. Solo visible en el rever- No se observo.
Color del micelio: gris. so.
Colonia sobre APD, Exudado: incoloro.
a25+0,2°C,10d
CK47 APD: 26 mm Aspecto: aterciopelado, deprimida en el Color: marrén oscuro. Solo visible en el rever- Se observo.
centro, surcos radiados. Surcos radiados. SO.
Color del micelio: verde oscuro con zonas
blancas.
Exudado: incoloro a ocre.
AJV8:26 mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marrén, borde Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: crema. r0jO OScuro. medio.
Exudado: incoloro y ambar.
AC: 15 mm Aspecto: granuloso, elevada. Color: marroén oscuro. Difundi6 pigmento al No se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C, 10d

Color del micelio: blanco.
Exudado: incoloro

medio.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ° Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -
CAPITULO 111
Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CS48 APD: 30 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron-rojizo. Solo visible en el rever- No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo, so.
Exudado: incoloro, amarillo palido y ma-
rrén.
Zonacion.
AJVS8:29mm  Aspecto: aterciopelado. Color: marron-rojizo. Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: crema. so.
Exudado: incoloro.
Colonia sobre APD, AC: 25 mm Aspecto: granuloso. Color: centro pardo, No produjo. No se observo.
a25+0,2°C, 10d Color del micelio: blanco. borde crema.
Exudado: incoloro.
CK49 APD: 33 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados, Color: marrén oscuro. Difundié pigmento al No se observo.
centro y margen elevados. Surcos radiados. medio.
Color del micelio: crema.
Exudado: incoloro y amarillo oscuro.
AJV8:25mm  Aspecto: aterciopelado, centro y margen Color: rojo oscuro. Difundié pigmento al No se observo.
elevados. medio.
Color del micelio: crema con tinte rosado.
AC: 17 mm Aspecto: aterciopelado. Color: centro marrén- Difundié pigmento al No se observo.

Color del micelio: centro marrén, borde

rojizo, borde blanco.

medio.

Colonia sobre APD,

a25+0,2°C, 10d blanco.

Exudado: incoloro y ocre.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -
CAPITULO 111
Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia” del reverso pigmento rojo*
CK50 APD: 25 mm Aspecto: aterciopelado, plegada, centro Color: marrén, borde Difundié pigmento al No se observo.
elevado. 1r0jizo. medio.
Color del micelio: verde-grisaceo, areas
blancas.
Exudado: incoloro.
AJVS8:30mm  Aspecto: aterciopelado. Color: verde con borde Difundi6é pigmento al No se observo.
Color del micelio: crema. 10jizZo. medio.
Exudado: incoloro.
Colonia so‘i)re APD, AC: 25 mm Aspecto: granuloso. Color: crema. No produjo. No se observo.
a25+0,2°C,10d Color del micelio: blanco. Zonacion.
CKS51 APD: 34 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados, Color: marrén, borde Difundié pigmento al Se observo.
centro elevado. rosa oscuro. medio.
Color del micelio: verde-grisiceo, tinte Surcos radiados.
rosado, centro crema.
Exudado: incoloro a amarillo palido.
AJVS8:30mm  Aspecto: aterciopelado. Color: marron. No produjo. Se observo.
Color del micelio: crema.
Exudado: incoloro.
) Zonacion.
Colonia sobre APD, -
AC: 25 mm Aspecto: granuloso. Color: pardo. No produjo. No se observo.

a25+0,2°C,10d

Color del micelio: blanco-grisaceo.
Exudado: incoloro.
Zonacion.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al didmetro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ° Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -
CAPITULO III
Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK52 APD: 45 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado, Color: marrén. Solo visible en el rever- Se observo.
surcos radiados. S0.
Color del micelio: verde oliva-grisaceo.
Exudado: incoloro.
AJVS8:25mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: verde.
Exudado: incoloro.
Colonia sobre APD, A mm gs)ll)(flc't(:l:e%lgrilrll;lcl:lsi:' centro blanco, borde :):(:;lc;); ;alanceunf;[cr:(i)no pardo. Noproduie e omserve
225+0,2°C, 10 d ‘ ’ dueeine.
verde.
CK53 APD: 33 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados. Color: verde oscuro. No produjo. No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. Surcos radiados.
Exudado: incoloro y ambar.
AJV8: 32mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marrén, borde Difundi6é pigmento al Se observo.
Color del micelio: gris. 10joO. medio.
AC: 30 mm Aspecto: granuloso. Color: centro marrén No produjo. No se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d

Color del micelio: blanco.
Exudado: incoloro.

oscuro, borde crema.

“Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD: agar papa dextrosa,

AJVS: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -
CAPITULO III
Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK54 APD: 32 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados. Color: verde oscuro. No produjo. No se observo.
Color del micelio: verde-grisiceo en el Surcos radiados.
centro, borde crema.
Exudado: incoloro y ambar.
AJVS8:28 mm  Aspecto: granuloso, centro elevado. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo.
Exudado: incoloro, ambar.
) AC: 15 mm Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Colonia sobre APD, Lo ,
Color del micelio: blanco, borde marrén
a25+0,2°C, 10d
oscuro.
Exudado: incoloro.
CS55 APD: 29 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: rosado. Surcos radiados. medio.
Exudado: incoloro.
AJV8:30mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron oscuro, Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: crema. borde rojizo. S0.
Exudado: incoloro y ambar oscuro.
AC: 27 mm Aspecto: granuloso. Color: marron-verdoso.  No produjo. Se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d

Color del micelio: crema.

Zonacion.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al didmetro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ° Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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CAPITULO III

Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK56 APD: 30 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados. Color: verde oscuro. No produjo. No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. Surcos radiados.

Exudado: incoloro y amarillo &mbar.

AJVS8:31 mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marrén, borde Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: anaranjado palido. 10jizZo. medio.

AC: 22 mm Aspecto: algodonoso. Color: centro marrén No produjo. No se observo.
Color del micelio: blanco, centro marron. oscuro, borde crema.

Exudado: incoloro.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d
CKS57 APD: 26 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. Surcos radiados.

Exudado: amarillo.

AJVS8:28 mm  Aspecto: granuloso, centro elevado. Color: verde oscuro, Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: crema. borde rojo. S0.
Exudado: incoloro, ambar y amarillo-
verdoso.
AC: 21 mm Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Colonia sobre APD, Color del micelio: crema.

a25+0,2°C,10d

* Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CK58 APD: 34 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados. Color: verde oscuro. No produjo. No se observo.
Color del micelio: crema-amarillento, bor-
de rosado.
Exudado: amarillo.
AJVS8:32mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron. No produjo. Se observo.
Color del micelio: rosa palido.
Exudado: incoloro y ambar.
AC: 26 mm Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Colonia sobre APD, Color del micelio: crema.
a25+0,2°C,10d
CK59 APD: 38 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados. Color: marr6n oscuro. Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. SO.
Exudado: amarillo.
AJV8:30mm  Aspecto: granuloso. Color: marrén, borde Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. r0jO OScuro. medio.
Exudado: incoloro, ambar y ocre.
AC: 21 mm Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro en el No produjo. No se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d

Color del micelio: crema.

centro, borde verde mas
claro.

“Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al didmetro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ° Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CS60 APD: 33 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados, Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
centro elevado. medio.
Color del micelio: rosado.
Exudado: incoloro.
AJV8:32mm  Aspecto: aterciopelado. Color: marrén, borde Solo visible en el rever- Se observo.
Color del micelio: crema. 10jo0. so.
Exudado: incoloro.
AC: 23 mm Aspecto: aterciopelado, centro deprimido. Color: marron. No produjo. No se observo.
Colonia sobre APD, Color del micelio: crema con tinte rosado. ~ Zonacion.
a25+0,2°C,10d Exudado: incoloro.
Zonacion.
CSé61 APD: 30 mm Aspecto: aterciopelado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: rosado. medio.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
AJV8:27mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: rojo oscuro. Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: marron claro, tinte rosado. medio.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
Colonia sobre APD, AC: 26 mm Aspecto: granuloso. Color: centro y borde No produjo. Se observo.

a25+0,2°C, 10d

Color del micelio: rosa palido.
Exudado: incoloro.
Zonacion.

marrén resto

crema.

oscuro,

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al didametro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJVS: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CS62 APD: 37 mm Aspecto: aterciopelado con pliegues radia- Color: marron con borde Solo visible en el rever- No se observo.
dos, centro elevado. 10jo. so.
Color del micelio: gris con areas rosadas,
centro blanco.
Exudado: amarillo palido.
AJV8:32mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marrén, borde Difundi6é pigmento al Se observo.
Color del micelio: anaranjado palido. rojo oscuro. medio.
Exudado: incoloro.
Colonia sobre APD, AC: 22 mm Aspecto: granuloso. Color: marrén, borde No produjo. Se observo.
a25+02°C, 10d Color del micelio: crema. crema.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
CS63 APD: 23 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado, Color: marrén, borde Difundié pigmento al No se observo.
surcos radiados. 10jizZo. medio.
Color del micelio: verde-grisiceo, area
central tinte amarillo, borde rosado.
Exudado: incoloro, ambar y ocre.
AJV8:34 mm  Aspecto: granuloso. Color: marron oscuro, Difundi6 pigmento al No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. zonas con tintes rojizos. medio.
Exudado: incoloro, ambar y ocre.
AC: 27 mm Aspecto: granuloso. Color: centro verde os- No produjo. No se observo.

Colonia sobre APD,
a25+0,2°C,10d

Color del micelio: blanco.

curo, borde crema.

* Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al diametro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; © Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CS64 APD: 31 mm Aspecto: aterciopelado con pliegues radia- Color: marron con borde Solo visible en el rever- Se observo.
dos, centro elevado. 10jo. so.
Color del micelio: gris con areas rosadas,
centro blanco.
Exudado: amarillo.
AJVS8:32mm  Aspecto: granuloso. Color: verde oscuro. No produjo. Se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo.
Exudado: incoloro.
Colonia sobre APD, AC: 28 mm Aspecto: granuloso. Color: marron. No produjo. Se observo.
a25+0,2°C, 10d Color del micelio: blanco, centro verdoso.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
CS65 APD: 33 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado, Color: marrén, borde Difundié pigmento al No se observo.
surcos radiados. 10jizZo. medio.
Color del micelio: crema, borde rosado.
Exudado: amarillo.
AJVS8:33mm  Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: verde oscuro, Difundié pigmento al Se observo.
Color del micelio: crema. borde rojo. medio.
Exudado: incoloro.
Zonacion.
Colonia sobre APD, AC: 28 mm Aspecto: granuloso. Color: marron. No produjo. Se observo.

a25+0,2°C,10d

Color del micelio: crema.
Exudado: incoloro.
Zonacion.

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; ° los valores obtenidos corresponden al didmetro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJVS: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ¢ Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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Aislamiento® Tamaifio de la Descripcion del anverso Descripcion Produccion de Fructificacion
colonia® del reverso pigmento rojo*
CS66 APD: 32 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados. Color: verde. No produjo. No se observo.
Color del micelio: verde-grisaceo. Surcos radiados.
Exudado: amarillo.
Zonacion.
AJV8:30mm  Aspecto: granuloso, centro elevado. Color: marrén oscuro, Difundié6 pigmento al Se observo.

Color del micelio: crema. borde rojo. medio.

Exudado: incoloro, &mbar y ocre.

AC: 26 mm Aspecto: granuloso. Color: marron, centro No produjo. Se observo.
Colonia sobre APD, Color del micelio: blanco. mas oscuro.
a25+0,2°C, 10d Exudado: incoloro.
Zonacion.
CS67 APD: 29 mm Aspecto: aterciopelado, surcos radiados. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: verde, tinte rosado. medio.

Exudado: incoloro.

AJVS8:26 mm  Aspecto: aterciopelado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.
Color del micelio: crema-amarillento. medio.
Exudado: incoloro y ambar.

AC: 15 mm Aspecto: aterciopelado, centro elevado. Color: marron-rojizo. Difundié pigmento al No se observo.

Color del micelio: amarillo-grisaceo. medio.

E : incoloro.
Colonia sobre APD, xudado: incoloro

a25+0,2°C,10d

“ Las siglas CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente; " los valores obtenidos corresponden al didmetro promedio, APD: agar papa dextrosa,
AJV8: agar jugo de 8 vegetales, AC: agar conejarina; ° Integrantes del grupo de trabajo lo identificaron como cercosporina.
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A manera de resumen, los aislamientos exhibieron colonias con diferentes tamanos tanto en APD,
como en AJV8 y AC, durante un periodo de incubacion de 10 dias, no detectandose mayores dife-
rencias entre ambas especies.

De igual modo, en APD predomino el tono verde-grisaceo, en cambio en AJV8 predomind el tono
crema. Por su parte, en AC, los tonos que se destacaron fueron los blancos, grises y cremas.

La mayoria de los aislamientos fructificaron en el medio AJVS, siendo APD el menos exitoso en
este sentido.

5. DISCUSION

Como ya se comentd en la introduccion, el cultivo de soja se ve afectado por enfermedades que
varian su intensidad en funcion del estado fenoldgico, la region, las condiciones climaticas de cada
campaia y las estrategias de manejo utilizadas.

El presente estudio tuvo como objetivo contribuir al conocimiento de dos de los fitopatogenos de
soja mas frecuentes, mediante el aislamiento y la caracterizacion fenotipica de los mismos.

Las llamadas “EFC”, se fueron transformando en factores limitantes para el optimo desarrollo del
cultivo en las regiones del pais que desde hace varios afios practican el monocultivo (Sillon, 2009).
En el periodo 2002 a 2008, la mancha marrén y el tizon foliar, fueron las enfermedades predomi-
nantes, pero a partir de las campanas agricolas 2008-2009 y 2009-2010 el aumento de la prevalen-
cia, incidencia y severidad de la MOR fue significativo en la mayoria de las regiones sojeras de
Cordoba, Santa Fe, Entre Rios y Buenos Aires. (Carmona y col., 2010; Sillon, 2010)

Durante la campafia 2005/2006 y 2006/2007 se obtuvo, en el laboratorio, la mayor cantidad de ais-
lamientos del hongo C. kikuchii a partir de plantas con sintomatologia de tizon de la hoja, hecho que
coincidié con la aparicion y el progreso de numerosas afecciones favorecidas por las abundantes
precipitaciones registradas durante ese periodo (Tabla III.1) (Distéfano y Gadban, 2009a).

Por el contrario, la campafia 2007/2008 se caracterizo por condiciones ambientales adversas para el
progreso de las enfermedades, con escasas lluvias durante los meses de noviembre y marzo en la
mayor parte del area productora de cultivo (Distéfano y Gadban, 2009b). Esto sumado a las heladas
tempranas, a mediados de abril, que hicieron estragos en el cultivo de soja, explicaria la disminu-
cion tanto en la recepcion de muestras como en la recuperacion del patogeno.

Durante la campafia 2008/2009, el aislamiento de C. sojina a partir de las plantas de soja recepcio-
nadas en el laboratorio, coincidi6é con la diseminacion de la enfermedad, en la mayor parte de la
zona sojera de la Region pampeana, con intensos ataques principalmente en las provincias de Cor-
doba y Santa Fe (Carmona y Scandiani, 2009).

Si bien el foco primario se detecto en el centro de Cérdoba (Distéfano, 2009), la enfermedad pro-
greso rapidamente abarcando un drea importante del oeste de la Provincia de Santa Fe debido, posi-
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blemente, a la cercania de los campos y a las lluvias que permitieron el desarrollo del cultivo y que
contrastaron fuertemente con la sequia de la zona centro y norte de la provincia (Sillon, 2009).

MOR es una enfermedad policiclica (con varios ciclos de infeccion durante la campafia) y los coni-
dios producidos por el hongo son diseminados por el viento y el salpicado de las Iluvias infectando
plantas sanas (Distéfano, 2009).

Los datos obtenidos en el presente estudio, revelaron que tanto la poblacion de C. kikuchii como de
C. sojina presentaron un alto grado de variacion fenotipica. Sobre medio APD, los aislamientos
flingicos mostraron colonias con diferentes aspectos macroscopicos, tanto en el color como en el
tamafio de las mismas. Estos resultados estan de acuerdo con los reportados por Almeida y col.
(2005), sobre aislamientos brasileros de C. kikuchii.

Con respecto a C. sojina, no se han encontrado datos, en la bibliografia, que corroboren la variabili-
dad fenotipica hallada. Por el contrario a lo observado en el presente trabajo, Luque (2010) informo
que, aislamientos seleccionados de distintas provincias, presentaron caracteres macromorfoldgicos
similares mostrando, sus colonias, colores en las distintas gamas del gris.

Debido al amplio rango de tamafios y la variedad de colores que presentaron las colonias tanto de C.
kikuchii como C. sojina, no se pudieron establecer diferencias macroscopicas, entre ambas especies,
que permitieran distinguirlas.

El pigmento rojo observado entorno a algunas colonias o difundido en el medio, fue causado por la
presencia de la cercosporina (Agarwal y Sinclair, 1997; Alaggia y col., 2010). Segun Daub y Chung
(2009) las condiciones ambientales afectan su produccion, siendo la luz el principal factor. También
influyen otros factores tales como la temperatura, los nutrientes y micronutrientes y las fuentes de
carbono o nitrogeno (Daub y Ehrenshaft, 2000).

Estudios realizados por Daub y Chung (2009) revelaron que esta toxina, es preferentemente sinteti-
zada en cultivos vegetativos y es reprimida cuando crece en AJV8, que es un medio de cultivo que
induce la conidiacion.

Con C. nicotianae encontraron que una delgada capa, menos de 15 mL de medio en una placa de
Petri, de APD (Difco) era el mejor medio para la produccion de cercosporina bajo luz y que otras
marcas de este medio o el elaborado con papas frescas u otro medio sintético reducian dicha pro-
duccion (Daub y Chung, 2009).

Por el contrario, en el presente trabajo, si bien la mayor cantidad de aislamientos produjeron cer-
cosporina en medio APD, el mismo fue elaborado en forma artesanal. No obstante, en AJV8, tam-
bién se observaron muchos aislamientos que la producian, ain cuando presentaron esporulacion.

Coincidentemente con Daub y Chung (2009), la produccion de cercosporina fue altamente variable

entre especies y entre aislamientos de una misma especie a pesar de que se respetaron las condicio-
nes de luz y temperatura para su incubacion.
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En general, los hongos pertenecientes al género Cercospora, asi como otros géneros similares, pre-
sentan una gran dificultad en esporular cuando se cultivan sobre medio artificial (Cadwell, 1994;
Avila de la Calle y col., 2004; Agrios, 2007; Quinteros Benitez y col., 2008). En este estudio la ma-
yoria de los aislamientos fructificaron en AJV8 coincidiendo con lo reportado por otros autores
(Daub y Chung, 2009).

No obstante, la informacion acerca de cual es el medio 6ptimo para el estudio de la esporulacion de
Cercospora es diversa y confusa, ya que no hay criterios uniformes entre los distintos autores. Este
hecho particular pone en evidencia la gran variabilidad "entre" y "dentro" de las especies pertene-
cientes a este género (Chen y col., 1992; Jenns y col., 1989; Salvador y Garrido, 1990; Brunelli,
2004; Cai, 2004).

El género Cercospora pertenece al grupo de hongos dematiaceos (de color oscuro), que poseen hi-
fas septadas pigmentadas de color verde oliva y marrén. Vale la pena mencionar que el nimero de
conidios, su tamafio y el nimero de septos se ven afectados tanto por el medio ambiente como por
los medios de cultivo utilizados (Cai, 2004). Yeh y Sinclair (1980) informaron diferencias en el
tamafio del conidi6foro y conidios de los aislados que estudiaron, incluso cuando se incubaron en
las mismas condiciones. Tanto Carmona y col., (2009) como Formento y de Souza, (2009) (datos
no publicados), encontraron conidiéforos y conidios de C. sojina de diferentes tamafios aunque los
conidios, siempre fueron mas cortos y anchos que los de C. kikuchii, los cuales se muestran frecuen-
temente como “latigos” largos y flexuosos. Pero a pesar de que en el presente trabajo también se
observo variabilidad en el tamafio de las estructuras, pudieron diferenciarse las especies C. kikuchii
y C. sojina por sus caracteristicas micromorfologicas.
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1. INTRODUCCION

1.1. ESTRUCTURA GENETICA DE POBLACIONES DE HONGOS
FITOPATOGENOS

En el mundo, las areas destinadas al cultivo de cereales y oleaginosas, ocupan grandes extensiones.
Sin embargo, un gran porcentaje de su produccion se ve afectado por organismos fitopatdogenos
entre los que se encuentran bacterias, hongos, nematodos, protozoarios, virus y plantas parasitas
(Staskawicz y col., 1995). Los dafios que ocasionan, derivan en grandes pérdidas econdomicas debi-
do a la disminucion del rendimiento de los cultivos (Villegas Fernandez, 2012).

En los ultimos afios los fitopatdlogos, han centrado su interés en el conocimiento de la estructura
genética de las poblaciones de los agentes patdogenos de plantas, a fin de implementar medidas de
control y erradicacion que sean eficaces y duraderas (McDonald, 1997).

Las principales estrategias que se emplean incluyen, entre otras, el uso de cultivares resistentes y/o
tolerantes, el tratamiento de semillas, la aplicacion foliar de fungicidas y el empleo de practicas
culturales tales como rotacion de cultivos y fechas entre otros (Arias y Andrian, 2009; Villegas Fer-
nandez, 2012). Sin embargo, estas estrategias no han resultado efectivas del todo (Johnson, 1984;
Gilligan, 2008; Moreno y col., 2008).

El uso de pesticidas para el control de plagas agricolas es una practica comun, pero las aplicaciones
continuas de estos, provocan la aparicion de resistencia en las poblaciones de hongos, siendo uno de
los problemas mas serios de la agricultura a nivel mundial (Staub, 1991; Imazaki y col., 2006; Brad-
ley, 2011; Zhang y col., 2012).

La estructura genética de las poblaciones esta determinada por la cantidad y distribucion de la va-
riacion genética dentro y entre poblaciones, refleja su historia evolutiva y su potencial para evolu-
cionar (McDonald, 1997). Su conocimiento es fundamental para saber con qué rapidez, un
patdgeno, se puede adaptar a los cambios en su medio ambiente para poder sobrevivir. Como ya se
comentd, en los ecosistemas agricolas, los cambios ambientales pueden deberse al uso de varieda-
des resistentes, aplicaciones de fungicidas quimicos, fertilizantes, irrigacion y rotacion de cultivos
(Manzo Sanchez, 2001).

Las poblaciones con un alto nivel de variabilidad genética pueden adaptarse rapidamente a estos

cambios, por lo tanto, tal informacion puede ser utilizada para predecir durante que periodo de
tiempo sera efectivo un método para control de fitopatdgenos.

1.2. METODOS PARA DETECTAR VARIABILIDAD GENETICA
EN HONGOS
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La variabilidad genética es un fendmeno comun en la naturaleza y se determina a través de las va-
riaciones del genotipo.

La medida directa de la variabilidad se logra a través del analisis del ADN de cada individuo de la
poblacion en estudio o de una muestra de ella, pero también puede obtenerse a partir del analisis de
la expresion de los genes contenidos en el ADN, pudiendo tratarse de una molécula, un proceso
fisiologico o una determinada estructura morfologica, controlados por los genes que se desean eva-
luar (Pérez, 2000).

1.2.1 MARCADORES GENETICOS

Los marcadores genéticos son herramientas importantes para el estudio de poblaciones. Funcionan
como senaladores de diferentes regiones del genoma y se los conoce en forma genérica como mar-
cadores moleculares (Picca y col., 2010). Son ampliamente utilizados en genética humana, vegetal,
animal y microbiana, ya que permiten evidenciar variaciones (polimorfismos) en la secuencia del
ADN entre dos individuos, ya sea que modifiquen o no su fenotipo.

Para que un caracter sea considerado un marcador genético debe mostrar una variacion experimen-
talmente detectable entre los individuos de la poblacion y un modo de herencia predecible segun las
leyes de Mendel. Esta variacion puede ser considerada, a diferentes niveles biologicos, desde cam-
bios fenotipicos significativos hasta la variacion de un solo nucleotido (Picca y col., 2010).

Un marcador ideal debe ser: altamente polimoérfico o variable dentro y entre especies, de herencia
mendeliana no epistatica (sin interaccion entre genes), insensible a los efectos ambientales, codomi-
nante, de rapida identificacion y sencillo de analizar (Cruz, 2010).

El desarrollo de técnicas moleculares ha permitido el andlisis del genoma y de las variaciones exis-
tentes, tanto en regiones que codifican productos génicos, como en aquellas cuyas funciones ain
permanecen desconocidas (Povh y col., 2008).

1.2.1.1. Tipos de marcadores genéticos
Los marcadores utilizados en el analisis genético pueden ser divididos en tres tipos:
1.2.1.1.1. Marcadores morfolégicos

Fueron los primeros en ser utilizados. Mendel usé entre otros, el caracter rugoso o liso de las semi-
llas para analizar la segregacion de los cruzamientos de arvejas. Por su parte, en 1952, Rick desarro-
116 uno de los mapas genéticos mas completos en tomate utilizando caracteres morfologicos
(Alvarez Gil, 2011).

Estos marcadores son de uso limitado en el mejoramiento genético de vegetales, principalmente
porque su expresion puede estar influenciada por el ambiente o por factores genéticos (por ejemplo,
epistasis o genes modificadores), lo que altera el fenotipo de la planta e interfiere en el mejoramien-
to (Masuelli, 1999).
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1.2.1.1.2. Marcadores bioquimicos
Los marcadores bioquimicos mas utilizados son las proteinas de reserva de la semilla y las isoenzimas.

Las primeras, por tener distinto peso molecular (PM) y carga, se pueden separar por electroforesis
en geles de poliacrilamida y tefiir con un colorante para proteinas. Las bandas que se obtienen son
producto de la expresion de genes y se analizan como marcadores genéticos (Masuelli, 1999).

Las isoenzimas consisten en moléculas de proteina que poseen cargas diferentes y pueden separarse
aplicando electroforesis. Estas enzimas catalizan reacciones bioquimicas especificas por lo tanto, al
separarlas en geles de almidon y poliacrilamida, agregarles el sustrato y los cofactores apropiados,
se produce una reaccion bioquimica que reduce una sustancia coloreable, la que se deposita como
una banda en el gel. Estas bandas se pueden analizar como marcadores genéticos (Masuelli, 1999).

Su aplicacion esta dirigida a la cuantificacion de heterocigosis y otras medidas de variacion genética
intra ¢ interpoblacional. Han sido aplicadas exitosamente para evaluar y entender aspectos de la
biologia evolutiva como los sistemas de reproduccion y patrones de fecundacion cruzada, relaciones
entre fenotipo y ambiente, filogenia e interacciones planta-animal (Perez-Nasser y Pifiero, 1997).
También han resultado ser de gran valor en estudios de mejoramiento tanto en poblaciones naturales
como en plantaciones de arboles y contintan siendo utiles en estudios a gran escala de la estructura
poblacional y en relacion con la resistencia a plagas y enfermedades (Azofeifa-Delgado, 2006).

En la actualidad los marcadores bioquimicos han sido reemplazados en gran medida por otros tipos
de marcadores genéticos; entre sus principales desventajas se pueden citar el menor nivel de detec-
cion y que al ser productos de la expresion génica, se ven afectados por modificaciones postrans-
cripcionales del ARN o postransduccionales de las proteinas (Masuelli, 1999). Sin embargo, las
proteinas de reserva se siguen utilizando en la identificacion de especies y variedades pertenecientes
a la misma especie (Picca y col., 2010).

1.2.1.1.3. Marcadores moleculares

Dentro del tercer grupo de marcadores se encuentran aquellos que detectan polimorfismo a nivel del
ADN. Existen diferentes técnicas basadas en biologia molecular que permiten detectar variabilidad
en la secuencia de ADN. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la digestion del ADN con
enzimas de restriccion, la separacion electroforética de los fragmentos de ADN, la aplicacion de
sondas marcadas y las hibridizaciones son algunas de las técnicas que permiten obtener un nimero
virtualmente ilimitado de marcadores moleculares y cubrir la totalidad del genoma de un organismo
(Piccay col., 2010).

1.2.1.1.3.1. Marcadores moleculares basados en la amplificacion del ADN mediante la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR)
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Durante los tltimos afios se ha desarrollado una gran variedad de marcadores moleculares a fin de
facilitar el analisis de genomas complejos, entre estos se destacan los basados en la PCR (Mullis y
col., 1986; Torres Tejeda y Baca, 1995).

1.2.1.1.3.1.1. ISSRs “Inter Simple Sequence Repeats”

Los ISSRs son marcadores genéticos que permiten obtener los niveles de variacidon en las regiones
microsatélites que se encuentran dispersas en varios genomas, particularmente el nuclear. Estas re-
giones consisten en repeticiones en “tandem” de motivos simples como (CT), o (CA),, ubicadas
entre secuencias no repetitivas del genoma nuclear eucarionte. La longitud de las secuencias de mi-
crosatélites tiende a ser altamente variable entre individuos debido a las altas tasas de mutacion que
experimentan (Gonzalez y Aguirre, 2007).

Estos marcadores también han sido llamados “microsatellite-primed PCR”, o MP-PCR, por ser re-
giones del genoma, entre microsatélites, especificamente amplificadas (Meyer y col., 1993; Lurd y
col., 2011).

La molécula generada, con un PM determinado, se considera un “locus” que representa el segmento
de ADN entre los microsatélites. Se asume que existen dos alelos por “locus”. Las bandas de ISSRs
son consideradas marcadores dominantes. La presencia de una banda representa el genotipo domi-
nante (homocigota o heterocigota), mientras que su ausencia representa el genotipo homocigota
recesivo (Gonzéalez y Aguirre, 2007).

Los ISSRs frecuentemente amplifican entre 25 a 50 bandas en una sola reaccion, las que se pueden
visualizar tanto en geles de agarosa como de acrilamida. Este patron caracteristico de productos de
PCR se considera la “huella digital genética” de cada uno de los individuos analizados (Gonzalez y
Aguirre, 2007).

1.2.1.1.3.1.2. RAPD “Random Amplified Polymorphic DNA”

Esta técnica consiste en la amplificacion de segmentos de ADN a través del uso de un oligonucleo-
tido (ADN monohebra de 10 pares de bases), de secuencia aleatoria o arbitraria, con un contenido
de GC de 50-80% sin secuencias palindromicas (Williams y col., 1990).

El nimero de fragmentos de ADN amplificados es dependiente del oligonucleotido y del ADN ge-
némico empleados. Las condiciones de la reaccion de PCR limitan el tamafio de los mismos entre
100-3000 bp (Bonell, 2000).

El polimorfismo entre los individuos resulta de las diferencias en las secuencias de hibridizacion de
los oligonucledtidos y se comporta como marcador genético del tipo dominante (Azofeifa-Delgado,
2006).

1.2.1.1.3.2. Marcadores moleculares basados en la digestion con endonucleasas (enzimas de

restriccion)
1.2.1.1.3.2.1. RFLP “Restriction Fragment-Length Polymorphisms”
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La aplicacion de endonucleasas de restriccion permite estudiar el polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP).

Los diferentes patrones de bandas intra o interespecie, pueden deberse a sustituciones de bases en los
lugares de restriccion, a inserciones o deleciones de ADN o al reordenamiento de secuencias (Fontde-
vila y Moya, 1999).

Los RFLPs proporcionan marcadores codominantes que se han utilizado en la realizacion de mapas de
ligamiento, estudios de segregacion y paternidad; es una técnica robusta y facil de aplicar (Picca y col.,
2010).

1.3. ESPACIADORES DE TRANSCRIPCION INTERNA: ITS “Internally
transcribed spacers”

El empleo del ADNr es especialmente util en estudios taxondmicos y filogenéticos, debido a la dife-
rente evolucion que presentan las distintas regiones que lo componen o, dicho de otra manera, a que
la tasa de sustitucion nucleotidica presenta ritmos diferentes en las distintas regiones (Martinez Cu-
lebras, 1999).

La subunidad pequefia (18S) es la que presenta una tasa de evolucion mas baja y seria ttil para el
estudio de organismos muy divergentes. La subunidad mayor (26S) muestra una tasa de evolucion
mas rapida que la anterior, presentando algunas regiones determinadas con mayor variabilidad, que
pueden utilizarse para discriminar entre especies. El gen 5.8S muestra una variabilidad parecida a la
subunidad pequefia, pero su menor tamafio dificulta el estudio de organismos muy divergentes. Por
ultimo, las zonas espaciadoras son las mas variables y ttiles para el estudio de organismos que se
encuentran proximos en la filogenia (Martinez Culebras, 1999).

La variabilidad hallada en estas regiones (ITS1 e ITS2) puede usarse para discriminar tanto entre
especies proximas, como entre variedades de la misma especie.

1.4. SECUENCIACION DE ADN

Los métodos de secuenciacion permiten, de manera simple y rapida, determinar la secuencia nu-
cleotidica de cualquier fragmento de ADN (Rodriguez Tarduchy y Santiago Martinez, 2003).

1.5. METODOS DE ANALISIS FILOGENETICOS

1.5.1. ANALISIS DE AGRUPAMIENTOS (“CLUSTERING”)

El agrupamiento de datos o “clustering”, también conocido como analisis de conglomerados, es una
técnica de andlisis estadistico. Su objetivo es clasificar objetos similares en diferentes grupos, o mas
precisamente, la particion de un conjunto de datos en sub-conjuntos (“clusters”) disjuntos, de tal
forma que los datos de cada uno de ellos, compartan algin rasgo en comtn. Es decir, que se forman
grupos en los cuales los objetos que se encuentren dentro de dicho grupo sean similares entre si y
objetos que se encuentren en diferentes grupos sean lo mas disimiles posibles (Pefia, 2002).
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Existen diferentes enfoques para las técnicas de “clustering”, entre los que se encuentran los Algo-
ritmos particionales, que construyen varias particiones y las evalian siguiendo algln criterio y los
Algoritmos jerarquicos, que crean una jerarquia que descompone el conjunto de datos usando algin
criterio (Johnson y Wichern, 1999).

Entre los métodos particionales se encuentra “Fuzzy Analysis” (FANNY) basado en principios de
logica difusa que asigna a cada elemento un grado de pertenencia a la agrupacion. El concepto de
probabilidad juega un rol fundamental. El algoritmo combina la eleccion optima de la cantidad de
conglomerados (k) y el parametro r relacionado con el grado de difusividad o “membership expo-
nent” y asociado a la fuerza de la pertenencia al “cluster” (Kaufman y Rousseeuw, 2008).

En lugar de demostrar que un objeto en particular pertenece al “cluster” 1, FANNY establece que
un objeto pertenece en un 90% al “cluster” 1, en un 5% al “cluster” 2 y en un 5% al “cluster” 3;
indicando que es mas probable que el objeto pertenezca al “cluster” 1 pero que existen dudas a fa-
vor de los “cluster” 2 y 3 (Kaufman y Rousseeuw, 2008)

Entre los métodos jerarquicos se encuentra el algoritmo “Aglomerative Nesting Hierarchical Cluste-
ring Algorithm” (AGNES).

En AGNES, en el primer paso del algoritmo, los dos objetos mas cercanos son unidos, dejando n-1
“cluster”, uno de los cuales contiene dos objetos y los restantes aun tienen uno solo. En todos los
sucesivos pasos, los dos “clusters” mas cercanos son fusionados entre si. Se construyen “clusters”
jerarquicos aglomerativos y existen formas de medir la disimilaridad entre los mismos. Entre ellos
se encuentra el método de Ward (“Ward’s method”) que se aplica para datos de tipo cuantitativo
(Ward, 1963; Kaufman y Rousseeuw, 2008)

Este algoritmo permite presentar dos tipos de graficos: el Dendrograma y el Banner.

También brinda un coeficiente que indica la consistencia de los “clusters” denominado “Agglome-
rative Coefficient” (AC) que es un niimero adimensional entre 0 y 1. El AC puede ser comparado
con el Coeficiente “Silhouette” (SC) obtenido con los algoritmos particionales, como FANNY
(Kaufman y Rousseeuw, 2008).

1.5.2. MEDIDAS DE ASOCIACION Y DISTANCIA

Para describir el grado de parecido que hay entre individuos es necesario medir el grado de similitud.
Hay dos tipos de medidas: los indices de similaridad y las distancias. Los primeros miden el grado
de similitud, es decir, si los individuos frente a un conjunto de variables coinciden o no en sus ca-
racteristicas. Las segundas miden el grado de disimilitud, cuanto mas parecidos son dos individuos

menor serd su distancia, estos dos indices estin relacionados: distancia = 1 — similaridad.

Dos de los indices que comparten el criterio de similaridad son Jaccard y Dice.
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Coeficiente de Jaccard: es la proporcion de caracteres presentes que comparten, respecto al total de
caracteres presentes en los dos individuos.

Coeficiente de Dice: es la proporcion de caracteres copresentes respecto al promedio de los caracte-
res presentes en cada individuo.

En el andlisis de la informacion a partir de bandas, primero se codifica la informacion, luego se
construye la matriz de datos y posteriormente se calculan las matrices de asociacion de Jaccard y
Dice (Winzer y col., 2010).

1.5.3. REPRESENTACION GRAFICA DE UNA CLASIFICACION JERARQUICA: EL
DENDROGRAMA

La representacion grafica de una clasificacion jerarquica es un dendrograma o arbol jerarquico (que
puede ser o no enraizado seguin se hipotetice o no acerca de un ancestro comun a todo el arbol) que
indicara como se van asociando los individuos objeto del analisis, a medida que disminuye el grado
de semejanza entre ellos. Estos arboles generalmente van acompafiados por un eje que indica la dis-
tancia y/o similaridad a la que se han producido las diferentes uniones y que se denomina indice de
jerarquia. Para dividir o clasificar los individuos en grupos distintos bastara trazar una linea recta para
un valor de indice determinado y observar los “clusters” constituidos por debajo de dicho valor, igno-
rando los agrupamientos que se producen a un valor superior (Figura IV.1) (Bramardi, 2007).

Cluster 2

distancia

Cluster 3

1Cluster 1

objeto

Figura. IV. 1. Dendrograma o arbol jerarquico sin raiz. Esquema que lo representa
Fuente: http://biplot.usal.es/ ALUMNOS/CIENCIAS/2ESTADISTICA/MULTIVAR/cluster.pdf

Las distancias entre taxas en un arbol de estas caracteristicas son ultramétricas, ya que se represen-
tan equiespaciadas de los puntos de union.
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Los algoritmos para la obtencion de dendrogramas tienen siempre como primer paso transformar la
disimilaridad original en ultramétrica. Existen diversas formas de realizar tal transformacion, lo que
da origen a diferentes métodos de construccion de arboles, conocidos generalmente como métodos
de agrupacion.

Entre los métodos de encadenamiento mas difundidos se encuentra UPGMA (“Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean”) (Bramardi, 2007).

1.5.4. “BOOTSTRAP”

Uno de los indices mas utilizados para medir la estabilidad o grado de apoyo de los clados de los
arboles obtenidos es el “Bootstrap” o técnica de remuestreo (Arnedo y Carranza, 2011). Este test
estadistico ha sido propuesto para estimar los limites de confianza de las ramas internas de un den-
drograma (Felsenstein, 1985). Desde el punto de vista puramente estadistico, el “bootstrap” es un
método para estimar varianzas, intervalos de confianza y otras caracteristicas de ciertos estadisticos
cuando no se conoce o es dificil de establecer, la distribucidén de las muestras (Efron, 1987). Con
este fin, se asume que la muestra inicial representa fielmente las caracteristicas del universo al que
representa, por lo que en lugar de obtener mas muestras de dicho universo, pueden generarse nuevas
muestras a partir de la original por remuestreo de la misma (Arnedo y Carranza, 2011).

2. OBJETIVOS

e Caracterizar molecularmente la poblacion de cepas de Cercospora, aisladas de soja, median-
te: a) la amplificacion de las regiones entre microsatélites (ISSR-PCR); b) RAPD-PCR vy ¢)
la amplificacion, por PCR, de regiones intergénicas (ITS) del ADNr, su posterior analisis
mediante RFLP (RFLP-PCR) y su secuenciacion.

e Establecer la relacion filogenética entre los aislamientos obtenidos.

e Confeccionar un "mapa" delimitando regiones segun las diferentes especies o los clones de
una misma especie.

3. MATERIALES Y METODOS

Las técnicas clasicas de Biologia Molecular se llevaron a cabo segin los protocolos propuestos por
Innis y Gelfand, (1990).

3.1. AISLAMIENTOS FUNGICOS

Se trabajo con cultivos monospoéricos de los aislamientos regionales de C. kikuchii y C. sojina y las
cepas pertenecientes a la coleccion japonesa NITE Biological Resource Center (NBRC), C. kikuchii
NBRC 6711 y C. sojina NBRC 6715.
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3.2. EXTRACCION DEL ADN TOTAL DEL HONGO

Cada aislamiento se sembr6 sobre sendas estrias de APD y se incub6 durante 4 dias a 26 + 0.5°C
bajo ciclos alternados de luz (16 h de luz fria y 8 h de oscuridad) (Salvador y Garrido, 1990; Mattio
y col., 2008). A continuacion, se les agregd 5 mL de agua estéril y se raspo la superficie de la colo-
nia con un ansa, a fin de desprender los elementos fingicos. La suspension (10°-10° UFC/mL) se
agregd a 100 mL de medio MLC (medio de cultivo para Colletotrichum) (Bundie y col., 1999; Ma-
ttio y col., 2008; Latorre Rapela y col., 2011) y se incubd, durante 48 h, manteniendo las condicio-
nes descritas anteriormente, en agitacion orbital (Orbital Shaker, Forma Scientific, Inc.) a 180 rpm.
El micelio se recogi6 sobre un filtro de tela de nylon (200 um de diametro de poro) y se seco6 con la
ayuda de papel absorbente hasta eliminar la humedad. Una vez seco, se estiré formando una capa lo
mas fina posible. Posteriormente se llevo a sequedad en estufa a 37 + 0,2°C hasta pesada constante.
Una vez seco, el micelio, se triturd en un mortero hasta obtener un polvo fino.

Para la extraccion de ADN total, se trabajo de acuerdo al protocolo de Lee y Taylor, (1992) con las
modificaciones propuestas por Di Conza y col. (2007).

El micelio pulverizado del hongo (0,06 g) se tratd con 600 pL de buffer de lisis [Tris-HCI (pH 7,2)
0,05 M, EDTA 0,05 M, SDS 3%, 2-mercaptoetanol 1%] y 60 pL de sarkosyl (10%). La suspension
se incub6 a 65°C durante 1 h y se afadio 200 pL de acetato de potasio 5 M y 100 pL de cloruro de
sodio 4 M. Después de homogeneizar invirtiendo 10 veces, la suspension se colocé en hielo por 10
min. A continuacion se centrifugé a 12000 rpm durante 10 min, la fase superior se transfirié a un
nuevo tubo y se le agregd igual volumen de una solucion de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1). La suspension se mezcld por inversion hasta observar emulsion, se centrifugd durante 5
min a 13000 rpm y luego se trasvaso, cuidadosamente, la fase acuosa a otro tubo. La extraccion con
fenol-cloroformo-isoamilico se realizoé dos veces. A continuacion se adiciond igual volumen de una
solucion de cloroformo-isoamilico (24:1, v/v) y se mezcld por inversion hasta la formacion de una
emulsion. Se centrifugd por 5 min a 13000 rpm. La fase acuosa fue recuperada y el ADN precipita-
do con el agregado de 0,7 volumenes de isopropanol. El tubo se incubd a temperatura ambiente por
20-30 min y el ADN se obtuvo por centrifugacion a 13000 rpm durante 15 min. El pellet se lavo
con 500 pL de etanol 70% (previamente enfriado a -20°C) y se sec6 completamente a 37°C. Final-
mente el ADN fue solubilizado en 100 pL de agua milliQ, tratado con 1 uL. RNAsa (Promega, 10
mg/mL) y almacenado a -20°C. El ADN se cuantifico leyendo la absorbancia en espectrofotometro
(A260) y su calidad se evalué mediante electroforesis sumergida horizontal en geles de agarosa al
0,8% w/v (Sambrook y col., 1989).

3.3. AMPLIFICACION DE LAS REGIONES ENTRE MICROSATELITES
(ISSR-PCR)

La amplificacion de las regiones entre microsatélites (ISSR-PCR) del genoma de cada aislamiento
se llevo a cabo seglin lo propuesto por Longato y Bonfante (1997), utilizandose los siguientes oli-
gonucleotidos (FAGOS/Ruralex, Argentina):
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(CAC)s: 5’-CACCACCACCACCAC-3’
(GTG)s: 5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’
(GACA)4: 5-GACAGACAGACAGACA-3

La mezcla de reaccion, con un volumen final de 50 pL, consistido en aproximadamente 20 ng de
ADN y 5 pL de buffer de reaccion (InbioHighway, Argentina) con 1,5 mM MgCl,, | mM de cada
dNTPs (InbioHighway, Argentina), 100 pmol de oligonucledtido y 1 U de Tag ADN polimerasa
(InbioHighway, Argentina) (5 U/uL). Al final de la reaccion se agrego aceite mineral (15 pL). Los
ensayos control se llevaron a cabo sin adicion de ADN. La reaccion de amplificacion se realizo en
un MJ Research Thermal Cycler programado de la siguiente manera:

Con los oligonucledtidos (CAC)s y (GACA)4, un ciclo de 1 min a 94°C seguido de 27 ciclos de 1
min a 94°C, 1 min a la temperatura de “annealing” especifica para cada oligonucleotido, 57°C y
52°C respectivamente y 4 min a 72°C. Finalmente la temperatura de extension fue de 72°C durante
7 min (Bornet y Branchard, 2001).

Con el oligonucledtido (GTG)s, se comenzd con una temperatura de “annealing” de 70°C, disminu-
yendo de a 2°C cada dos ciclos subsecuentes hasta 55°C y 25 ciclos mas de 55°C. La temperatura
de extension fue de 72°C (Longato y Bonfante, 1997; Lura y col., 2011).

Los productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis sumergida horizontal en
geles de agarosa de 2,2 % w/v con TBE 0,5x (Tris-borato 0,089 M, EDTA 0,002 M) (Sambrook y
col., 1989). El tiempo de corrida fue de 3 h, con un voltaje constante de 100 V. La tincion del gel se
realizo con Bromuro de Etidio. Los marcadores de PM utilizados fueron: Lambda
DNA/EcoRI+HindIII (Promega) y 100-bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina).

Todas las reacciones se realizaron por duplicado y se incluyeron Penicillium sp. y Cladosporium sp.
como géneros diferentes.

3.3.1. RELACIONES FILOGENETICAS Y ARBOLES OBTENIDOS CON LA TECNICA
ISSR-PCR

Los perfiles de bandas obtenidos con cada uno de los 3 oligonucledtidos ensayados, se fotografiaron
y analizaron con el equipo Gel Doc XR System (BIORAD-Life Science Cat. # 170-8170) usando el
Software Quantity One para determinar la similitud entre hongos; la matriz de distancia se obtuvo
aplicando el algoritmo de Dice (D) y se representd graficamente por medio de un dendrograma uti-
lizando UPGMA. Para comprobar la fiabilidad del dendrograma, se realizdo un procedimiento de
remuestreo por el método de “bootstrap”, donde se realizaron 1000 réplicas mediante el Programa
WinBoot. Los valores de “bootstrap” obtenidos se sefialaron en los nodos del arbol. Se considero
que valores menores al 50% no tenian soporte estadistico y como valores significativos se conside-
raron los mayores o iguales al 70% (Martinez Castilla, 2007).
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3.3.2. DISTRIBUCION ESPACIAL Y TEMPORAL DE LOS AISLAMIENTOS GENETI-

CAMENTE RELACIONADOS

Los grupos formados por los aislamientos genéticamente relacionados, en base al dendrograma ob-
tenido con el oligonucledtido (GTG)s se volcaron sobre un plano de la provincia de Santa Fe, de
manera de visualizar la distribucion espacial y temporal de los mismos.

3.4. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS MEDIANTE RAPD-PCR

Para estudiar la variabilidad genética entre las especies de Cercospora, se realizaron reacciones de
RAPD segtin la metodologia propuesta por Williams y col. (1990), utilizando veinte oligonucledti-

dos de la serie OPA (FAGOS/Ruralex, Argentina) (Tabla IV.1).

Tabla I'V.1. Oligonucleotidos utilizados en la reaccion de RAPD

Oligonucleétido Secuencia
OPA-01 5’-CAGGCCCTTC-3’
OPA-02 5’-TGCCGAGCTG-3’
OPA-03 5’-AGTCAGCCAC-3’
OPA-04 5’-AATCGGGCTG-3’
OPA-05 5’-AGGGGTCTTG-3’
OPA-06 5’-GGTCCCTGAC-3’
OPA-07 5’-GAAACGGGTG-3’
OPA-08 5’-GTGACGTAGG-3’
OPA-09 5’-GGGTAACGCC-3’
OPA-10 5’-GTGATCGCAG-3’
OPA-11 5’-CAATCGCCGT-3’
OPA-12 5’-TCGGCGATAG-3
OPA-13 5’-CAGCACCCAC-3’
OPA-14 5’-TCTGTGCTGG-3’
OPA-15 5’-TTCCGAACCC-3’
OPA-16 5’-AGCCAGCGAA-3’
OPA-17 5’-GACCGCTTGT-3’
OPA-18 5’-AGGTGACCGT-3’
OPA-19 5’-CAAACGTCGG-3’
OPA-20 5’-GTTGCGATCC-3’

OPA: oligonucleotidos serie Operon
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La mezcla de reaccion fue preparada para un volumen total de 50 puL. conteniendo: 2,5 mM de Clo-
ruro de Magnesio, 125 uM de cada uno de los ANTP (Inbiohighway), 1 uM de oligonucleotido, 5 U
de Tag ADN polimerasa (Inbiohighway) y 20 ng de ADN por reaccion. La amplificacion fue lleva-
da a cabo utilizando un MJ Research Thermal Cycler en las siguientes condiciones: 1 ciclo de 5 min
a 95°C, 40 ciclos de 75 s a 94°C, 90 s a 36°C y 150 s a 72°C y un ciclo final de 10 min a 72°C. Los
productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis sumergida horizontal en geles
de agarosa al 1,5 % w/v con TBE 0,5x (Tris-borato 0,089 M, EDTA 0,002 M). El tiempo de corrida
fue de 180 min, con un voltaje constante de 100 V. La tincion del gel se realizé con Bromuro de
Etidio (Sambrook y col., 1989). Los marcadores de PM utilizados fueron: Lambda
DNA/EcORI+HIndIII (Promega) y 100-bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina). Los perfiles de
bandas obtenidos fueron fotografiados y analizados con el equipo Gel Doc XR System (BIORAD-
Life Science Cat. # 170-8170) usando el Software Quantity One para determinar la similitud entre
hongos.

Se efectud un control negativo (sin ADN) a fin de descartar contaminacion de los reactivos.

Todas las reacciones se realizaron por duplicado y se incluyeron Penicillium sp. y Cladosporium sp.
como géneros diferentes.

3.4.1. RELACIONES FILOGENETICAS Y ARBOLES OBTENIDOS

Para cada una de las imagenes resultantes de los ensayos con cada oligonucle6tido usado, se cons-
truy6 una matriz con 0 y 1 correspondientes a ausencia y presencia de banda, respectivamente, lo-
grandose un total de N=18 matrices binarias, mx21 (donde N representd la cantidad de
oligonucleétidos que amplificaron, m las bandas obtenidas y 21 el total de hongos analizados).

A partir de estas matrices, se obtuvieron las matrices de distancia entre los hongos (mx21), con el
Coeficiente de Jaccard, disefiado para variables binarias asimétricas (Tabla IV.2) (Johnson y Wi-
chern, 1999; Everitt y Hothorn, 2009; Cuadras, 2011).

Tabla IV.2. Tabla de contingencia que resume las coincidencias en la presencia / ausencia de ban-
das entre los pares de hongos

H .
ongol Total
0
1 a b atb
H .
ongot d c+d
Total atc b+d at+b+c+d

Letras i y j: corresponden a hongos diferentes si 1 #j y al mismo hongo si i = j; 1: presencia de bandas; 0:
ausencia de bandas; a, b, c y d son las frecuencias'.

" El coeficiente de distancia esta dado por J=a/ a+b+c
donde a representa dos presencias (1:1), b representa presencia-ausencia (1:0) y ¢ ausencia-presencia (0:1). Se elimina
del célculo el resultado de dos ausencias (0:0) (Digby y Kempton, 1987).
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Una vez obtenidas las 18 matrices de distancia, se calculd una matriz de distancia promedio (mx21)
y se realizo el analisis de correspondencia (Biplot) con el software R version 2.10.1 a fin de selec-
cionar los oligonucledtidos que presentaran caracteristicas diferentes (Hair y col., 1999; Torgo,
2003).

Finalmente se aplicaron algoritmos de agrupacion (FANNY y AGNES) para generar el dendrograma.
En la Figura I'V.2 se resume el proceso:

M atriz inicial de dates bl atriz de similanid ad Estructura arborescente
Criterio de similaridad Algoritmo de agrupacian

Figura IV.2. Esquema que representa el proceso para generar el dendrograma
Fuente: Hair y col., 1999; Torgo, 2003

Una vez seleccionados los oligonucledtidos, las reacciones de RAPD se llevaron a cabo con el total
de la poblacion de hongos aislados (n=52) y las dos cepas patrones (C. kikuchii NBRC 6711 y C.
sojina NBRC 6715).

De manera semejante a la descrita anteriormente, para cada uno de los perfiles de bandas obtenidos,
se construy6 una matriz con 0 y 1 correspondientes a ausencia y presencia de bandas, respectiva-
mente, obteniéndose un total de 4 matrices binarias, mx54, donde 4 fue la cantidad de oligonucle6-
tidos considerados, m las bandas obtenidas y 54 el total de hongos analizados. A partir de estas
matrices, se obtuvieron las matrices de distancia (mx54) con el Coeficiente de Jaccard' (Johnson y
Wichern, 1999; Everitt y Hothorn, 2009).

Una vez obtenidas las cuatro matrices, se calculd la matriz de distancia promedio (mx54), esencial
para aplicar técnicas de “clustering” (Pefia, 2002; Bolshakova y Azuaje, 2003; Abonyi y Feil,
2007).

A fin de comparar la concordancia entre los resultados, se aplicaron el algoritmo de particion
FANNY vy el algoritmo jerarquico AGNES. En este ultimo caso, la distancia entre “clusters” (k) fue
analizada por el método de Ward (Ward, 1963).

La calidad de los “clusters” obtenidos con FANNY, se evaludé mediante el Coeficiente Silhouette

(SC) y en el caso del algoritmo AGNES se aplico el Coeficiente de Aglomeracion (AC) (Kaufman y
Rousseeuw, 2008).
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Los datos fueron procesados con la version 2.10.1 del software R (Torgo, 2003)2.

3.5. AMPLIFICACION POR PCR DE LAS REGIONES INTERGENICAS
(ITS) DE ADNr. PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Para la amplificacién de la region ITS del ADNr se utilizaron los oligonucleotidos ITS 4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS 5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) (FA-
GOS/Ruralex, Argentina) (White y col., 1990; Siboe y col., 2000).

La reaccion fue llevada a cabo en un volumen final de 50 pL, que incluia 5 uL. de buffer 10x (In-
bioHighway, Argentina), 5 uL. de cada uno de los ANTP 10 mM (InbioHighway, Argentina), 2,5 uL.
de cada oligonucleotido, ITS-4 ¢ ITS-5 (10 uM), 50 ng de ADN gendémico, 0,5 uL de Tag ADN
polimerasa 5000 U/mL (InbioHighway, Argentina) y 4 pL. de MgCl, 25 mM. La mezcla se homo-
geneiz6 suavemente y centrifugoé a fin de que se depositara en la parte inferior del tubo. Luego se
cubri6 con 15 pL de aceite mineral estéril. La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en un ter-
mociclador MJ Research Thermal Cycler, programado de la siguiente manera: una desnaturaliza-
cion inicial a 95°C por 5 min y 34 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, hibridaciéon a 55°C
por 1 min, extension de la cadena a 72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 10 min.

Los ensayos de control se realizaron sin el agregado de ADN, en su lugar se adiciono igual volumen
de agua Milli-Q.

La concentracion de ADN fue determinada por electroforesis sumergida horizontal (buffer TBE
0,5x) en geles de agarosa 0,8% a 100 V (Sambrook y col., 1989), por comparacion con el 100-bp
DNA Ladder (InbioHighway, Argentina) usado como marcador de PM.

Los productos de PCR amplificados fueron extraidos del gel de agarosa y purificados con el “Kit”
Wizard SV Gel & PCR Clean Up System (Promega, Cat.#A9281).

3.5.1. DIGESTION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS Y PURIFICADOS
MEDIANTE ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Una vez purificados los productos de PCR amplificados, se digirieron con las siguientes endonu-
cleasas de restriccion: Haelll, EcoRI, HindIII, Ddel, Hinfl y Rsal (Promega).

Para la reaccion de restriccion se mezclaron 2,5 pL del producto amplificado, 2 pL de bufter especi-
fico para la enzima, 0,2 pL. de BSA (“Bovine Serum Albumin”) y 0,5 pL de la enzima, con un vo-
lumen final de 20 pL.

Todas las reacciones de digestion se incubaron a 37°C durante 3 h, segun las instrucciones del fabri-
cante y se resolvieron mediante electroforesis sumergida horizontal en geles de agarosa 3%. Los geles
fueron tefiidos con Bromuro de Etidio, fotografiados y analizados con el equipo Gel Doc XR System
(BIORAD-Life Science Cat. # 170-8170) usando el Software Quantity One (Siboe y col., 2000).

% Se trabajé en colaboracion con docentes del Departamento de Matematicas de la FBCB
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3.5.2. SECUENCIACION. COMPARACION DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS

Los productos de amplificacion purificados se enviaron, para su secuenciacion, al Instituto de Bio-
tecnologia (Unidad de Genomica) perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), Argentina.

El andlisis bioinformatico de las secuencias nucleotidicas se realizo con el programa Chromas Lite
2.01 y se alinearon usando los programas Vector NTL9. Align X (http://bioinformatics
.unc.edu/software/nti/index.htm) y Blast (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/BLAST/). Una vez alinea-
das se compararon con aquellas disponibles en base de datos GenBank para especies de Cercospora
(Numero de acceso: AY 633838 para C. kikuchii y AY266157 para C. sojina) (Lura y col, 2011).

4. RESULTADOS

4.1. AMPLIFICACION DE LAS REGIONES ENTRE MICROSATELITES
(ISSR-PCR)

Como consecuencia de la amplificacion de las regiones entre microsatélites de los aislamientos fun-
gicos y de las cepas patrones NBRC, con los oligonucleétidos (CAC)s, (GTG)sy (GACA)4, se pro-
dujeron bandas reproducibles que permitieron detectar polimorfismo entre los hongos estudiados
(Figuras IV.3, IV .4 y IV.5, respectivamente)”.

En la Tabla I'V.3 se resumen los resultados logrados a partir del analisis del perfil de las bandas ob-
tenidas con cada uno de los oligonucledtidos. El nimero de bandas detectadas y el polimorfismo
dependio del oligonucledtido utilizado.

Con (CAC)s, se obtuvo un promedio de 10 bandas por hongo con un maximo de 17 y un minimo de 3.

Con el oligonucledtido (GTG)s, el promedio de bandas generadas por cada hongo fue de 10, con un
maximo de 19 y un minimo de 4.

Al emplear la secuencia (GACA),, se amplificd un promedio de 12 bandas, con un maximo de 21y
un minimo de 3 por hongo.

Tabla IV.3. Analisis del perfil de bandas de los aislamientos de Cercospora y de las cepas patrones
NBRC segun el oligonucleotido utilizado.

Oligonucledtidos N°max.de N° min. de N° Total Cantida-d (¥e ban- Ra~ng0 de
bandas bandas de bandas das polimorficas tamaiios (bp) *
(CAC)s 17 3 72 72 2598,40-215,42
(GTG)s 19 4 63 63 2358,92-158
(GACA), 21 3 70 70 2441,12-219,51

*bp: pares de base

* Se pueden visualizar en las paginas 92, 95, 98 respectivamente

MARIA GABRIELA LATORRE RAPELA 89



Latorre Rapela, Maria Gabriela de los Milagros - 2013 -

CAPITULO IV

4.1.1. RELACIONES FILOGENETICAS Y ARBOLES OBTENIDOS AL AMPLIFICAR
LOS ISSR

En el analisis molecular, los diferentes patrones de bandas ISSR, permitieron reunir a los aislamien-
tos regionales de Cercospora y las cepas NBRC en grupos poco relacionados.

Con el oligonucleotido (CAC)s se generd un dendrograma, en el cual se pudieron establecer 3 gran-
des “clusters”, A, B y C, separados a una distancia genética de 0,85 aproximadamente (Figura
IV.3).

El “cluster” A incluy¢ aislamientos de las campanas 2005-2006, 2006-2007 y 2008-2009 y se divi-
di6 en 2 grupos, Ay As.

El grupo A; contenia los aislamientos CK51 y CK23 de diferentes origenes geograficos (R2 y R3,
respectivamente), con menos del 40% de similitud (nivel de significacion del 25,1%).

El grupo A, estaba formado por 2 subgrupos Az, y Azp. Az, estaba integrado por un aislamiento,
CK35, aislado de la region RiiA R3 y del cultivar RA 514; Ay incluy6 5 aislamientos pertenecien-
tes a especies distintas: CS66, CS63, CK39, CK52 y CK47, provenientes de 3 Regiones RiiA (R3,
R5 y R6), y 3 cultivares diferentes (A 4910, A 6411 y A 6401). Los aislamientos correspondientes a
C. sojina, CS66 y CS63, compartieron el mismo origen geografico (R3) pero provinieron de dife-
rentes cultivares (A 6411 y A 4910 respectivamente), presentaron un porcentaje de similitud menor
del 50% aunque este valor no era estadisticamente significativo (42,1%). Los tres aislamientos res-
tantes, CK39, CK52 y CK47, correspondieron a C. kikuchii, a pesar de pertenecer a la misma espe-
cie se encontraron alejados genéticamente (porcentaje de similitud menor al 50%), posiblemente
por provenir de diferentes regiones (R6, R3 y RS, respectivamente) y cultivares (A 6401, A 4910y
A 6411, respectivamente).

El “cluster” B incluy¢ aislamientos de las campanas 2006-2007, 2007-2008 y 2008-2009 y se divi-
di6 en 2 grupos, By y B,.

El grupo B, estaba formado por 2 aislamientos, CS67 y CKS50, que presentaron un porcentaje de
similitud menor al 40%, pertenecian a especies distintas y provinieron de diferentes regiones (RS y
R2, respectivamente) y cultivares (A 6401 y NA 7708 RG, respectivamente).

En el grupo B; se pudieron distinguir 2 subgrupos B, y Bay. B2, estaba formado por 4 aislamientos
(CK41, CK40, CK57 y CS55); CK41 y CK40, presentaron un porcentaje de similitud menor del
50% aproximadamente, fueron aislados de distintas regiones (R6 y R1, respectivamente) y de dife-
rentes cultivares (A 6401 y ASGROW.8000, respectivamente) y CK57 y CS55 mostraron un por-
centaje de similitud del 82% (nivel de significacion del 80,3%) a pesar de ser especies diferentes y
de haber sido aislados de distintas regiones (R3 y R4, respectivamente) y cultivares (A 4910 y
MAN 4355, respectivamente). By, estaba formado por 5 aislamientos (CS62, CK59, CK54, CK45 y
CK42), CS62 y CK59 presentaron un bajo porcentaje de similitud entre si (menor al 50%), a pesar
de haber sido aislados de la misma region (RiiA RS5) y durante la campafia 2008-2009, aunque eran
especies diferentes; los tres restantes CK54, CK45 y CK42, si bien presentaron, entre si, un porcen-
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taje de similitud mayor que los anteriores (55 a 62%), se aislaron de diferentes regiones (R3, R6 y
R4, respectivamente) y campaias (2007-2008 y 2008-2009).

El “cluster” C incluy¢ aislamientos de las campafias 2005-2006, 2006-2007, 2007-2008 y 2008-
2009 y se dividio en 2 grupos, C; y Cs.

El grupo C; comprendi6 2 subgrupos Cj,y Cip. Ci, estaba formado por un solo aislamiento, CK53,
aislado de la region R3 y del cultivar A 4910. C;;, estaba formado por 5 aislamientos (CK58, CS48,
CK49, CK22 y CK21), CK58 y CS48 tenian un porcentaje de similitud menor al 40% y habian sido
aislados de la misma region (R2), pero eran especies diferentes. CK49, presentd un porcentaje de
similitud proxima al 50% respecto a los otros dos hongos, CK22 y CK21. Estas dos ultimas cepas
presentaron un porcentaje de similitud del 75% (nivel de significacion 87,1%). Los 3 aislamientos
provenian del mismo origen geografico, pero solo CK22 y CK21 compartieron el mismo cultivar y
fueron aislados durante la campaiia 2005-2006, a diferencia del resto de los hongos pertenecientes a
este grupo que fueron aislados durante la campaiia 2008-2009.

El grupo C, comprendié 2 subgrupos Ci, y Cyp. Cy, estaba formado por 6 aislamientos (CK27,
CK32, CK29, CK28, CK31 y CK30), de los cuales CK27 era el tnico que pertenecia a una region
(R2) y cultivar (A 8000) diferentes del resto de los hongos que fueron aislados de la region RS y del
cultivar A 7636. CK27 presentd un 40% de similitud con un nivel de significacion bajo (28,7%),
con los demas aislamientos. CK29 y CK28 presentaron un 85% de similitud entre ellos, con un
“bootstrap” significativo de 89%. CK31 y CK30 tenian el mismo patrén de bandas (100% de simili-
tud) con un nivel de significacion del 100%. Por ultimo, CK32 presentd una baja similitud con los
otros integrantes de su grupo. Todos los hongos de este subgrupo pertenecieron a la campaiia 2005-
2006. Cyp incluy6 23 aislamientos, los cuales formaron a su vez dos grupos bien marcados Cyy y
Cap, El primero comprendié 9 hongos: CK43, CK25, CK56, CK46, CK38, CS65, CS64, CS61 y
CS60; estando representadas cada una de las regiones RiiA y todas las campafias implicadas en este
estudio; s6lo presentaron un alto porcentaje de similitud (> 90%) las especies de C. sojina, CS65 y
CS64 (nivel de significacion 98,9%) y CS61 y CS60 con el mismo patréon de bandas (nivel de signi-
ficacion 100%), observandose un porcentaje de similitud mayor al 60% entre los dos pares. Cyy
incluy6 la mayor cantidad de aislamientos, 14, entre los que se encontraban las cepas patrones con
un porcentaje de similitud mayor al 60% (nivel de significacion 44,2%) entre ellas. CK20 y CK26
presentaron el mismo patrén de bandas con un nivel de significacion del 100%, a pesar de provenir
de diferentes regiones (R1 y R4, respectivamente) y cultivares (TJ 2070 y A 5409, respectivamen-
te). En cambio, CK17 y CK18 que tenian un porcentaje de similitud mayor al 90% (nivel de signifi-
cacion 99,4%) fueron aislados de la misma region (R4) y cultivar (A 5409), lo mismo que CK16
con el que se encontraron muy cercanos genéticamente (nivel de significacion 64,9%). En este gru-
po (Cyy) estaban representadas las regiones RiiA R1 (CK24, CK20 y CK37), R4 (CK26, CK44,
CK19, CK15, CK14, CK16, CK18 y CK17) y R5 (CK36) y las campafias 2005-2006, 2006-2007 y
2007-2008.
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aislamientos regionales de Cercospora kikuchii, Cercospora sojina y cepas patrones NBRC

CK51, CK23, CK35, CS66, CS63, CK39, CK52, CK47, CS67, CK50, CK41, CK40, CK57, CS55, CS62,
CK59, CK54, CK45, CK42, CK53, CK58, CS48, CK49, CK22, CK21, CK27, CK32, CK29, CK28, CK31,
CK30, CK43, CK25, CK56, CK46, CK38, CS65, CS64, CS61, CS60, CK24, CK20, CK26, CK37, CK44,
CK19, CK15, CK36, CK14, CK16, CK18, CK17: Aislamientos regionales; CS6715:Cercospora sojina
NBRC 6715; CK6711:Cercospora kikuchii NBRC 6711. En los nodos se muestran los porcentajes de los
valores “bootstrap” basados sobre 1000 réplicas.
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Con el oligonucleétido (GTG)s se generd un dendrograma, en el que se establecieron 3 grandes
“clusters”, A, B y C, que se separaron a una distancia genética de 0,85 aproximadamente (Figura
IV.4).

El “cluster” A estaba formado por un solo hongo, CK44, aislado durante la campafia 2007-2008, de
la regidén R4, con un porcentaje se similitud del 12% respecto al resto de los aislamientos.

El “cluster” B incluy¢ aislamientos de las 4 campanas en que se llevo a cabo el estudio (2005-
2006, 2006-2007, 2007-2008 y 2008-2009) y se dividio en 3 grupos, B, B, y Bs.

El grupo B; se dividio en dos subgrupos B,y Bips. Bia estaba formado por dos aislamientos (CK47
y CK54) con un porcentaje de similitud menor al 40% (nivel de significacion 14,6%), provenientes
de diferentes regiones (R5 y R3, respectivamente) y cultivares (A 6411y A 6401, respectivamente);
B\ estaba formado por dos aislamientos que pertenecian a distintas especies (CK56 y CS55), con un
porcentaje de similitud del 40% (nivel de significacion 23,2%), provenientes de origenes geografi-
cos diferentes (regiones R5 y R4, respectivamente) y distintos cultivares (A 6411 y MAN 4355,
respectivamente). Todos los aislamientos de este grupo pertenecieron a la campafia 2008-2009.

El grupo B, se dividi6 en dos subgrupos, By, y Bay. B, estaba formado por 3 aislamientos CK43,
CK39 y CK25 provenientes de distintas regiones (R4, R6 y R2, respectivamente) y diferentes culti-
vares (A 7118, A 6401 y A 8000, respectivamente); los dos ultimos presentaron el mismo perfil de
bandas (nivel de significacion 100%) a pesar de corresponder a campafias diferentes (2006-2007 y
2005-2006, respectivamente) y tenian un porcentaje de similitud menor al 50% (nivel de significa-
cion 46,3%) con el primero. By, incluy6 5 aislamientos (CS66, CK38, CK35, CK22 y CK21), CK38
y CK35 presentaron el mismo perfil de bandas (100% de similitud) con un nivel de significacion de
99,5%, a pesar de que provinieron de diferentes regiones RiiA (R1 y R3) y cultivares (AS-
GROW.8000 y RA 514) pero fueron aislados durante la misma campana (2006-2007); CK22 y
CK21 también presentaron el mismo perfil de bandas (nivel de significacion del 100%), compartie-
ron el mismo origen geografico (region RiiA R1) y cultivar (TJ 2070) y fueron aislados durante la
campana 2005-2006. El porcentaje de similitud segiin el Coeficiente de Dice, entre estos 4 aisla-
mientos, fue mayor al 50% (nivel de significacion 50,2%) y entre ellos y CS66, del 40% aproxima-
damente (nivel de significacion 18,2%), quizas por ser especies diferentes.

El grupo Bj; incluyé 11 aislamientos. Se separaron en dos subgrupos Bs, y Bsp. El primero estaba
formado por 3 aislamientos (CS64, CK49 y CK31) con un porcentaje de similitud menor al 40%
entre ellos, se obtuvieron de diferentes regiones RiiA y cultivares. CK49 fue aislado durante la
misma campafia que CS64, sin embargo se encontré mas distanciado genéticamente que con CK31
con el que no la compartia, posiblemente por tratarse de diferentes especies. El segundo subgrupo
(Bsp) estaba formado por 8 aislamientos (CK32, CK41, CK40, CK26, CS63, CS60, CS65 y CS62),
de los cuales 4 eran C. sojina con porcentajes de similitud comprendidos entre el 50 y aproximada-
mente el 75%, entre si. Por su parte, CK26 se encontr6 mas relacionado genéticamente a las cepas
de C. sojina que a las cepas de C. kikuchii con las que compartia este subgrupo. CK31 y CK32 pro-
vinieron de la misma region RiiA (R5) y del mismo cultivar (A 7636) y fueron aislados durante la
misma campaia (2005-2006), a pesar de esto se encontraron separados por una distancia genética
de 0,8 por lo que se incluyeron en subgrupos diferentes. Los aislamientos CK41 y CK40 presenta-
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ron un porcentaje de similitud menor al 50%, si bien fueron aislados durante la misma campaiia,
provinieron de diferentes regiones geograficas (R6 y R1, respectivamente) y cultivares (A 6401 y
ASGROW.8000).

El “cluster” C estaba conformado por 30 hongos. Incluyé 2 grupos: C,y Co.

El grupo C, estaba formado por 2 aislamientos CK51 y CK45, con un porcentaje de similitud del
50% (nivel de significacion 45,2%), provenientes no solo de dos regiones geograficas diferentes
(R2 y R6) sino también de distintas campaiias (2008-2009, 2007-2008).

El grupo C, se separ6 en 2 subgrupos Cz, y Cop. Caa a su vez se separd en C,yv, constituido por un
solo aislamiento CS48 y C,,» formado por 6 aislamientos regionales y las dos cepas de coleccion.
Dentro de C,,», CS61, CK52, CS6715, CK6711, CK53, CK58 y CK57 se encontraron cercanos con
porcentajes de similitud comprendidos entre 50 y 100%. Todos los aislamientos regionales fueron
aislados durante la misma campafia (2008-2009) pero solo CK52 y CK57 compartieron ademas, el
mismo origen geografico (R3) y cultivar (A 4910); a pesar de lo cual presentaron un porcentaje de
similitud (50%) menor al encontrado entre CK57 y CK53 (porcentaje de similitud mayor al 70%)
que solo compartieron el mismo origen geografico. A su vez CK58 y CK57 tenian el mismo perfil
de bandas con un nivel de significacion del 93,2%, aunque provinieron de diferentes regiones y
cultivares. Las cepas de coleccion presentaron, entre si, un porcentaje de similitud mayor al 70%
aunque su valor de “bootstrap” no fue significativo. Dentro de C,,» se encontr6é también el aisla-
miento CK50, separado del resto por una distancia genética de 0,7 aproximadamente (30% de simi-
litud).

Cyp se separd en Cy,r y Copn. Cype estaba formado por 3 aislamientos (CK46, CK23 y CK42) prove-
nientes de diferentes regiones y cultivares, CK23 y CK42 se encontraron mas cercanos (porcentaje
de similitud de casi 60%) entre si que con CK46 (40%). Cy,» fue el subgrupo mas grande, constitui-
do por 16 hongos. En ¢l se encontraron la mayoria de los aislamientos de Emilia (region RiiA R4)
CK14, CK16, CK19, CK15, CK18 y CK17, obtenidos durante la campana 2005-2006. El porcentaje
de similitud entre ellos varié entre 45 y 85%, con excepcion de CK14 cuyo porcentaje de similitud
fue del 30% con respecto a sus pares con los que compartio origen y cultivar y del 100% con CK27,
con el que no compartié ni origen ni cultivar. Otros 3 hongos provenientes de Esperanza (region
RiiA R5), CK30, CK28 y CK29, aislados durante la misma campafia, presentaron porcentajes de
similitud entre ellos, comprendidos entre 70 y 77% aproximadamente y 2 de Margarita (region RiiA
R1) CK24 y CK20 que, a pesar de que tenian el mismo origen y provenian del mismo cultivar, pre-
sentaron un porcentaje de similitud del 50% aproximadamente. CK36 y CK37 fueron los tnicos
representantes de la campana 2006-2007, pero provenian de distintas regiones (R5 y R1, respecti-
vamente) y cultivares (RA626 y ASGROW.8000, respectivamente) y presentaron un porcentaje de
similitud menor al 50% entre si. A su vez CK37 present6 un porcentaje de similitud menor al 50%
con los aislamientos que compartieron la rama (CK15, CK18, CK17, CK30, CK28 y CK29). CS67
y CK59 fueron aislados durante la campana 2008-2009, provinieron de la misma region (R5) y cul-
tivar (A 6401), no obstante por ser especies diferentes se encontraron alejados genéticamente (por-
centaje de similitud del 30%).
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Qligonucledtide GTGS-1 (Raw 1-D Image) - UPGAMA, Dice Coefficient
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Figura IV.4. Gel de los patrones de bandas de ISSR (oligonucleotido (GTG)s) y dendrograma pro-
ducidos por aislamientos regionales de Cercospora kikuchii y Cercospora sojina y cepas patrones
NBRC

CK44, CK47, CK54, CK56, CS55, CK43, CK39, CK25, CS66, CK38, CK35, CK22, CK21, CS64, CK49,
CK31, CK32, CK41, CK40, CK26, CS63, CS60, CS65, CS62, CK51, CK45, CS48, CK50, CS61, CK52,
CK53, CK58, CK57, CK46, CK23, CK42, CS67, CK24, CK20, CK59, CK27, CK14, CK16, CK19, CK36,
CK37, CK15, CK18, CK17, CK30, CK28, CK29: Aislamientos regionales; CS6715: Cercospora sojina
NBRC 6715; CK6711: Cercospora kikuchii NBRC 6711. En los nodos se muestran los porcentajes de los
valores “bootstrap” basados sobre 1000 réplicas.
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Con el oligonucledtido (GACA)4 se gener6é un dendrograma, en el cual se pudieron establecer 3
grandes “cluster”, A, B y C, que se separaron a una distancia genética de 0,90 aproximadamente
(Figura IV.5).

El “cluster” A incluy¢ aislamientos de las campafias 2005-2006, 2006-2007 y 2008-2009 y se divi-
di6 en 2 grupos: A; y As.

El grupo A, estaba constituido por un aislamiento (CK23) obtenido durante la campafia 2005-2006
en la localidad de San Justo (region RiiA R3).

El grupo A; incluy6 2 aislamientos (CK51 y CK40), obtenidos de diferentes regiones (R2 y R1,
respectivamente) y campanas (2008-2009 y 2006-2007, respectivamente), con un porcentaje de
similitud menor al 40%.

El “cluster B” incluyo aislamientos de las campaiias 2005-2006 y 2008-2009 y se dividié en dos
grupos: By Bs.

El grupo B, estaba formado por 3 aislamientos (CS67, CK28 y CK27); CS67 a pesar de haber sido
aislado de la misma region (RS5) que CK28 presentd un porcentaje de similitud menor al 40 % res-
pecto de este, posiblemente por tratarse de especies diferentes, y haber sido aislados durante cam-
pafias distintas; mientras que CK28 y CK27, se encontraron proximos entre si con un porcentaje de
similitud mayor al 70% (nivel de significacion de 94,4%) a pesar de haber sido aislados de diferen-
tes regiones (R5 y R2, respectivamente) y distintos cultivares (A 7636 y A 8000, respectivamente),
pero durante la misma campana (2005-2006).

El grupo B, estaba formado por las dos cepas de referencia y 5 aislamientos regionales, de los cua-
les CK26, CK24 y CK20 se agruparon con un porcentaje de similitud entre 75 y 85%, compartiendo
los dos ultimos, el mismo origen geografico (R1) y cultivar (TJ 2070). Los dos aislamientos restan-
tes, CK58 y CK32, se agruparon con las cepas de referencia incluidas en el andlisis. De estos dos
aislamientos, CK32 fue el que presentd mayor porcentaje de similitud con las mismas, encontrando-
se mas relacionada genéticamente con la misma especie, CK6711 (nivel de significacion de 95,8%),
que con CS6715.

El “cluster” C incluy6 aislamientos de las 4 campaiias (2005-2006, 2006-2007, 2007-2008, 2008-
2009) y agrup6 la mayor cantidad de hongos. Se dividi6 en dos grupos C;y C,.

El grupo C; incluy6 5 aislamientos (CS66, CK59, CK54, CS63 y CK37), de los cuales dos pertene-
cieron a la especie C. sojina (CS66 y CS63), con porcentajes de similitud menor al 30%, a pesar de
haber sido aislados de la misma region (R3) y durante la campaiia 2008-2009 pero de diferentes
cultivares (A 6411 y A 4910, respectivamente). CK59 y CK54 se agruparon con un porcentaje de
similitud menor al 50%, si bien habian sido aisladas de regiones diferentes (R5 y R3, respectiva-
mente), provinieron del mismo cultivar (A 6401). CK37 presentd un porcentaje de similitud con
CS63 del 50%, a pesar de que se trataba de especies diferentes, aislados de diferentes regiones (R1
y R3, respectivamente) y cultivares (ASGROW.8000 y A 4910, respectivamente) y durante distin-
tas campanas (2006-2007 y 2008-2009, respectivamente).
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El grupo C, se separd en 2 subgrupos, Co, v Cop. Co, estaba formado por 6 aislamientos (CS65,
CK46, CK36, CK25, CK19 y CK18); si bien CK18 y CK19 compartieron el mismo origen geogra-
fico (R4) y cultivar (A 5409) y fueron aislados del mismo lote durante la campafnia 2005-2006, el
porcentaje de similitud fue menor al 50% y el nivel de significacion bajo, para considerarlo signifi-
cativo. El resto de los aislamientos provinieron de diferentes origenes geograficos y el porcentaje de
similitud de los mismos fue menor al 50%. En este subgrupo estuvieron representadas todas las
campafias estudiadas. Cyp se dividio en Cyp y Cop. Cyp contenia 6 aislamientos regionales (CK47,
CK57, CS55, CK56, CK53 y CK52), encontrandose muy cercanos CK57 y CS55 con un nivel de
significacion de 58,3% a pesar de que se traté de especies diferentes; por otro lado se encontraron
agrupados CK53 y CK52, con un nivel de significacion de 68,9%, provenientes de la misma region
(R3) y cultivar (A 4910). Todos estos hongos fueron aislados durante la campafia 2008-2009. Cyy»
contuvo 24 aislamientos, siendo el subgrupo mas numeroso, separado en dos ramas bien marcadas,
la primera agrup6é 5 de los 10 aislamientos de C. sojina, encontrandose cercanos, con un nivel de
significacion del 85%, los aislamientos CS62, CS61 y CS60 los cuales pertenecian a la misma re-
gion (RS) pero a cultivares diferentes (A 6410, NA 6126 RG y RA 633, respectivamente). En la
segunda rama se pudieron observar algunas agrupaciones de interés, CK31 y CK30, aislados de
Esperanza con un 98% de similitud (nivel de significacion 100%); CK22 y CK21, aislados de Mar-
garita con un porcentaje de similitud de 90% (nivel de significacion 100%) y CK15, CK14, CK17 y
CK16, aislados de Emilia con porcentajes de similitud comprendidos entre el 70 y el 55% (nivel de
significacion entre 75,2 y 40,9% respectivamente). Los hongos incluidos en esta rama correspondie-
ron a aislamientos efectuados a partir de la soja recolectada durante la campafia 2005-2006.
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Figura IV.5. Gel de los patrones de bandas de ISSR (oligonucleotido (GACA)s) y el dendrograma produ-
cidos por aislamientos regionales de Cercospora kikuchii, Cercospora sojina y cepas patrones NBRC
CK23, CK51, CK40, CS67, CK28, CK27, CK26, CK24, CK20, CK58, CK32, CS66, CK59, CK54, CS63,
CK37, CS65, CK46, CK36, CK25, CK19, CK18, CK47, CK57, CS55, CK56, CKS53, CK52, CS48, CK42,
CK49, CK45, CK41, CK43, CK35, CS64, CK39, CS62, CS61,CS60, CK29, CK31, CK30, CK44, CK50,
CK38, CK22, CK21, CK15, CK14, CK17, CKl16: Aislamientos regionales; CS6715: Cercospora sojina
NBRC 6715; CK6711: Cercospora kikuchii NBRC 6711. En los nodos se muestran los porcentajes de los
valores “bootstrap” basados sobre 1000 réplicas
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Como se observa en la Figura IV.6, que se coloca como ejemplo, en todas las corridas electroforéti-
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4.1.2. DISTRIBUCION ESPACIAL Y TEMPORAL DE LOS AISLAMIENTOS
RELACIONADOS GENETICAMENTE

Los grupos formados a partir del andlisis del dendrograma generado con el oligonucleotido (GTG)s,
fueron identificados con un color y ubicados en las diferentes regiones RiiA, de la provincia de San-
ta Fe, a fin de visualizar la distribucion de los aislamientos relacionados genéticamente de C. kiku-
chiiy C. sojina (Figura IV.7).
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Figura IV.7. Distribucion de los aislamientos de las especies de Cercospora relacionadas genéti-
camente, en las regiones RiiA de la provincia de Santa Fe, Argentina, segun los resultados obteni-
dos al amplificar regiones ISSR con el oligonucledtido (GTG)s

De la observacion del mapa y de las campafias en que se aislaron los hongos, se realizo el analisis
que se resume en la Tabla IV.4:
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Tabla IV.4. Grupos formados a partir del dendrograma generado con (GTG)s: aislamientos que los
conforman, localizacién y campana en la que se obtuvieron

Grupos Formados  Identificacion Aislamientos Regiones Campaiias
con (GTG)s por color relacionados
genéticamente
Grupo A ‘ CK44 R4 2007-2008

B, :CK47 y CK54

Grupo B R3, R4y R5 2008-2009
rupo By By, :CK56 y CS55 Ry
. 2005-2006
B, :CK43,CK39y CK25  RI,R2, R3, 20002007
Grupo B, Bo, :CS66, CK38, CK35, R4y R6
CK22 y CK21 2007-2008
y 2008-2009
Bs, :CS64, CK49 y CK31
2005-2
Bs, :CK32, CK41, CK40,  RI1,R3, R4, 005-2006
Grupo B; 2006-2007
CK26, CS63, CS60,CS65  R5yR6
2008-2009
y CS62
2007-2008
K51y CK4 R2y R
Grupo C, CK51 y CK45 y R6 20082009
. Caa: CS48, CK50, CS61,
CK52, CK53, CK58 y
CK57
Cay :CK46, CK23, CK42, 2005-2006
Gruno ¢ CS67, CK24, CK20, R1, R2, R3, 2006-2007
POt CK59, CK27, CK14, R4, R5y R6 2007-2008
CK16, CK19, CK36, 2008-2009

CK37, CK15, CK18,
CK17, CK30, CK28 y
CK29

CK: corresponde a Cercospora kikuchii, CS: corresponde a Cercospora sojina.
Bia, Bibs Baa, Bap, B3a, Bab, Caa, Cop: subgrupos

A manera de sintesis:

e Grupo A: Solo apareci6 en la region R4, durante la campana 2007-2008.

e Grupo B;: Se localizo en las regiones R3, R4 y RS, durante la campaiia 2008-2009.

e Grupo B;: Se encontro en las regiones R1, R2, R3, R4 y R6, en todas las campaiias.

e Grupo Bj: No aparecid en la region R2 ni se encontrd durante la campaiia 2007-2008.

e Grupo C;: Se encontrd en la region R6 durante la campana 2007-2008 y en la region R2 du-
rante la campana 2008-2009.

e Grupo C;: es el tnico que aparece en todas las regiones RiiA y durante todas las campanas
estudiadas.
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4.2. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS MEDIANTE RAPD-PCR

Efectuado el analisis realizado a los perfiles de bandas obtenidos para los primeros aislamientos
regionales (CK14 al CK32), campafia 2005-2006, y las 2 cepas patrones NBRC (CK6711 y
CS6715), con 20 oligonucleotidos, se obtuvieron un total de 926 bandas, resultando polimorficas el
100% (Tabla IV.5). El tamafio de las mismas vario entre 2750 y 107 bp; OPA-01 fue el oligonu-
cledtido que produjo la menor cantidad de bandas (1) (Figura IV.8) mientras que OPA-12 produjo
la mayor cantidad de fragmentos amplificados (23) (Figura IV.9). Las amplificaciones con OPA-02
y OPA-06 no fueron satisfactorias.

Tabla IV.5. Cantidad de bandas totales y polimorficas y tamafio de las mismas, obtenidas con los
oligonucledtidos utilizados para RAPD

N°max.de N°min.de N°totalde Cantidad de bandas Tamaiio de las

Oligonucledtidos bandas bandas bandas polimoérficas bandas (bp)*
OPA-01 19 1 49 49 1846-168
OPA-02 Amplificaciones no satisfactorias
OPA-03 17 9 49 49 1437-202
OPA-04 16 6 46 46 1451-156
OPA-05 19 7 48 48 1485-107
OPA-06 Amplificaciones no satisfactorias
OPA-07 14 5 49 49 1599-197
OPA-08 16 3 58 58 2009-253
OPA-09 14 7 53 53 1561-134
OPA-10 18 4 56 56 1797-114
OPA-11 13 5 45 45 1422-212
OPA-12 23 7 55 55 1883-200
OPA-13 17 8 51 51 1495-156
OPA-14 15 6 44 44 1999-309
OPA-15 16 7 53 53 2730-241
OPA-16 18 8 50 50 2252-215
OPA-17 16 4 60 60 2673-213
OPA-18 18 9 51 51 1655-229
OPA-19 18 9 58 58 2750-208
OPA-20 16 7 51 51 1572-242

Total 926 926

*bp: pares de base
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MM1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 MM2

21226 bp
5148/4973 bp
4268/3530 bp
2027/1904 bp
1584 bp
1375 bp

1000 bp

947 bp 900 bp

831 bp 800 bp

700 bp

600 bp

564 bp 500 bp

400 bp

300 bp

200 bp
125bp

100 bp

Figura IV.8. Perfil electroforético de RAPD producido por algunos aislamientos de Cercospora
kikuchii, cepas NBRC y otros géneros usando OPA-01

MMI1: marcador molecular Lambda DNA/EcoRI+HindIIl (Promega); MM2:100-bp DNA Ladder (In-
bioHighway, Argentina). Aislamientos regionales:1- CK23, 2- CK25, 3- CK27, 4- CK28, 5- CK29, 6-CK30,
7-CK31, 8-CK32; 9- Cercospora kikuchii NBRC 6711 (CK6711); 10-Cercospora sojina NBRC 6715
(CS6715); 11- Cladosporium sp.; 12- Penicillium sp.

21226 bp
5148/4973/4268/3530bp
2027/1904 bp &4
1584 bp I8
1375 bp
947 bp 1000 bp
831 bp 900 bp
800 bp
700 bp
564 bp 600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
125bp 100 bp

Figura IV.9. Perfil electroforético de RAPD producido por aislamientos de Cercospora kikuchii y
cepas NBRC usando OPA-12

MMI1: marcador molecular Lambda DNA/EcORI+HindIIl (Promega); MM2:100-bp DNA Ladder (In-
bioHighway, Argentina). Aislamientos regionales: 1- CK23, 2- CK25, 3- CK27, 4- CK28, 5- CK29, 6-CK30,
7-CK31, 8-CK32; 9- Cercospora kikuchii NBRC 6711 (CK6711); 10- Cercospora sojina NBRC 6715
(CS6715).
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La matriz de distancia promedio, obtenida al aplicar el Coeficiente de Jaccard, con los 21 hongos
estudiados inicialmente, se observa en la Figura IV.10:

CK14 |CK15 |CK16 |CK17 |CK18 (CK19 |CK26 |CK20 |CK21 |CK22 |CK24 (CKE711| CS6T715|/CK23 (CK25 |CK2Z7 |CK2B |CK29 |CK3D |CK31 (CK3Z2

CKi14 | 0,000

g

CK15 | 0,710 | 0,000

ck16 | 0,825 | 0,751 | 0,000

CcK17 | 0,810 | 0,744 | 0,779 | 0,000

ck1g | 0,852 | 0,813 [ 0,851 | 0,722 | 0,000

cK19 | 0,840 | 0,820 | 0,833 [ 0,811 | 0,745 | 0,000

CK26 | 0,866 | 0,892 | 0,875 | 0,884 | 0,888 | 0,838 | 0,000

CKZD | 0,820 | 0,886 | 0,875 | 0,894 | 0,893 | 0,868 | 0,753 | 0,000

ck21 | 0,867 | 0,864 | 0,824 | 0,876 | 0,876 | 0,868 | 0,891 | 0,389 | 0,000

ck2z | 0,854 | 0,847 | 0,831 | 0,867 [ 0,867 | 0,881 | 0,904 | 0,893 | 0,227 | 0,000

ck24 | 0,877 | 0,904 | 0,893 | 0,893 | 0,879 | 0,893 | 0,857 | 0,735 | 0,897 | 0,875 | 0,000

[ck6711] 0,876 | 0,872 | 0,863 | 0,844 | 0,868 | 0,841 | 0,848 | 0,886 | 0,678 | 0,877 | 0,883 | 0,000

lce6715( 0,835 | 0,842 | 0,848 | 0,859 | 0,862 | 0,855 | 0,823 | 0,811 | 0,858 | 0,857 | 0,819 | 0,531 | 0,000
ck23 | 0,903 | 0,898 | 0,883 | 0,004 | 0,894 | 0,878 | 0,856 | 0,867 | 0,896 | 0,884 | 0,868 | 0,857 | 0,821 | 0,000

k25 | 0,867 | 0,845 | 0,874 | 0,886 | 0,875 | 0,853 | 0,891 | 0,883 | 0,907 | 0,911 | 0,863 | 0,820 | 0,831 | 0,845 | 0,000
K27 | 0,862 | 0,844 | 0,860 | 0,842 | 0,844 | 0,848 | 0,877 | 0,887 | 0,880 | 0,879 | 0,801 | 0,865 | 0,860 | 0,862 | 0,825 | 0,000
K28 | 0,836 | 0,872 | 0,842 [ 0,832 [ 0,827 | 0,828 | 0,874 | 0,905 | 0,865 | 0,858 | 0,866 | 0,840 | 0,852 [ 0,861 | 0,802 | 0,633 | 0,000

K29 | 0,862 | 0,848 | 0,856 | 0,862 | 0,856 | 0,872 | 0,874 | 0,895 | 0,857 | 0,844 | 0,850 | 0,844 | 0,845 | 0,879 | 0,863 | 0,754 | 0,786 | 0,000

g

ck3o | o854 | 0,830 | 0,826 | 0,872 0,891 | 0,853 | 0,879 | 0,855 | 0,872 | 0,854 | 0,895 | 0,842 | 0,844 | 0,854 | 0,850 | 0,791 | 0,801 | 0,766 | 0,000

ck31 | o862 | 0,860 | 0,833 | 0,870 [ 0,848 | 0,842 | 0,862 | 0,851 | 0,881 | 0,863 | 0,872 | 0,831 | 0,828 | 0,850 | 0,858 | 0,800 | 0,797 | 0,796 | 0,226 | 0,000

K32 | 0,900 | 0,847 | 0,890 | 0,882 | 0,885 | 0,884 | 0,836 | 0,866 | 0,863 | 0,846 | 0,903 | 0,736 | 0,738 | 0,805 | 0,881 | 0,852 | 0,840 [ 0,824 | 0,858 | 0,849 | 0,000

e

Figura IV.10. Matriz de distancia promedio obtenida al aplicar el Coeficiente de Jackard

CK14, CK15, CK16, CK17, CK18, CK19, CK26, CK20, CK21, CK22, CK24, CK23, CK25, CK27, CK28,
CK29, CK30, CK31, CK32: aislamientos regionales de Cercospora kikuchii; CS6715: Cercospora sojina
NBRC 6715; CK6711: Cercospora kikuchii NBRC 6711.

En la Figura IV.11 se presenta el diagrama obtenido al efectuar el analisis de correspondencia. De
su observacion surge que los oligonucleotidos OPAO1, OPA03, OPAO5 y OPA10 presentaron ca-
racteristicas distintas y se situaron distantes uno de otro, en cuadrantes diferentes, lo que permitid
seleccionarlos para su aplicacion a los 52 aislamientos fingicos regionales y a las 2 cepas patrones.
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Figura IV.11. Diagrama obtenido al efectuar el analisis de correspondencia de la reaccion RAPD
con 18 oligonucleotidos para 19 aislamientos regionales de Cercospora kikuchii y cepas patrones
NBRC

Cl14, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25, C26, C27, C28, C29, C30, C31, C32: aisla-
mientos regionales de Cercospora kikuchii*. 6711%: Cercospora kikuchii NBRC 6711; 6715 Cercospora
sojina NBRC 6715. OPA1, OPA3, OPA4, OPAS, OPA7, OPAS, OPA9, OPA10, OPA11, OPA12, OPA13,
OPA14, OPA15, OPA16, OPA17, OPA18, OPA19, OPA20: Oligonucledtidos®.

Efectuados los RAPD para todos los hongos (54), con los 4 oligonucleotidos seleccionados, se ob-
tuvieron un total de 326 bandas, de las cuales el 100% fueron polimorficas (Figuras IV.12 y Figura
IV.13). Los tamafios de las bandas variaron entre 3457 y 114 bp y se produjo un promedio de 81,5
bandas /oligonucledtido (Tabla IV.6).

* Aislamientos regionales correspondientes a C. kikuchii. En la figura no se pudo insertar la sigla CK.

> En la figura no se pudo insertar la sigla CS.

¢ Oligonucledtidos correspondientes a la serie OPA (FAGOS/Ruralex, Argentina). En la figura no se pudo insertar la
denominaciéon OPA-01, OPA-03, OPA-04, OPA-05, OPA-06, OPA-07, OPA-08, OPA-09, OPA-10, OPA-11, OPA-12,
OPA-13, OPA-14, OPA-15, OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19 y OPA-20.
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Tabla IV.6. Cantidad de bandas totales y polimorficas y tamafio de las mismas en pares de bases,
obtenidas con los 4 oligonucledtidos seleccionados para efectuar RAPD

. L. N°max.de N°min.de N°totalde Cantidad de bandas Tamaio de las
Oligonucleétidos

bandas bandas bandas polimorficas bandas (bp)*
OPA-01 18 1 84 84 3317-173
OPA-03 22 6 72 72 2128-178
OPA-05 20 1 91 91 3457-163
OPA-10 23 1 79 79 2125-114
Total 326 326

*bp: pares de bases
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CAPITULO IV

Con las 4 matrices de distancia obtenidas para cada uno de los OPA seleccionados, se calcul6 una
nueva matriz de distancia promedio (93x54) (Figura IV.14).
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Figura IV.14. Matriz de distancia promedio

CK14, CK15, CK16, CK17, CK18, CK19, CK26, CK20, CK21, CK22, CK24, CK23, CK25, CK27, CK28,
CK29, CK30, CK31, CK32, CK35, CK36, CK37, CK38, CK39, CK40, CK41, CK42, CK43, CK44, CK45,
CK46, CK47, CK56, CK59, CS60, CS61, CS62, CS67, CS48, CK50, CK51, CK58, CK49, CK52, CK53,
CK54, CK57, CS63, CS64, CS66, CS55, CS65: aislamientos regionales. CK6711: Cercospora kikuchii
NBRC 6711. CS6715: Cercospora sojina NBRC 6715

Se observaron distancias cercanas a cero en aquellos aislamientos regionales fuertemente relaciona-
dos como CK21 y CK22 aislados de la region R1 (Margarita) y del mismo cultivar, asi como tam-
bién CK30 y CK31, ambos aislados de la region RS (Esperanza) e idéntico cultivar. Por otro lado,
CK17, CK18 y CK19, CK27 y CK28 y CS48 y CK50 formaron grupos relacionados genéticamente
ya que sus aislamientos se encontraban a una distancia de 0,5. Para el resto de los hongos se detec-
taron grandes distancias genéticas.

En base a la 6ptima combinacion obtenida con el analisis Fuzzy (FANNY) y respetando el numero
de “clusters” hallados (6ptimo “average silhouette” k=9), se aplico el algoritmo AGNES.

El analisis de los “clusters” segin AGNES, resulté en un dendrograma que mostré grandes distancias
genéticas entre los diferentes hongos (Figura IV.15). No obstante se pudo realizar el siguiente analisis:
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El “cluster” 1 incluyd 24 hongos (22 aislamientos y las 2 cepas patrones), CK14, CK23, CK35,
CS63, CK6711, CS6715, CK32, CK59, CS64, CS55, CS65, CK54, CS66, CK15, CK16, CK29,
CK52, CK53, CK25, CK49, CK57, CK38, CK47, CS67, agrupados en 8 subgrupos.

El subgrupo la incluy6 4 aislamientos (CK14, CK23, CK35 y CS63), 3 de ellos, CK23, CK35 y
CS63, provinieron del mismo origen geografico (R3, San Justo) en diferentes campafias y de estos,
solo dos (CK23 y CS63) compartieron el mismo cultivar (A 4910).

El subgrupo 1b incluy¢ las dos cepas NBRC (CK6711 y CS6715) y el aislamiento CK32 obtenido
de la localidad de Esperanza (R5).

El subgrupo Ic se formo con 4 aislamientos (CK59, CS64, CS55 y CS65) obtenidos durante la
campana 2008-2009. Tres de ellos correspondieron a la especie C. sojina, y provinieron de diferen-
tes origenes (R3, R4 y R6, respectivamente) y cultivares.

El subgrupo 1d incluy6 dos aislamientos de especies diferentes (CK54 y CS66), ambos procedentes
del mismo origen geografico (R3, San Justo) en la campafia 2008-2009, pero de distintos cultivares
(A 6401 y A 6411, respectivamente).

El subgrupo 1le incluy6 dos aislamientos (CK15 y CK16), que fueron aislados en la campaiia 2005-
2006, de la misma region (R4) y cultivar (A 5409).

El subgrupo 1f se formd con 3 aislamientos, CK29, CK52 y CK53, los dos ultimos provinieron de
la misma localidad (San Justo) y cultivar (A 4910).

Los aislamientos del subgrupo 1g (CK25, CK49 y CK57) no compartieron el mismo origen geogra-
fico, solo CK25 y CK49 provinieron del mismo cultivar (A 8000) pero en campafias diferentes.

Por ultimo, el subgrupo 1h, incluy6 3 aislamientos CK38, CK47 y CS67. Los dos ultimos compar-
tieron el mismo origen geografico (RS, Esperanza) y fueron aislados durante la misma campafia
(2008-2009), pero pertenecieron a especies diferentes.

El “cluster” 2 incluy6 dos aislamientos, CK27 y CK28, aislados durante la misma campafia (2005-
2006), pero de diferente origen geografico (R2, G. Crespo y RS, Esperanza, respectivamente) y cul-
tivar (A 8000y A 7636).

El “cluster” 3 incluy6 dos aislamientos, CK30 y CK31, muy cercanos entre si (distancia genética:
0,2), fueron aislados durante la campafia 2005-2006 y provinieron del mismo origen geografico
(RS, Esperanza) y cultivar (A 7636).

El “cluster” 4 incluy6 6 aislamientos (CK56, CS60, CS61, CS62, CK51, CK58) obtenidos durante
la campania 2008-2009, que se agruparon en dos subgrupos 4a y 4b. El primero estaba formado por
4 aislamientos provenientes del mismo origen geografico (RS, Esperanza), entre los cuales CK56 y
CS60 estuvieron relacionados entre si a pesar de ser especies diferentes. El subgrupo 4b incluyo a
CK51 y CK58 que solo compartieron el origen geografico (R2, G. Crespo).
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El “cluster” 5, incluyo 3 aislamientos relacionados entre si, CK17, CK18 y CK19 (distancia gené-
tica 0,5). Los mismos fueron aislados de una misma region (R4, Emilia) y cultivar (A 5409).

El “cluster” 6 incluyd 3 aislamientos, CK26, CK20 y CK24 obtenidos durante la campafia 2005-
2006. CK20 se encontrd genéticamente mas cerca de CK26 que de CK24 con el que compartio el
mismo origen geografico y cultivar.

El “cluster” 7 estaba formado por dos aislamientos, CK21 y CK22, cuya distancia era 0, ambos
provinieron del mismo origen geografico (R1, Margarita) y cultivar (TJ 2070).

El “cluster” 8 incluy6 10 aislamientos agrupados en 4 subgrupos. El subgrupo 8a estaba formado
por 3 aislamientos, CK36, CK37 y CK44 de diferentes origenes geograficos (R5 Esperanza, R1
Margarita y R4 Llambi Campbell, respectivamente) y cultivares (RA 626, ASGROW.8000 y A
8000, respectivamente). El subgrupo 8b también estaba formado por 3 aislamientos, CK39, CK43 y
CK40, provenientes de diferentes localidades (R6 Villa Trinidad, R4 Emilia y R1 Margarita, respec-
tivamente) y cultivares (A 6401, A 7118 y ASGROW.8000, respectivamente). El subgrupo 8c esta-
ba formado por 2 aislamientos, CK41 y CK42, que no compartian ni el origen (R6 Villa Trinidad y
R4 Emilia, respectivamente), ni el cultivar (A 6401 y RA 703, respectivamente). El subgrupo 8d
estaba formado por dos aislamientos CK45 y CK46, que tenian el mismo origen geografico (R6,
Villa Trinidad) pero provenian de cultivares diferentes (A 8000 y A 6401, respectivamente).

El “cluster” 9 incluyo 2 aislamientos de diferentes especies CS48 y CK50, ambos se obtuvieron de
la misma region (R2, G. Crespo) durante la campaiia 2008-2009.
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Figura IV.15. Dendrograma de AGNES (met.="Ward”; Coeficiente Aglomerativo=0,51)

CK14, CK23, CK35, CS63, CK32, CK59, CS64, CS55, CS65, CK54, CS66, CK15, CK16, CK29, CK52,
CK353, CK25, CK49, CK57, CK38, CK47, CS67, CK27, CK28, CK30, CK31, CK56, CS60, CS61, CS62,
CKS51, CKS58, CK17, CK18, CK19, CK26, CK20, CK24, CK21, CK22, CK36, CK37, CK44, CK39, CK43,
CK40, CK41, CK42, CK45, CK46, CS48 y CK50: Aislamientos regionales. CS6715: Cercospora sojina
NBRC 6715. CK6711: Cercospora kikuchii NBRC 6711.
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4.3. AMPLIFICACION POR PCR DE LAS REGIONES INTERGENICAS
(ITS) DE ADNr. PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

El analisis electroforético de los productos de amplificacion de los 52 aislamientos de Cercosporay
de las dos cepas patrones C. kikuchii NBRC 6711 y C. sojina NBRC 6715, revelo la presencia de
una Unica banda de aproximadamente 500-600 bp, por comparacion con el marcador de peso mole-
cular 100-bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina).

A modo de ejemplo, se puede visualizar dicha banda en la Figura IV.16, para los aislamientos
CK14, CK36 y CS67.

100

Figura IV.16. Gel de los productos de amplificacion de la region intergénica (ITS) del ADNr
Callel: CK14, Calle 2: CK36, Calle 3: CS67, Calle 4: marcador molecular 100-bp DNA Ladder
(InbioHighway, Argentina)

4.3.1. DIGESTION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS Y PURIFICADOS
MEDIANTE ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Como se comentd en Materiales y Métodos, los fragmentos amplificados y purificados se digirieron
con 6 endonucleasas de restriccion Ddel, EcoRI, Hinfl, Haelll, HindIII, y Rsal (Promega). Las en-
zimas con las que se obtuvo menor numero de bandas fueron Ddel (dos bandas de 386 bp y 105 bp),
EcoRI (dos bandas de 279 bp) e Hinfl (dos bandas de 279 bp y 266 bp). La enzima que mayor va-
riabilidad aport6 fue Haelll, dando como resultado 3 patrones diferentes, de 356 bp, 86 bp y 68 bp
aproximadamente. Por su parte, HindIIl, y Rsal, en las mismas condiciones de trabajo, no presenta-
ron sitios de corte, observandose una sola banda de 550 bp y 600 bp respectivamente.
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Cada uno de los aislamientos analizados, present6é el mismo patron de restriccion con cada una de
las enzimas empleadas.

Los hongos de los géneros Cladosporium y Penicillium mostraron un patron de restriccion distinto a
los observados en las especies de Cercospora, con cada una de las enzimas empleadas.

A modo de ejemplo, se pueden visualizar en la Figura IV.17, los fragmentos obtenidos para algunos
aislamientos regionales de C. kikuchii (CK14, CK36 y CK41) y C. sojina (CS67).

R 1 2 354 1 23 .41 2 3 48 52 i34 1RSI

Hindl1l Ddel EcoR1 Hinf Haelll Rsal

- Y — — —

Figura IV.17. Fragmentos obtenidos con las enzimas de restriccion (RFLP)
Marcador molecular: 100-bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina). Aislamientos regionales 1- CK14, 2-
CK36, 3- CK41, 4- CS67. Endonucleasas de restriccion: HindIII, Ddel, EcoRI, Hinfl, Haelll y Rsal

4.3.2. SECUENCIACION. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS

Se secuenciaron 54 hongos: los 52 aislamientos regionales del género Cercospora y las dos cepas
patrones C. kikuchii NBRC 6711 y C. sojina NBRC 6715. Los oligonucle6tidos ITS-4 e ITS-5 am-
plificaron uniformemente, en todos los casos, un fragmento de 518 bp, que involucro la fraccion
18S-ITS1-5.8S-ITS2-26S.

El rango de concentraciones de ADNr amplificado estuvo entre 100 y 150 ng/uL.

Dos de las secuencias obtenidas, correspondientes a los aislamientos CK14 y CK35, se depositaron
en la base de datos de secuencias GenBank, bajo los numeros de acceso HM631727 y HM631728,
respectivamente (Lurad y col., 2011). En las mismas, se logré diferenciar los exones e intrones y se
determino su longitud en pares de bases (pb), siendo de 32 bp, 158 bp y 39 bp para los primeros
(subunidades del ADNr 18S, 5.8S y 268, respectivamente) y de 145 bp y 144 bp para los segundos
(secuencias no codificables ITS1 e ITS2, respectivamente), como se visualiza en la Figura IV.18.
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61
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cauccctttg
gocecocggag
CrLttcaacas
taatgtgaat
grattocogag
gggegoegeg
tgtgatttca
tCgaccTegy

E:ECCﬂtlﬂﬂ

CECtElﬁCIﬂ
taatgtgaat
FGTAatTsogag
FEISGTogSy
tgtgatttca
TLgacsTcgg

toctocogtagg
CAACCCTTTg

geococggay
cLttcaacaa

Fggogoogog
TgTgatttca
TTgACCTCgy

TSToCgTagy
caaccctttg
gococcocoggag
CLtTCaacaa
taatgtgaat
qta:t:ca&q

q gacttca
TEgACCTogy

ToToogtagy
CAacCCTLhyg
gooccooggag
CTTTCAACAS
taatgtgaat
grattoogag
gggcgocgog
tgtqutttca

tﬂ&:ﬂ:iﬂ-;
301 [

<1...32 ““18S ribosomal RNA”

Lg 3
tgaacacauc
goottoaaac
cggatctert
tgcagaatte
gggcatgeoct
gtgrttocgoeg
TTaategett
ATCATUTATY

33..177 “internal transcribed spacer

Tgaacctgoyg

Lgaacacaac

cqqn:ctc::
tgcagaattc
gggcatgeet
gTgtrocgeg
Etlﬂﬁcqctt
atcaggtagy

178..335 “5.8S ribosomal RNA”

tgaacctgcg
Ttgaacacaac
QeCTTCaRaC

CggATCTCEE

gtgttocogog
TCRATCOCLT
atcaggtagg

TgaaccTgcy
tgaacacaac
goottcaaac
CggatcLott
tgcagaattc
QgFcATgCCT

ATCAQYTAQY

480..>518 <268 ribosomal RNA”

tgaacctgcg
Tgaacacaac
qﬂﬂttﬂﬂﬂﬂﬂ
CgEatcToTT
tgcagaatto
gggcatgoot
grtgttecgoeg
ttaat:gctt

ttgttgcttc
ACTOCATOLT
ggTToeTggoa
agtgaatcat
grTCgagoegT
cgoctcaaag
cggagcgogg
gataccoget

l”

ggTToTggca
agtgaatcat
FTLCcgagoegt
cgoctcaaag
cggagcgogg
gatacccger

gagggatcat
TCJETgCTTC
ACTHCATCOTT

cqcctcnaag
cggaRgogegy
Qgataccogct

336..479 “internal transcribed spacer 2”

gagggatcat
ttgtitgctte
actgcatctt
geLTCtggca
agtgaatcat
Ulthﬂﬂcﬂt

gataccoger

gagggatcat
CIgTLgente
actgcatctt
gyTToTggca
agtgaatcat
grrtogagege
cgooctcaaag
cggagcgogy

S iCTgAagTga
gggggcgace
TgogToggag
LCgATgAAGE
cgaatctttg
CATTTCAacCa
teteeggoty
geggTogegy
gaacttaa

tcgatgaaga
Ccgaatctttyg
catccocacea
TeCooggcty
goggTogogg
gaactoas

tactgagtga
gggggcgace
Tcgreggayg

tctocoggotyg
geggrtegegy
gasctTaa

Tactgagrga
gggggcgacs
tgegteggag
togatgasaga
cgaatchttg

gJaacttaa

tactgagtga
FEgggcgace
tgcqthqug
tegatgaaga
cqaatctttq
catttcacca
totocoggcty
goggtogegy

==L+ f=l=g =y ==l = §
ctgocogttte
CTTtaagtaaa
acgcagogas
aacgoacatt
CTCaagcocctc
agctgrecgt
ccgttaaacc

acgcagogas
ﬂacqcnnatb
ctcaagcote
agcTgTocgt
Gﬂqttﬂﬂﬂﬁﬂ

gggccttogg
CTCQCCgTTTC

TCTAAgTEEA

AACJCACALE
ctcaagcctc
agctgtoogt
COQLTaaatc

FEFCSLRCgY
ctgecogtttic
TLtaagtaaa
acgcagogaa
aacgcacatt

gggccttegy
cTgoogtITe
tttaagtaaa
acgcagogas
aacq:acatt
ctcaagoote
agctgtoogt
ncgttaantc

gotocgacete
gacggcgage
CCaaacaaaa
ATgCgATAAD
gogooccttg
gotTggract
ctctaagegt
tCTTataagg

atgcgataag
gCogocootty
geTTggTatt
cToTaAgogtT
ttttataagg

gotogacctc
gacggogage
TTaaac

Cgcgataag

cgeccotty

qcttgqtutt
ctctaagogt
TLLTataagyg

Bas

GETCgaceT s
gacggcgage
TTaaacaaaa
atgocgataag
gocgoCoocttg

getcgacete
gacggogage
ttaaacaaaa
atgcgataag
gogoooottg
gerrggratt
ctctaageg
tcrrataagh

Figura IV.18. Cercospora kikuchii isolate C14. Secuencia en GenBank: niimero de acceso
HM631727 (Vaccari y col., 2010)
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Una vez alineados todos los nucledtidos, se observaron 2 sitios variables en la region intergénica
ITS2 (posiciones 474 y 476).

De la comparacion de las secuencias correspondientes a los aislamientos regionales y las cepas
NBRC, con aquellas disponibles en la base de datos GenBank para especies de Cercospora (nimero
de acceso: AY633838 para C. kikuchii y AY266157 para C. sojina), se obtuvo el siguiente analisis:

Del total de hongos aislados, veintidos de ellos (CK15, CK16, CK17, CK18, CK19, CK21, CK22,
CK24, CK27, CK28, CK29, CK30, CK31, CK36, CK37, CK44, CK46, CK49, CK51, CK59, CS63
y CS66) presentaron 100% de identidad con la secuencia de Cercospora sojina cuyo nimero de
acceso en GenBank es AY266157 (denominada Cercospora sojina isolate CS42 por Stewart y col.,
2003) y 99% de identidad con C. kikuchii cuyo niimero de acceso en GenBank es AY633838 (de-
nominada Cercospora kikuchii voucher BRCK 179 por Marin y col., 2004), la diferencia consistio
en una sustitucion en la posicion 474 (C sustituy6 a T) (Figura IV.19)

460 470 480 490 500
AY266157.1 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
AY633838.1 (449) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK15 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK16 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK17 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK18 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK19 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK21 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK22 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK24 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK27 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK28 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK29 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK30 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK31 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK36 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK37 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK44 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK46 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK49 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK51 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK59 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS63 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS66 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG

Figura IV.19. Alineamiento de la region ITS de algunos aislamientos de Cercospora kikuchii y
Cercospora sojina

AY?266157.1: Cercospora sojina isolate CS42 (Stewart y col., 2003)

AY633838.1: Cercospora kikuchii voucher BRCK 179 (Marin y col., 2004)

CK15, CK16, CK17, CK18, CK19, CK21, CK22, CK24, CK27, CK28, CK29, CK30, CK31, CK36, CK37,
CK44, CK46, CK49, CK51, CK59, CS63 y CS66: aislamientos regionales.
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Diecisiete de los aislamientos regionales (CK20, CK23, CK26, CK32, CK41, CK50, CK52, CK53,
CKS56, CK57, CK58, CS55, CS60, CS61, CS62, CS64 y CS65), v las cepas de coleccion C. kikuchii
NBRC 6711 y C. sojina NBRC 6715, presentaron 100% de identidad con Cercospora kikuchii vou-
cher BRCK 179 cuyo numero de acceso en GenBank es AY633838 (Marin y col., 2004), y 99% de
identidad con Cercospora sojina isolate CS42 cuyo nimero de acceso en GenBank es AY266157
(Stewart y col., 2003), la diferencia consistioé en una sustitucion en la posicién 474 (T sustituyd a C)
(FiguralV.20)

460 470 480 490 500

AY266157.1 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
AY633838.1 (449) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK6711 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK20 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK23 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK26 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK32 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK41 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK50 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK52 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK53 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK56 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK57 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK58 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS6715 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS55 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS60 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS61 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS62 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS64 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS65 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG

Figura IV.20. Alinecamiento de la region ITS de algunos aislamientos de C. kikuchii y C. sojina
AY266157.1: Cercospora sojina isolate CS42 (Stewart y col., 2003)

AY633838.1: Cercospora kikuchii voucher BRCK 179 (Marin y col., 2004)

CK20, CK23, CK26, CK32, CK41, CK50, CK52, CK53, CK56, CK57, CK58, CS55, CS60, CS61, CS62,
CS64 y CS65: aislamientos regionales. CK6711: C. kikuchii NBRC 6711. CS6715: C. sojina NBRC 6715.

Las secuencias de diez aislamientos regionales (CK14, CK25, CK39, CK40, CK42, CK43, CK45,
CK47, CK54 y CS48) mostraron un 99% de identidad con Cercospora sojina isolate CS42 cuyo
numero de acceso en GenBank es AY266157 (Stewart y col., 2003), la diferencia consistio en susti-
tuciones en las posiciones 474 (T sustituyo a C) y 476 (T sustituy6 a C); y con Cercospora kikuchii
voucher BRCK 179 cuyo numero de acceso en GenBank es AY633838 (Marin y col., 2004), la di-
ferencia radicé en la posicion 476 donde T sustituyo a C (Figura IV.21).
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460 470 480 490 500
AY266157.1 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
AY633838.1 (449) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK14 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK25 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK39 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK40 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK42 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK43 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK45 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK47 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK54 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS48 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG

Figura IV.21. Alineamiento de la region ITS de algunos aislamientos de Cercospora kikuchii y
Cercospora sojina

AY266157.1: Cercospora sojina isolate CS42 (Stewart y col., 2003)

AY633838.1: Cercospora kikuchii voucher BRCK 179 (Marin y col., 2004)

CK14, CK25, CK39, CK40, CK42, CK43, CK45, CK47, CK54 y CS48: aislamientos regionales

Tres aislamientos regionales (CK35, CK38 y CS67) presentaron 99% de identidad con Cercospora
sojina isolate CS42 cuyo niimero de acceso en GenBank es AY266157 (Stewart y col., 2003), la
diferencia consistid en una sustitucion en la posicion 476 (T sustituy6 a C) y con Cercospora kiku-
chii voucher BRCK 179 cuyo nimero de acceso en GenBank es AY633838 (Marin y col., 2004), la
diferencia radico en la posicion 474 (C sustituy6 a T) y 476 (T sustituy6 a C) (Figura IV.22).

460 470 480 490 500
AY266157.1 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
AY633838.1 (449) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTTACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK35 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CK38 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
CS67 (451) GCGGTCGCGGCCGTTAAATCTTTCATAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG

Figura 1V.22. Alineamiento de la region ITS de algunos aislamientos de Cercospora kikuchii y
Cercospora sojina

AY266157.1: Cercospora sojina isolate CS42 (Stewart y col., 2003)

AY633838.1: Cercospora kikuchii voucher BRCK 179 (Marin y col., 2004)

CK35, CK38 y CS67: aislamientos regionales.

A manera de resumen, en la tabla I'V.7, se presentan el origen y los resultados de la caracterizacion
molecular de las especies de Cercospora estudiadas durante el transcurso de esta tesis.
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Tabla IV.7. Especies de Cercospora aisladas de soja. Origen y resultados de la caracterizacion mo-

lecular
Cultivar - Cluster con  Cluster con Sitio variable en
Aislamiento® Regién® Localidad Campaiia
g varietal P ISSR® (GTG)s RAPD® las secuencias

Cap

CK14 R4 Emilia A5409  2005-2006 @ la T-T
CZb"

CK15 R4 Emilia A 5409 2005-2006 o le c-C
Cyy

CK16 R4 Emilia A5409  2005-2006 @ le c-C
CZb"

CK17 R4 Emilia A 5409 2005-2006 @ 5 c-C
Cyy

CKI8 R4 Emilia A5409  2005-2006 @ 5 c-C
CZb"

CK19 R4 Emilia A5409  2005-2006 @ 5 c-C
Cyy

CK20 RI Margarita ~ TJ2070  2005-2006 @ 6 T-C
By

CK21 RI Margarita ~ TJ2070  2005-2006 @ 7 c-c
By,

CK22 RI Margarita ~ TJ2070  2005-2006 O 7 c-C
Coy

CK23 R3 SanJusto  A4910  2005-2006 @ la T-C
CZb"

CK24 R1 Margarita ~ TJ2070  2005-2006 o 6 cC
BZa

CK25 R2 G.Crespo®  A8000  2005-2006 @ lg T-T
B3b

CK26 R4 Emilia A5409  2005-2006 6 T-C

“CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente. * Regiones RiiA. ¢ ISSR (GTG)s : “Inter Simple Se-
quence Repeats” obtenido con (GTG)s. ‘RAPD: “Random Amplified Polymorphic DNA” . °G. Crespo: Gobernador
Crespo. 's/d: sin datos.

Los circulos de colores indican los grupos de los aislamientos relacionados genéticamente. Figuras IV.4 y IV.7 y
Tabla IV 4.
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Aislamiento® Resion® Localidad Cultivar - Campaiia Cluster con  Cluster con Sitio variable en
g varietal P ISSR® (GTG); RAPD® las secuencias

CZb"

CK27 R2 G.Crespo® A 8000  2005-2006 o 2 c-C
Cop

CK28 RS Esperanza A 7636  2005-2006 @ 2 c-c
CZb"

CK29 RS Esperanza A 7636  2005-2006 @ If c-C
Car

CK30 RS Esperanza A 7636 2005-2006 @ 3 c-c
B3a

CK3l1 RS Esperanza A 7636 2005-2006 3 C-C
Bs,

CK32 RS Esperanza A 7636 2005-2006 Ib T-C
By

CK35 R3 SanJusto  RASI4  2006-2007 @ la C-T
Cap

CK36 RS Esperanza ~ RA G626  2006-2007 o 8a c-C
ASGROW. P-4

CK37 RI Margarita 000 2006-2007 @ 8a c-C
ASGROW. e

CK38 RI Margarita 000 2006-2007 @ Ih C-T
BZa

Villa Trini-

CK39 R6 o A6401  2006-2007 @ 8b T-T
ASGRO B

CK40 R1 Margarita W 2006-2007 8b T-T

8000

illa Trini B

CK41 R6 vi Z:d“m' A6401  2006-2007 8¢ T-C
Cyp

CK42 R4 Emilia RA703  2007-2008 @ 8¢ TT

“CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente. * Regiones RiiA. ¢ ISSR (GTG)s : “Inter Simple Se-
quence Repeats” obtenido con (GTG)s. ‘RAPD: “Random Amplified Polymorphic DNA” . °G. Crespo: Gobernador
Crespo. 's/d: sin datos.

Los circulos de colores indican los grupos de los aislamientos relacionados genéticamente. Figuras IV.4 y IV.7 y
Tabla IV .4.
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Aislamiento® Reeiéon® Localidad Cultivar - Campaiia Cluster con  Cluster con Sitio variable en
1 1 1 1
g varietal P ISSR® (GTG); RAPD® las secuencias
BZa
CK43 R4 Emilia A7118  2007-2008 @ 8b TT
A
Llambi
CK44 R4 Camppoll | AB000 20072008 @ 8a c-C
Villa G
CK45 R6 - A8000  2007-2008 8d TT
Trinidad
vill Py
111a
CK46 R6 ey AG401 20072008 @ 8d c-C
Bla
CK47 RS Esperanza A 6411 2008-2009 Ih T-T
CZa’
Cs48 R2 G. Crespo® o/df 2008-2009 @ 9 T-T
B3a
CK49 RI Margarita A 8000  2008-2009 lg c-C
Coa
NA 7708
€
CK50 R2 G. Crespo G 2008-2009 o 9 T-C
£ Ci
CK51 R2 G. Crespo® s/d 2008-2009 4b c-C
Cor
CK52 R3 SanJusto  A4910  2008-2009 o If T-C
Cor
CK53 R3 SanJusto  A4910  2008-2009 @ If T-C
By,
CK54 R3 SanJusto A 6401  2008-2009 1d T-T
B
CS55 R4 Emilia MAN 50082009 lc T-C
4355
By
CK56 RS Esperanza A 6411 2008-2009 4a T-C

“CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente. * Regiones RiiA. ¢ ISSR (GTG)s : “Inter Simple Se-
quence Repeats” obtenido con (GTG)s. ‘RAPD: “Random Amplified Polymorphic DNA” . °G. Crespo: Gobernador
Crespo. 's/d: sin datos.

Los circulos de colores indican los grupos de los aislamientos relacionados genéticamente. Figuras IV.4 y IV.7 y
Tabla IV .4.
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Aislamiento® Reeiéon® Localidad Cultivar - Campaiia Cluster con  Cluster con Sitio variable en
1 1 1 1

g varietal P ISSR® (GTG); RAPD® las secuencias
Cop

CK57 R3 SanJusto  A4910  2008-2009 o Ig T-C
Czan

CK58 R2 G.Crespo®  RA725  2008-2009 @ 4b T-C
CZb"

CK59 RS Esperanza A 6401  2008-2009 @ e c-C
B3y

CS60 RS Esperanza ~ RA 633 2008-2009 4a T-C
Cor

NA 6126

Cs61 RS Esperanza G 2008-2009 @ 4a T-C
Bs,

CS62 RS Esperanza A 6410 2008-2009 4a T-C
Bsp

CS63 R3 SanJusto A 4910  2008-2009 la c-C
B3a

CS64 R3 SanJusto  RA 626  2008-2009 I T-C
Bsp

CS65 R6 Portefia s/d" 2008-2009 le T-C
sz

CS66 R3 SanJusto  AG411  2008-2009 @ 1d c-C
Car

CS67 RS Esperanza A 6401  2008-2009 @ Ih C-T

"CK y CS significan C. kikuchii y C. sojina, respectivamente. ® Regiones RiiA. © ISSR (GTG)s : “Inter Simple Se-
quence Repeats” obtenido con (GTG)s. “RAPD: “Random Amplified Polymorphic DNA” . °G. Crespo: Gobernador
Crespo. 's/d: sin datos.

Los circulos de colores indican los grupos de los aislamientos relacionados genéticamente. Figuras IV.4 y IV.7 y
Tabla IV .4.

5. DISCUSION

La prevencion y el control de las enfermedades en las plantas es un desafio continuo para los pro-
ductores. El ambiente complejo en el que los microorganismos perjudiciales interactiian con los
hospedantes y el escaso conocimiento de la variabilidad y de la estructura genética de las poblacio-
nes de los patogenos constituyen algunas de las causas del éxito limitado en el manejo de las enfer-
medades (Macias Figueroa y col., 2006).
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Como ya se comentara, para analizar la diversidad de patogenos de plantas a nivel del genoma se
han aplicado diferentes métodos moleculares basados en la técnica de PCR, entre los que se encuen-
tran ISSR y RAPD (Bornet y Branchard, 2001; Becerra y col., 2007)

La técnica de ISSR-PCR, ha sido utilizada para estudiar este aspecto en hongos. Diferentes autores
han estudiado la variabilidad genética en Ascomycetes, Zygomycetes y en otros fitopatdogenos tales
como son las especies de Pyrenophora (Crous y col., 1995; Longato y Bonfante, 1997; Singh y
Hughes, 2006).

En este trabajo, se utilizaron tres oligonucleétidos diferentes (CAC)s, (GTG)s y (GACA)4. Con los
dos primeros se generaron mas grupos y subgrupos y de estos dos, (GTG)s fue el que generé6 menor
cantidad de bandas no obstante lo cual, los perfiles obtenidos se utilizaron para distribuir espacial y
temporalmente las genovariedades (Castillo y col., 2010; Tiago y col., 2011). Cai (2004), en su tra-
bajo de tesis, reportd que este oligonucleotido producia un perfil de bandas reproducible y permitia
detectar variabilidad entre aislamientos de Cercospora. Por su parte, Longato y Bonfante (1997)
demostraron que este “primer”, en particular, era una herramienta confiable, sensible y técnicamen-
te simple para el ensayo de la variabilidad genética en hongos que pertenecen al grupo de las mico-
rrizas, detectando un alto grado de polimorfismo en los perfiles obtenidos, por lo que concluyeron
que seria de gran utilidad para la comparacion entre especies.

Los aislamientos de Cercospora aqui estudiados, mostraron una escasa asociacion entre el origen
geografico de los mismos y la diversidad genética. Por ejemplo, CK14 aislado de la Region 4 fue
genéticamente similar a CK27 de la Region 2. Por otro lado, algunos aislamientos provenientes de
la misma region fueron genéticamente distintos entre ellos. Es asi como CK18 y CK26, provenien-
tes de la Region 4 no fueron agrupados juntos. Este hecho confirmé que los aislamientos de Cer-
cospora presentaron una amplia diversidad genética dentro y entre regiones, lo cual se vio reflejado
cuando los datos obtenidos se representaron sobre el mapa de la zona estudiada.

Con la técnica de RAPD se detecto, en la poblacion de Cercospora aislada de cultivares de soja de
la provincia de Santa Fe, un mayor grado de diversidad entre los aislamientos, corroborando la va-
riabilidad fenotipica observada previamente en los medios de cultivo. Estos resultados fueron coin-
cidentes con los obtenidos por el grupo de trabajo dentro del que se enmarc6 esta tesis, Lura y col.
(2007), Gonzalez y col. (2008), Latorre Rapela y col. (2011) y los comunicados por Almeida y col.
(2005) y Cai y col. (2004) (2009) para aislamientos obtenidos a partir de soja cultivada en Brasil y
Louisiana.

Dos de los 20 oligonucleotidos utilizados en RAPD, no amplificaron satisfactoriamente. Se detecta-
ron muy pocas bandas con OPA-06, lo que podria explicarse si se tiene en cuenta que las regiones
de ADN amplificadas de manera eficiente deben estar situadas entre dos espacios complementarios
a los cebadores y separados por una distancia de unos pocos kb (Williams y col., 1990). En las es-
pecies de Cercospora en estudio, los sitios complementarios de este oligonucleétido pueden ser
menos frecuentes, lo que hizo la amplificacion de fragmentos técnicamente imposible. OPA-02, por
el contrario, mostré un patréon con numerosas bandas por lo que, cada vez, su lectura e interpreta-
cion resulté muy dificil.
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Los agrupamientos genéticos formados con ISSR y RAPD, en general, no fueron coincidentes. Sin
embargo, existieron algunos aislamientos que se encontraron fuertemente relacionados. Tal es el
caso de CK21 y CK22 cuya similitud se detectd con los tres oligonucleodtidos utilizados en ISSR y
por RAPD. Un caso particular se dio con CK30 y CK31. Su similitud fue determinada por RAPD y
con (CAC)s y (GACA)4; sin embargo, con (GTG)s quedaron muy alejados, a pesar de haberse reite-
rado el ensayo.

De acuerdo con los resultados aqui obtenidos, las poblaciones argentinas de C. kikuchii y C. sojina
son fenotipica, genotipica y geograficamente variables, constituyendo un grupo muy heterogéneo.

Estos hallazgos no son sencillos de explicar. No obstante, es imprescindible tener presente que este
hongo se transmite a través de las semillas de soja y que por ser necrotrofico, puede sobrevivir en el
rastrojo. Entonces por un lado, se debe tener en cuenta que durante la Gltima década, en Argentina,
se produjo un incremento en la superficie de produccion de soja por lo cual el trafico de semillas de
areas de cultivo tradicional a areas nuevas se vio aumentado (SAGPyA, 2003). Por otra parte, la
supervivencia del mismo en el rastrojo, transforma a éste en la principal fuente de indculo primario
para la epifitia de la campana siguiente (Sillon, 2007; Cai y col., 2009).

Seguin Pujol Vieira dos Santos y col. (2002) y Stenglein y Ballati (2006), muchos factores podrian
afectar el analisis del polimorfismo, por ejemplo, las variantes intraespecificas de un agente pato-
geno, el nimero de muestras seleccionadas para el anélisis, el flujo genético entre poblaciones, la
adaptacion del medio ambiente y la presion selectiva y la migracion.

Otros factores a considerar que podrian explicar la variabilidad genética detectada serian los cam-
bios en el ADN que ocurren dentro de las poblaciones de hongos filamentosos. Segtn lo planteado
por McDonald (1997), estos cambios se deben a mutaciones, deleciones, sistemas de apareamiento,
migracion o flujo de genes y seleccion de la poblacion, ya que no se conoce la reproduccion sexual
de la mayoria de las especies de Cercospora incluyendo C. kikuchii (Cai y Schneider, 2008). Da-
boussi y Capy (2003) y Cai y col. (2009) por otro lado, afirman que los cambios mediados por ele-
mentos transponibles, asociados con transposicion y recombinacion, proporcionan un amplio rango
de variacidon genética, lo cual es util para la natural adaptacion de la poblacién a los cambios del
medio ambiente y a la interaccion con otros organismos.

En cuanto a las cepas C. kikuchii NBRC 6711 y C. sojina NBRC 6715, depositadas en la Coleccion
de Cultivos pertenecientes al National Institute of Technology and Evaluation (NITE), Japon, no se
han encontrado datos respecto a su fuente de aislamiento y localidad o pais de origen. La baja simi-
litud que presentaron, con relacion a los aislamientos regionales, podria ser atribuida a que provie-
nen de regiones naturalmente diferentes a las seleccionadas para este trabajo.

Una de las razones mas importantes por las que el empleo del ADNTr es util en estudios taxonémicos
y filogenéticos, es la desigual evolucion que presentan las diferentes regiones que lo componen. Las
zonas espaciadoras ITS1 e ITS2 son las mas variables y son de utilidad para organismos que se en-
cuentran proximos en la filogenia (Martinez Culebras, 1999; Siboe y col., 2000), permitiendo dife-
renciar especies si se combina con la técnica de RFLP. Al respecto, Balajee y col. (2009) sostienen
que esta combinacion de metodologias, se podria emplear para la identificacion de especies del gé-
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nero Aspergillus, asi como para la mayoria de las especies de Mucorales y para algunas del género
Fusarium.

Sin embargo, en este trabajo de tesis el alto grado de similitud del fragmento ITS-PCR y de los pa-
trones RFLP observados entre las especies C. kikuchii y C. sojina aisladas, indicarian una alta ho-
mologia en la secuencia de la region ITS; resultados semejantes fueron obtenidos por Okori y col.
(2004) cuando aplicaron RFLP-PCR en aislamientos de Cercospora sorghi.

En cuanto a la secuenciacion del fragmento ITS amplificado por PCR, solo permiti6é confirmar que
los hongos analizados, pertenecian al género Cercospora, no encontrandose diferencia entre las dos
especies en estudio (C. kikuchii y C. sojina), ya que los porcentajes de identidad entre ellas y las
depositadas en la base de datos GenBank fueron del 99-100%. La diferencia de nucledtidos del
fragmento ITS del operdn ribosomal entre todas las secuencias estudiadas, vario entre 0 y 2.

Resultados similares fueron informados por Goodwin y col. (2001) donde el numero de nucle6tidos
diferentes entre especies, para 12 taxones del grupo monofilético de Cercospora, estuvo compren-
dido entre 0 y 14, de los cuales 5 taxones (Cercospora apii, C. beticola, C. hayi, C. nicotianae y C.
sorghi var. maydis) presentaron secuencias ITS idénticas. Ademas, encontr6 que el promedio de
nucleotidos diferentes entre tres aislamientos de C. kikuchii fue de 2 a 7, mientras que otros autores
detectaron en 12 aislamientos de C. kikuchii entre 0 y 3 nucleotidos diferentes en sus secuencias
(Goodwin y col., 2001).

Estos estudios, al igual que lo reportado por Somai y col. (2002), han revelado que la mayoria de las
especies de Cercospora, en particular de los miembros del complejo Cercospora apii son idénticos
o estan estrechamente relacionados (Groenewald y col., 2005).

Una posible explicacion para estos resultados, es que todas las especies de Cercospora comparten
un ancestro comun, relativamente reciente, que adquirio la capacidad de producir cercosporina. Esta
capacidad le permiti6 adaptarse rapidamente y expandir su rango de hospedantes, lo que explicaria
la aparicion de un gran nimero de especies estrechamente relacionadas, algunas de ellas con su se-
cuencia idéntica en hospedantes muy divergentes (Goodwin y col., 2001; Joshi y col., 2006).

En su revision del género Cercospora, Crous y Braun (2003) se refirieron a 281 especies morfolo-
gicamente indistinguibles para el complejo C. apii “sensu lato”. Los analisis genéticos recientes de
Cercospora spp. se han basado principalmente en secuencias de los ITS y del gen 5.8S del ARN
ribosomal. Estos estudios han revelado que la mayoria de las especies de Cercospora, en particular
los miembros del complejo C. apii, son idénticas o estan fuertemente relacionadas. A juzgar por su
similitud morfoldgica, asi como por su demostrada infectividad cruzada, es probable que deban ser
consideradas sindnimos (Groenewald y col., 2005).

Los métodos tradicionales para la discriminacion entre especies de Cercospora se han basado prin-
cipalmente en la morfologia, analizando caracteristicas tales como tamafio y forma de conidios y
color de la colonia. Sin embargo, como se explico en el capitulo III, los hongos pertenecientes a este
género, asi como otros géneros similares, presentan una gran dificultad para esporular en medios de
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cultivo artificial (Yeh y Sinclair, 1980; Cadwell, 1994; Avila de la Calle y col., 2004), lo cual cons-
tituye un problema para la identificacion de los mismos.

La aplicacion de los marcadores moleculares en la taxonomia de los hongos promete aclarar las
relaciones entre los distintos taxones que se encuentran muy relacionados a causa de los estudios
morfologicos. Esto es de especial importancia debido a que, de esta manera, se puede entender la
identidad y complejidad genética de una poblacion de patdogenos que afecta un hospedante en parti-
cular y asimismo es esencial para formular estrategias efectivas de manejo de enfermedades.
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1. INTRODUCCION
1.1. EL DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES DE LAS PLANTAS

Las enfermedades de las plantas tienen una notable importancia en la agricultura moderna, no sélo
porque poseen el potencial de destruir enteramente las cosechas, sino porque aun en los casos en
que no causan pérdidas totales, por lo general reducen, en forma crénica, el rendimiento de la ma-
yoria de los cultivos y obligan a tomar medidas de control que aumentan los costos de produccion
ademas de afectar la calidad y durabilidad de los productos cosechados (Macias Figueroa y col.,
2006).

Tradicionalmente los programas de control de las diversas enfermedades en los distintos entornos
agroecologicos, se han desarrollado de forma empirica. Esto ha conllevado a menudo, a ineficacia o
a efectos negativos, como por ejemplo, problemas de contaminacion por plaguicidas o de insercion
en las poblaciones, de patogenos resistentes a aquellos. El desarrollo cientifico de la Fitopatologia y
ciencias afines posibilito, en las ultimas tres décadas, el planteo de estrategias de control cientifica-
mente correctas y técnicamente eficaces (Macias Figueroa y col., 2006).

Uno de los requerimientos mas importantes para el manejo apropiado de una enfermedad es la iden-
tificacion correcta del agente fitopatdogeno, a fin de iniciar un tratamiento adecuado lo mas tem-
prano posible (Macias Figueroa y col., 2006).

Se puede decir entonces, que un diagndstico oportuno detecta al agente causal de un evento patolo-
gico y es fundamental para el manejo del problema. Genera medidas de control efectivas, optimiza-
cion de los recursos, reduccion de los efectos negativos en el medio ambiente y a la vez origina
informacion respecto de la interaccion patogeno - hospedante. Segin Pupiro y Malagon Rodriguez
(2003), el diagnostico de las enfermedades, de forma rapida y precisa, evita el uso desmedido o
incorrecto de compuestos quimicos como plaguicidas.

Como ya se comentd en el Capitulo III, en la identificacion de las especies fungicas mediante la
taxonomia clasica se utilizan, casi exclusivamente, caracteres morfologicos (Hawksworth y col.,
1996). Estos métodos presentan la necesidad de cultivar los hongos en diferentes medios, la obser-
vacion de caracteristicas externas macroscopicas (coloracion, textura y diametro de la colonia) y de
estructuras microscopicas (ornamentacion y tamafio de los conidios, longitud y ancho de las métulas
y fialides). Ademas, son laboriosos, requieren varias semanas para su observacion y analisis, son
dificiles de estandarizar y han de ser practicado por personal especializado en taxonomia (Crous y
col., 2009; Gonzalez Salgado, 2010). Por todo ello, el uso exclusivo de esta metodologia ha sido
cuestionado en los ultimos afios.

Sin embargo, existen hoy en dia como producto del avance de la biotecnologia, nuevas técnicas que
estan disponibles para complementar o reemplazar los procedimientos de laboratorio tradicionales,
de forma de acelerar la obtencion de resultados y permitir un diagndstico mas temprano, ejemplo de
ellas son las inmunoquimicas (ELISA) y las moleculares (PCR) (Macias Figueroa y col., 2006). Las
enfermedades causadas por microorganismos pueden ser diagnosticadas por medio de la identifica-
cion de una caracteristica tinica del organismo, tales como su material genético o una proteina.
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La técnica de ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay’) es un procedimiento de ensayo
inmunoenzimatico. Se basa en la deteccion del antigeno (Ag) o del anticuerpo (Ac), inmovilizado
sobre una fase solida y mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una reaccion; la
prueba recurre al empleo de inmundgenos, haptenos o anticuerpos marcados con una enzima, cuyo
producto coloreado puede ser medido espectrofotométricamente. Este principio tiene las propieda-
des de un inmunoensayo ideal: es robusto, simple en su realizacion, emplea reactivos econdémicos y
consigue, mediante el uso de la fase s6lida, una separacion facil entre la fraccion retenida y la frac-
cion libre (Pérez Pérez y Pérez Sevilla, 2009).

Existen diferentes variantes de la técnica de ELISA, todas basadas en el principio anteriormente
descrito. Cuando el analito es un antigeno puede detectarse uniéndolo a la fase solida y ser revelado
especificamente mediante un anticuerpo anti-antigeno marcado (ELISA directo) o empleando un
anticuerpo primario anti-antigeno y uno secundario anti-primario marcado (ELISA indirecto) (Figu-
ra'V.l).

A

o & &

INCUBAR ¥ LAMVAR

Figura V.1. Ilustracion de la técnica de ELISA indirecto

Otra posibilidad es fijar a la fase sélida, un anticuerpo especifico que capture el antigeno y luego utili-
zar un segundo anticuerpo para reconocerlo de manera especifica (ELISA “sandwich”). Si este segun-
do anticuerpo estd marcado con una enzima, es revelado en forma directa (ELISA “sandwich” directo),
mientras que si este segundo anticuerpo es reconocido mediante un tercer anticuerpo marcado, el ensa-
yo es indirecto (ELISA “sandwich” indirecto) (Figura V.2).

En ambos métodos, la reaccion enzimatica puede ser detectada espectrofotograficamente con un
lector de ELISA (Enriquez Jiménez, 2009).
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Figura V.2. Ilustracion de la técnica de ELISA “sandwich” indirecto
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Para hacer el ELISA mas versatil y aplicable al diagndstico de un gran niumero de muestras se ha
desarrollado otro método sobre base solida, el Dot-ELISA o el Dot blot (Pappas y col., 1983; Ferrer
Gual, 2008). Es un ELISA rapido que utiliza como soporte solido papel de nitrocelulosa, que se
caracteriza por su excelente capacidad para adsorber proteinas (Towbin y col., 1979). El antigeno
(recombinante o sintético), en general se adsorbe pasivamente (“blotting”) al soporte en forma de
gota (“dot”). Este inmunoensayo, es una prueba de diagndstico econdmica y de facil ejecucion en
laboratorios de baja complejidad (Agudelo-Florez y Palacio, 2009) ya que genera un precipitado
coloreado insoluble que permite una lectura visual de la reaccion (Figura V.3).

1{+) 2+ 3(+) 4+) 5(+) a(+) (=)

2

Figura V.3. Resultado del ensayo de Dot-ELISA
Fuente: Wang y col., 2012

Otra variante de la técnica es el ELISA de inhibicion. En este tipo de ensayo se realiza una primera
fase (fase de inhibicion), en la que las proteinas de la muestra se incuban con una cantidad conocida
de anticuerpos especificos frente a los antigenos de interés. Al finalizar esta etapa se tienen por una
parte, los complejos antigeno-anticuerpo recién formados y por otra, un niimero determinado de
anticuerpos libres y el resto de proteinas de la muestra. Para la segunda fase de este analisis (fase de
reaccion) se prepara una placa de ELISA donde se inmovilizan moléculas estandarizadas del anti-
geno correspondiente en una proporcion conocida. En sus pocillos se afiade la mezcla resultante de
la etapa anterior. Los anticuerpos que quedaron libres reaccionan ahora con los antigenos fijados en
el soporte. Su presencia se revela con la adicion de un segundo anticuerpo ligado a una enzima y del
reactivo adecuado para la formacion de productos coloreados en el medio de reaccion. La cantidad
de antigeno en la muestra es inversamente proporcional a la intensidad de color desarrollada. La
Figura V.4 representa las etapas descritas anteriormente (Garcia Iglesias y col., 2009).
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Fase de inhibicion & Fase de reaccion
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Figura V.4. Ilustracion de la técnica del ELISA de inhibicion
Fuente: Garcia Iglesias y col., 2009

Los anticuerpos son moléculas producidas por el sistema inmune de mamiferos, que pueden usarse
para identificar organismos o sustancias invasivas. Cuando éste puede reconocer a un antigeno es-
pecifico asociado con un patégeno de planta, entonces puede utilizarse como herramienta de diag-
nostico. El empleo de la tecnologia de anticuerpos esté bien establecido en el diagndstico médico y
el interés en usarla en patologias de plantas se increment6 en la Gltima década.

Existen diferentes vias para la produccion de anticuerpos de uso diagnostico. Una de ellas es la de
los anticuerpos policlonales, que se originan al inyectar un antigeno derivado, por ejemplo de un
patoégeno, a un animal usualmente un conejo y luego de un tiempo extraerle la sangre.

Aunque los anticuerpos policlonales se han utilizado con éxito para detectar patégenos de plantas,
no siempre son lo suficientemente especificos, solo se generan en cantidades limitadas y la especifi-
cidad puede variar de un lote a otro. Para superar este problema, muchos autores han propuesto uti-
lizar antigenos recombinantes para mejorar la especificidad y la sensibilidad de la técnica (Aguirre
y col., 2006).

La aparicion de esta nueva tecnologia, ha permitido desarrollar en los ultimos afios antigenos dise-
fados y estructuralmente modificados que le otorgan mejores caracteristicas inmunologicas asegu-
rando, de esta manera, una mayor especificidad de los anticuerpos obtenidos (Rodriguez Rivero y
Benito, 2001).

Por otro lado, los avances en las técnicas de analisis de ADN han conducido al desarrollo de nuevos
métodos para la caracterizacion y diferenciacion de cepas tanto de hongos filamentosos como de
otros organismos. La principal ventaja de los métodos de identificacion basados en el ADN sobre
los métodos de identificacion fenotipica es que no estan influenciados por las condiciones ambien-
tales (Ness y col., 1993) y no dependen de la interpretacion, a veces subjetiva, de caracteristicas
morfologicas.

Como alternativa a la identificacion fenotipica se ha descrito la identificacion genotipica. En ese
sentido, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) constituye una opcion importante (Vilchez y
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Alonso, 2009). Es una técnica especifica que genera ilimitadas copias de cualquier fragmento de
ADN, es facil de realizar y el diagnostico por PCR resulta mas rapido que los métodos tradicionales
para aislar el patogeno (Schaad y Frederick, 2002). Ademas, debido a su alta sensibilidad y especi-
ficidad requiere muy poca cantidad de ADN molde, permitiendo detectar moléculas diana en mez-
clas complejas. Por ello, esta siendo utilizada para la deteccion y en algunos casos cuantificacion
directa de especies micotoxigénicas (Edwards y col., 2002; Ward y col., 2004; Russell y Paterson,
2006; Niessen, 2008).

Se espera que en un futuro cercano, el diagnodstico de patégenos enfrente una nueva revolucion tec-
nologica, la que permitird una deteccion ilimitada de agentes por ensayo, con gran sensibilidad,
exactitud y rapidez. Estos avances seran posibles gracias a los actuales esfuerzos que se desarrollan
en el area de la investigacion genémica y de la bioinformatica (Fernandez Olmos y col., 2010).

1.2. METODOS DE INOCULACION ARTIFICIAL BAJO CONDICIONES
CONTROLADAS

Una de las actividades mas importantes de la fitopatologia es el trabajo en el laboratorio, ahi se realiza
la investigacion basica, se aislan e identifican patdgenos y se produce el inoculo para inducir la en-
fermedad en forma artificial en el campo o invernadero, en apoyo a los programas de mejoramiento
genético.

El desarrollo de métodos de inoculacion artificial bajo condiciones controladas ha sido una de las
principales prioridades en las investigaciones con hongos fitopatégenos, ya que evita las fluctua-
ciones tipicas de los ambientes naturales ain cuando, en éstos, se favorezcan las condiciones Opti-
mas de infeccion (Bernal y col. 2009).

Esta metodologia se lleva a cabo con diferentes propositos, como ser: demostracion de los postula-
dos de Koch, incrementos de indculo, caracterizacion de sintomatologia, pruebas de seleccion gené-
tica y estudios de epidemiologia. Generalmente se realiza en plantulas, pero también puede llevarse
a cabo en otros estados fenoldgicos (Gilchrist-Saavedra y col. 2005).

Se deben tener en cuenta ciertos aspectos, como por ejemplo: el cultivo artificial del patdogeno, las
condiciones de aplicacion en funcion de los ciclos del hospedante y del parasito, momento de dicha
aplicacion (planta joven o adulta, hora del dia, con o sin riego, con resto de cosecha o solo cultivo
artificial del parasito) y nlimero de tratamientos (Cubero, 2003).

Entre las ventajas que presenta, permite un mejor control en el manejo del organismo, seguridad en
la evaluacion de los sintomas, certeza de que no ocurra interferencia con otros microorganismos
como sucede en el campo y rapidez en evaluar el material.

2. OBJETIVOS

e Desarrollar métodos de deteccion precoz de especies de Cercospora en plantas de soja.
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e Implementar un modelo experimental de infeccion de plantas de soja por especies de Cer-
cospora.

e Evaluar las técnicas de diagnostico desarrolladas utilizando las plantas del modelo experi-
mental.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. OBTENCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE Y DE LOS
ANTICUERPOS POLICLONALES

3.1.1 CEPAS BACTERIANAS Y VECTORES PLASMIiDICOS

Se utilizaron cepas de Escherichia coli DHSa y E. coli BL21(DE3). Los cultivos liquidos de las
bacterias se realizaron en medio Luria-Bertani (LB), a 37 + 0,2°C y en agitacion a 180 rpm (Sam-
brook y col., 1989).

Para periodos cortos de conservacion de las bacterias, se realizaron cultivos en estrias en cajas de
Petri que contenian medio LB-agar 2% y se mantuvieron a 4°C. Para conservar las cepas durante
periodos mayores de tiempo, se hizo crecer un cultivo a partir de una colonia aislada en caldo LB
durante toda una noche a 37 + 0,2°C. Se transfirieron 500 pL del cultivo a un tubo Eppendorf de 1,5
mL que contenia un volumen igual de LB-glicerol 30% (v/v). Se mezcl6 y conservo a -80°C (Sam-
brook y col., 1989).

El vector plasmidico utilizado para el clonado del producto de PCR en la cepa E. coli DH5a fue
pGEM-T Easy (Figura V.5) y el usado como sistema de expresion en la cepa E. coli BL21(DE3) fue

el pET-32a (Figura V.6). Las caracteristicas y referencia de los mismos se detallan en la Tabla V.1.

Tabla V.1: Caracteristicas y referencia de los vectores plasmidicos

Plasmido Caracteristicas Referencia
pGEM-T 3018 pb, resistencia Am, promot(.)r. T7, linealizado, extremos 3’ con Promega®,
Easy agregado de T. Este vector fl-.le utilizado para el subclonado de produc- EE.UU.

tos de PCR en la cepa E. coli DH5a.
5900 pb, resistencia Am, promotor T7lac, produce proteinas fusiona-
pET-32a das a 6 histidinas y a la proteina tiorredoxina (TRX), de 20,4 KDa, lo Novagene,

que permite su purificacion en columna de NTA-Ni*". Este vector fue EE.UU.
utilizado como sistema de expresion en la cepa E. coli BL21(DE3).
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Figura V.5. Vector de clonado pGEM-T Easy

Fuente: http://www.promega.com/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-applications-guide/cloning/
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Fuente: http://www.nordichardware.com/skrivelser img/506/vektor.jpg

3.1.2. OBTENCION DE LA SECUENCIA CODIFICANTE PARA LA PORCION
ANTIGENICA DE LA PROTEINA CFP (“CERCOSPORIN FACILITATOR PROTEIN”)

Con el fin de obtener una proteina recombinante especifica del hongo Cercospora kikuchii, en una
primera instancia se realiz6 una intensa busqueda bibliogréafica orientada a la identificacion de anti-
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genos no compartidos con otros microorganismos. La proteina que presentd estas caracteristicas fue
la CFP codificada por el gen cfp (cercosporin facilitator protein) (Figura V.7) y descrita por el gru-
po de investigacion dirigido por el Dr. Upchurch (Callahan y col., 1999).
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Figura V.7. Secuencia del gen cfp de Cercospora kikuchii (N° de acceso en GenBank: AF091042)
(Callahan y col., 1999)
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3.1.2.1. Extraccion del ADN genémico y amplificacion por PCR de un fragmento del gen cfp

La secuencia aminoacidica de la proteina CFP cuenta con 607 aminoacidos (Callahan y col., 1999)
y la region antigénica se encuentra ubicada en la porcion C terminal integramente codificada en el
ultimo exon del gen, por lo que se trabajo con ADN gendmico para obtener un fragmento de la se-
cuencia codificante de la misma (451 bp) mediante amplificacion por reaccion en cadena de la po-
limerasa.

Se utilizo la cepa de referencia Cercospora kikuchii NBRC 6711. Para la extraccion de ADN total,
se trabajo de acuerdo al protocolo de Lee y Taylor, (1992) con las modificaciones propuestas por Di
Conza y col. (2007) (ver Capitulo IV).

Para disefiar los “primers” especificos que hibridaran sobre la secuencia correspondiente al Gltimo
exon del gen cfp (2628 bp....>3150 bp) se utiliz6 el programa “DNAstart Sequence Analysis
Software”.

Para aumentar las probabilidades de éxito en la obtencion de regiones que generen una respuesta
inmune humoral adecuada, se decidi6 clonar el fragmento seleccionado entero y también, en forma
separada, las regiones N y C terminal del mismo. Para lograr estos tres fragmentos se hizo uso de un
sitio Sacl que se encontraba dentro de la secuencia elegida y permitia un clonado en fase de lectura
en el vector pET-32a que se utilizo para la expresion. Se agregaron por lo tanto, los sitios de restric-
cion ECORI en el oligonucledtido “Forward” (PF) y Sacl en el “Reverse” (PR). De este modo la
secuencia obtenida, luego de ser clonada en el vector pPGEM-TEasy vector, debia liberar 3 fragmen-
tos diferentes: ECORI-EcORI, EcoRI-Sacl y Sacl-Sacl.

Para la PCR, la mezcla de reaccion se prepard para un volumen total de 50 uL conteniendo: 2,5 mM
de Cloruro de Magnesio, 125uM de cada uno de los dNTPs (Inbiohighway, Argentina), 1 pM del
“primer” PF, 1 uM del “primer” PR, 5 U de taq ADN polimerasa (Inbiohighway, Argentina) y 20
ng de ADN por reaccion. La amplificacion fue llevada a cabo utilizando un “MJ Research Thermal
Cycler” en las siguientes condiciones: 1 ciclo de 3 min a 95°C, 35 ciclos de 1 min a 53°C, 1 min a
72°Cy 1 min a 95°C, 1 ciclo final de 5 min a 72°C.

El fragmento amplificado fue separado mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1,5
% w/v con TBE 0,5x (Tris-borato 0,089 M, EDTA 0,002 M). El tiempo de corrida fue de 20 min,
con un voltaje constante de 100 V. La tincion del gel se realizd con Bromuro de Etidio (Sambrook y
col., 1989).

3.1.2.2. Purificacion del ADN a partir de la banda especifica de la secuencia cfp
Para purificar el fragmento de 451 bp, se corrid por electroforesis sumergida horizontal en un gel de
agarosa al 1,5 %, 40 pl del producto de PCR. Una vez identificada la banda, se cort6 la porcion del

gel que la contenia y se purifico el fragmento utilizando un reactivo comercial (Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System, Promega, EE.UU), seglin instrucciones del fabricante.
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El ADN purificado se corrié por electroforesis sumergida horizontal en un gel de agarosa al 1,5%,
junto al marcador de peso molecular 100-bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina), para deter-
minar visualmente su concentracion.

3.1.2.3. Ligacién

Para realizar la reaccion de ligacion se mezclo el fragmento de ADN purificado con el vector plas-
midico pGEM-TEasy, en una relaciéon molar 3:1. A la mezcla se le adicionaron 2,5 pL de buffer
10x de “T4 DNA Ligase” (Promega®, EE.UU.) para un volumen final de 5 uL y 0,5 pL de la enzi-
ma “T4 DNA Ligase” (Promega®, EE.UU). El producto de ligacion se incub6 toda la noche a 4°C.

3.1.2.4. Preparacion del cultivo de Escherichia coli DH5a.

En 2 mL de medio LB se sembr6 un indculo de la bacteria E. coli DH5a conservada y se incubd
toda la noche a 37 + 0,2°C. Luego se la sembro6 en una placa de Petri conteniendo medio de cultivo
LB-agar 2% y se incubo a 37 + 0,2°C durante 24 h.

Se tomo una de las colonias aisladas con la punta de un escarbadiente estéril, se la transfirié a un
tubo conteniendo 2mL de caldo LB y se incub6 a 37 + 0,2°C en agitacion orbital a 180 rpm, durante
toda la noche, hasta saturacion.

3.1.2.5. Transformacion de bacterias competentes con ADN plasmidico

El cultivo saturado se diluyé 100 veces en el mismo medio de cultivo y se incubo en las mismas
condiciones que las descritas en el punto anterior, hasta lograr una turbidez correspondiente a una
DOss50=0,5-0,6. Las células se cosecharon por centrifugacion a 4500 rpm durante 5 min y se resus-
pendieron en 100 pL de la Solucion I de transformacion (ver anexo). A la suspension obtenida se le
agregaron 10 pL de la mezcla de ligacion (ver 3.1.2.3) y se incubd durante 30 min en hielo. Luego
se adicionaron 900 pL de la Solucién II de transformacion (ver anexo) y se incubo a 37 + 0,2°C en
agitacion orbital a 180 rpm durante 90 min. Finalmente, las células se centrifugaron a 4500 rpm
durante 5 min, se resuspendieron en 50 pl. de medio LB y se distribuyeron con espatula de Dri-
galsky sobre placas de Petri conteniendo LB-agar suplementado con 0,1 mg/mL de ampicilina. Las
placas se incubaron durante toda la noche a 37 & 0,2°C.

Debido a que el vector pGEM-TEasy permite una discriminacion de las bacterias transformadas con
plasmidos conteniendo insertos mediante el sistema de o-complementacion para la actividad -
galactosidasa, se agregd X-gal 0,006% w/v e IPTG (“Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside”) 0,3
mM para reconocer las colonias recombinantes (color blanco).

Después de la transformacion, se tomaron las colonias blancas, previamente enumeradas, con un
escarbadiente estéril y se colocaron en sendos tubos conteniendo 3 mL de caldo LB suplementado
con ampicilina 0,1 mg/mL. Como control negativo se inoculd un tubo con una colonia azul.

Todos los tubos se incubaron a 37 + 0,2°C, en agitacion orbital a 180 rpm, durante 24 h.
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3.1.2.6. Minipreparacion de ADN plasmidico. Protocolo modificado de lisis alcalina/
precipitacion con polietilenglicol (PEG)

Con el fin de separar el ADN plasmidico del ADN bacteriano, se llevo a cabo el siguiente protocolo:

Los cultivos obtenidos en el punto anterior se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 min, el sobrena-
dante se removio totalmente con micropipeta, apoyando finalmente el tubo invertido, unos segundos
sobre papel absorbente.

El “pellet” se resuspendio en 200 pL de la solucion I (ver anexo) mezclando vigorosamente. Luego
se agregd 300 uL de la solucion II (ver anexo), se mezcld suavemente y se incubd en hielo 5 min.
A continuacién, para neutralizar la suspension se agreg6d 300 pL de la solucion III (ver anexo), se
mezclod suavemente e incubo en hielo durante 5 min. Se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente a fin de remover los restos celulares. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo
limpio, se le agregd 2 uL. RNasa (Biodynamics) a una concentracion final de 20 pg/mL y se incubo
a 37+ 0,2°C por 30 min.

Luego se adicion6 400 pL de cloroformo, se mezclo invirtiendo suavemente y se centrifugd 1 min a
13000 rpm a temperatura ambiente. La fase acuosa (superior) se paso a un tubo limpio y se repitid
la extraccion del punto anterior.

Obtenida la nueva fase acuosa se le agrego6 igual volumen de isopropanol 100%, se mezclo invir-
tiendo el tubo, se colocod 15 min a —20°C y se centrifugd 10 min a 13000 rpm a temperatura ambien-
te. El sobrenadante se quitdé con micropipeta teniendo la precaucion de no remover el “pellet”, el
que se lavo con etanol al 70% (200 pL), se centrifugé a 13000 rpm durante 1-2 min y se seco a
temperatura ambiente. Finalmente se resuspendié en 32-35 pL de agua bidestilada estéril y se deri-
v6 a un centro de mayor complejidad para su secuenciacion a fin de verificar la homologia con la
secuencia deseada del gen cfp.

3.1.3. CLONADO DE LA SECUENCIA CODIFICANTE Y EXPRESION DE LA
PROTEINA RECOMBINANTE

3.1.3.1. Purificacion de los fragmentos de ADN codificante amplificados

El ADN plasmidico seleccionado se digirié con enzimas de restriccion, primero con la enzima Sacl
para linealizar y luego con ECORI para liberar.

La mezcla de reaccion fue preparada conteniendo: ADN (0,1-1ug), BSA (albumina sérica bovina)
0,1 mg/mL y 3 unidades de enzima y llevada a un volumen final de 20 pL con soluciéon tampdén
adecuada. Se incubd durante 90 minutos a 37 + 0,2°C.

Para aislar los fragmentos de interés (ECORI-EcORI, EcoRI-Sacl y Sacl-Sacl), se corrio el producto de
la digestion enzimatica en un gel de agarosa al 1% (p/v). Una vez identificadas las bandas, se corto la
porcion del gel que las contenia y se purifico el fragmento utilizando un reactivo comercial (“Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System”, Promega®, EE.UU), segun instrucciones del fabricante.
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3.1.3.2. Ligacion y transformacion

Para realizar la reaccidon de ligacion se mezclaron cada uno de los fragmentos de ADN purificados
con el vector plasmidico pET-32a en una relacion molar 3:1.

A cada mezcla se le adicionaron:

1 uL de buffer 10x de “T4 DNA Ligase” (Promega®, EE.UU), 0,5 pL de la enzima “T4 DNA Li-
gase” (Promega®, EE.UU) y agua destilada hasta completar los 10 uL. La mezcla de ligacion se
incubd, toda la noche a 4°C.

Con el producto de ligacion se transformaron bacterias de E. coli BL21(DE3) segun la técnica pre-
viamente descrita en el punto 3.1.2.5.

3.1.3.3. Expresion de la proteina recombinante

Después de la transformacion, se seleccionaron colonias con cada una de las distintas construccio-
nes plasmidicas y se repicaron en sendos tubos conteniendo 1 mL de medio LB y 1 pL. de ampicili-
na 0,1 mg/mL. Se incubaron a 37 + 0,2°C, en agitacion orbital a 180 rpm, durante toda la noche.
Finalizado el tiempo de incubacion, se procedio de la siguiente manera para cada uno de los tubos:
se trasvaso 10 puL a un tubo conteniendo 1 mL de medio LB méas 1 pL. de ampicilina 0,1 mg/mL y
se lo incub6 2 h 30 min a 37 + 0,2°C (cultivo en fase exponencial), en agitacion orbital a 180 rpm.
Luego se agregd 1 uL de IPTG 0,5 mM y se lo incub6 durante 3 h en agitacion orbital a 180 rpm, a
37 +0,2°C.

Concluido esto y a fin de visualizar la expresion de la proteina recombinante, se colocaron 200 pL
de cada suspension en sendos tubos Eppendorf'y se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min. Se descar-
t6 cada sobrenadante y cada uno de los sedimentos se resuspendio en 25 uL. de agua.

Una vez resuspendidas, las muestras fueron tratadas con 1 volumen de buffer de muestra 2x para
SDS-PAGE (ver anexo), e incubadas en bafio de agua a ebullicion durante 5 minutos. Luego se
sembraron 20 pL aproximadamente de cada una en el gel, y se aplicé una diferencia de potencial de
150 V. El marcador de peso molecular utilizado fue de Bio-Rad Laboratorios (EE.UU.), de amplio
rango molecular que incluye las siguientes proteinas: Fosforilasa b, 97,4 KDa; Albuimina sérica,
66,2 KDa; Ovoalbumina 45,0 KDa; Anhidrasa carbdnica, 31,0 KDa; Inhibidor de tripsina, 20,5
KDa y Lisozima, 14,4 KDa. La fijacion y tincion de los geles se efectud por inmersion en solucion
de azul de Coomassie G-250 y posteriormente se decolord en bafio de agua a ebullicion.

Verificadas las colonias con los insertos que expresaron las proteinas de interés, se seleccionaron
dos de ellas con las que se procedio del mismo modo al descrito anteriormente pero colocando 500
uL del cultivo en un erlenmeyer que contenia 50 mL de LB suplementado con ampicilina y se incu-
b6 en las mismas condiciones hasta alcanzar la turbidez correspondiente a una DOsso = 0,5-0,6. Se
indujo la expresion de la proteina recombinante mediante el agregado de IPTG (0,1mM concentra-
cion final) y se continud incubando a 37 + 0,2°C, en agitacion orbital a 180 rpm, durante 3 h. El
cultivo se trasvasd a un tubo Falcon grande y se centrifugd a 3900 rpm durante 15 min. El sobrena-
dante se descartd y el sedimento se lavo 3 veces con PBS 1x, luego las células se resuspendieron en
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40 mL de buffer de imidazol 20 mM. La suspension se sonico mediante pulsos de 50 % durante 2
min a 600 W, se centrifugdé a 10000 rpm durante 15 min y el sobrenadante se sembrd en un gel con
15% de acrilamida-bisacrilamida (29:1) en condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 1970).

Las proteinas recombinantes se identificaron con las siglas del inserto seguido del numero corres-
pondiente a la colonia de la bacteria de la cual provino.

La identidad de los clones obtenidos fue verificada por secuenciacion.
3.1.3.4. Purificacion de la proteina recombinante en columna de pseudoafinidad a niquel

El sistema consisti6 en una columna de 1 mL de IDA-Sepharosa (Novagen, U.S.A) sobre la cual se
inmovilizo Ni**. La misma se lavé con 10 volimenes de la solucion de buffer de imidazol 20 mM y
luego se sembro con el sobrenadante obtenido con la proteina recombinante, recirculandolo 2 veces.
Se realizaron lavados con la solucion de buffer de imidazol 20 mM y luego se eluyo, utilizando las
soluciones de buffer de imidazol de 50 mM, 100 mM, 250 mM y 500 mM. Se colectaron las frac-
ciones a las que se les determiné la presencia de proteinas mediante el ensayo de Bradford (Brad-
ford, 1976). La pureza de las mismas se analizo por SDS-PAGE al 15% (Laemmli, 1970), segtn lo
descrito en 3.1.3.3.

3.1.3.5. Dosaje de proteinas totales

La determinacion de proteinas totales se realizé mediante la técnica de Bradford (Bradford, 1976).
La lectura se efectud en un espectrofotometro a 590 nm. Se utilizé una curva de calibrado trazada
con un patréon de BSA, abarcando un rango de concentraciones desde 0,01 hasta 0,1 mg/mL.

3.1.4. OBTENCION DEL ANTICUERPO POLICLONAL

3.1.4.1. Esquema de inmunizacion para la produccion de anticuerpos policlonales de ratén

La inmunizacion de los ratones se llevo a cabo en uno de los bioterios pertenecientes a la Facultad
de Bioquimica y Cs. Biologicas de la Universidad Nacional del Litoral (FBCB-UNL) bajo condi-
ciones ambientales controladas. Los animales dispusieron de alimento balanceado comercial y agua
“ad libitum”.

Para la obtencion de antisuero de raton especifico contra la proteina CFP de C. kikuchii (anticuerpos
policlonales), se realizé el siguiente esquema de inmunizacion:

El grupo experimental estuvo conformado por 4 ratones Rockland (2 por cada una de las proteinas
en estudio). Los mismos fueron inoculados por primera vez con una dosis intraperitoneal de 20
png/100pL de PBS (“phosphate buffered saline”) 1x de las proteinas recombinantes previamente
purificadas (antigeno, Ag), en presencia de adyuvante completo de Freund.
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Después de 15 dias de la primera inmunizacion se realizd otra inmunizacién utilizando el antigeno
inoculado en la primera inmunizacion junto con adyuvante incompleto de Freund. Esta inmuniza-
cion se reiterd dos veces mas con intervalos de 15 dias entre cada una de ellas.

Finalizado el tratamiento se extrajo la sangre por puncion cardiaca, estas maniobras se realizaron
bajo anestesia general. Una vez formado el coagulo se centrifugd a 1500 rpm durante 15 min y se
extrajo el suero que fue congelado a -20°C hasta su empleo. Las muestras se rotularon con el nom-
bre del Ag y la fecha de extraccion.

3.1.4.2. Titulacion de los sueros obtenidos de los ratones
Se trabajé con cada uno de los Ags de la siguiente manera:

El ensayo se realiz6 en microplaca de poliestireno (COSTAR, EE.UU), la que fue sensibilizada con
0,5 pg/pocillo del Ag suspendido en buffer Na,CO3/NaHCO3; 100 nM, pH: 9,6. Luego se bloqued
con 200 pL de PBS-leche descremada 5%. A continuacion se enfrent6 a 100 pL de los sueros de
los ratones, diluidos 1/100, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/4000, 1/8000, 1/16000 y 1/32000 en PBS-
leche descremada 1% y luego a 100 pL del anticuerpo anti-IgG de ratéon conjugado a peroxidasa
diluido 1/2000 en PBS 1x. La reaccion se puso de manifiesto mediante el agregado del cromdgeno
tetrametilbenzidina (“TMB single solution”, Invitrogen) y se detuvo con H,SO4 2 N. Entre paso y
paso la microplaca se incub6 a 37 + 0,2°C durante 60 min, al cabo de los cuales se realizaron 3 la-
vados de 60 s con PBS-Tween 0,05%. Las lecturas se efectuaron a 450 nm en un lector de ELISA
(“Molecular Devices Emax”).

Los ensayos se realizaron por duplicado y se calculd la linea de corte para cada ensayo utilizando la
media + 3 desviaciones estandares (SD) del suero preinmune correspondiente a cada grupo de raton
inoculado con cada proteina.

3.1.4.3. Protocolo de inmunizaciéon para la produccion de anticuerpos policlonales de conejo

La inmunizacion del conejo con la proteina recombinante se derivo para ser llevada a cabo en el
Centro de Experimentaciones Biologicas y Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Litoral (FCV-UNL).

Se utiliz6é 1 conejo macho, raza neocelandesa de 3,000 Kg, con una semana de cuarentena y aclima-
tacion previa al inicio del procedimiento.

Los ensayos se realizaron en locales que cumplen con la Resolucion SENASA 617/02 y la Disposi-
cion ANMAT N° 6344. Los mismos cuentan con condiciones ambientales controladas, con presion
positiva, 30 renovaciones de aire por h, temperatura estable de 18 a 22°C, ciclo de luz con fotope-
riodos e intensidad regulada. Para el mantenimiento del animal se dispuso de libre acceso al agua,
alimento balanceado comercial y monitoreo veterinario diario.

Para el procedimiento de inoculacion, se mezclaron el inmundgeno y coadyuvante hasta formar una
emulsion estable, la cual se inyectd de manera subcutanea en el area dorsal del conejo utilizando una
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jeringa de 3 mL con aguja 21GX1”, distribuyendo el volumen total en 4 puntos. Previo a cada inocula-
cion se rasurd y desinfecto la zona. El cronograma de inoculacion del conejo se presenta en la tabla V.2,

La extraccion total de la sangre se llevd a cabo por puncion cardiaca, utilizando jeringas de 20 mL
con agujas de 21GX2”. Estas maniobras se realizaron bajo anestesia general (2,4 mg/kg de Ace-
promazina; 48 mg/kg de Ketamina y 5 mg/kg de Xilacina). La sangre recolectada se coloco a 37°C
durante 1 h y luego se refriger6 a 4°C durante 2 h.

Posteriormente se centrifugd a 1500 rpm durante 20 minutos y se extrajo el suero que fue congelado a
-20 °C hasta su envio. Las muestras se rotularon con el nimero de protocolo y la fecha de extraccion.

Tabla V.2. Cronograma de inoculacion del conejo

Dia Fecha Observacion
0 20/02/08 Inoculacion
16 07/03/08 Inoculacion
28 19/03/08 Inoculacion
43 03/04/08 Extraccion sangre para evaluacion del titulo
48 08/04/08 Extraccion Total

3.1.4.4. Titulacion del suero obtenido del conejo

Para la titulacion del suero del conejo se procedio de igual modo al descrito en el punto 3.1.4.2.
utilizando en este caso, el suero anti-IgG total de conejo conjugado con peroxidasa.

3.2. OPTIMIZACION DE TECNICAS DE ELISA

3.2.1. OBTENCION DEL EXTRACTO PROTEICO A PARTIR DEL MICELIO FUNGICO

Se trabajo con C. kikuchii NBRC 6711 (control positivo) y Cladosporium sp. y Penicillium sp. co-
mo otros géneros fingicos.

Con cada uno de los hongos se procedi6 de la siguiente manera: se sembro6 sobre estria de APD y se
incub¢d durante 4 dias a 26 = 0.5°C bajo ciclos alternados de luz (16 h de luz fria y 8 h de oscuridad)
(Salvador y Garrido, 1990). A continuacion, se le agregd 5 mL de agua estéril y se rasp6 la superfi-
cie de la colonia con un ansa, a fin de desprender los elementos fungicos. La suspension (10
UFC/mL) se agrego6 a 100 mL de medio caldo extracto de malta con 30 g de glucosa, a fin de favo-
recer la produccion de cercosporina (Jenns y col., 1989) y por lo tanto, la expresion de la proteina, y
se incubd, durante 48 h, manteniendo las condiciones descritas anteriormente, en agitacion orbital
(Orbital Shaker, Forma Scientific, Inc.) a 180 rpm.

El micelio se recogid sobre un filtro de tela de nylon (200 um de diametro de poro). Luego se lo
seco con la ayuda de papel absorbente hasta eliminar la humedad. Una vez seco, se estirdé formando
una capa lo mas fina posible. Posteriormente se llevd a sequedad en estufa a 37 + 0,2°C hasta pesa-
da constante. Una vez seco, el micelio se triturd en un mortero hasta obtener un polvo fino.
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Para la extraccion de la proteina se peséd 0,150 g del micelio del hongo pulverizado y se le agregd 1
mL del buffer para extraccion de proteinas (Upchurch y col., 2002), la mezcla se mortere6 a fin de
poner en contacto el material con el buffer. Luego se la colocé en un tubo Eppendorf'y se le agregd
3 mL de buffer para extraccion de proteinas, se sonico 5 veces mediante pulsos de 50% durante 2
min a 600 W y se centrifug6é a 13000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se trasvas6 a un tubo
Eppendorf. El sobrenadante y el sedimento se conservaron a -20°C hasta la realizacion de la técnica
de ELISA indirecto.

3.2.2. OBTENCION DEL EXTRACTO PROTEICO A PARTIR DE TROZOS DE TEJIDO
VEGETAL

Se trabajo con muestras de plantas que presentaban sintomatologia del tizéon de la hoja remitidas
oportunamente por los integrantes del Programa Riia. Cada una de las muestras se designd con una
letra.

Para la extraccion de la proteina a partir del tejido vegetal, se peso6 0,150 g del mismo y se procedid
de igual manera que con el micelio del hongo pulverizado (ver 3.2.1.).

3.2.3. OPTIMIZACION DEL ELISA INDIRECTO

El ensayo de ELISA indirecto se aplicd para demostrar la presencia de la proteina nativa en los ex-
tractos de las plantas con sintomatologia del tizon de la hoja. Como control se trabajo en paralelo
con extractos de los hongos de referencia (C. kikuchii NBRC 6711 y C. sojina NBRC 6715) y de
géneros distintos de Cercospora (Cladosporium sp. y Penicillium sp.). Se utiliz6 el suero de conejo
luego de la tercera dosis de inoculacion.

A los fines de determinar si la proteina se habia solubilizado, se aplic6 la técnica al sobrenadante y
al sedimento de la extraccion.

3.2.3.1. ELISA indirecto con el sobrenadante de la extraccion

El ensayo se realiz6 en una microplaca de poliestireno de 96 pocillos (COSTAR, EE.UU.), la que se
sensibilizo con 100 pL/pocillo de los extractos proteicos del micelio de los hongos y de los tejidos
vegetales, diluidos 1:10, 1:100 y 1:1000 en buffer Na,CO3/NaHCO3 100 nM, pH: 9,6. La micropla-
case incubd 1 h a 37 + 0,2°C y se realizaron 3 lavados sucesivos con solucion salina de PBS 1x con
detergente Tween 20 al 0,05% (PBS-T). A continuacion se bloqued colocando en cada pocillo 200
puL PBS-leche descremada 5%, se incubd a 37 + 0,2°C durante 1 h y se lavo de la misma manera
que en el paso anterior. Después se adicion6 100 pL del suero de conejo pre-inmune diluido 1/5000
en PBS-leche descremada 1% y se incub6 a 37+ 0,2°C por 1 h. La placa se lavd nuevamente y se
agrego, a cada pocillo, 100 pL del anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa diluido
1/2000 en PBS 1x. Se incub6 a 37+ 0,2°C durante 1 h. Finalmente y luego de los lavados con PBS-
T, la reaccién se puso de manifiesto mediante el agregado del cromoégeno tetrametilbenzidina
(“TMB single solution”, Invitrogen) y se detuvo con H,SO4 2 N. Las lecturas se efectuaron a 450
nm en un lector de ELISA (“Molecular Devices Emax™).
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Se realizd un blanco de reactivos para lo cual no se sensibiliz6 el pocillo con el antigeno y un con-
trol positivo sensibilizando el pocillo con la proteina recombinante. En simultaneo, se aplico idénti-
ca metodologia con el suero inmune.

Las reacciones se llevaron a cabo por duplicado.
3.2.3.2. ELISA indirecto con el sedimento de la extraccion

La técnica de ELISA se realizo en microplaca de poliestireno de 96 pocillos (COSTAR, EE.UU.), la
que se sensibilizo con 50 uL del sedimento de los extractos proteicos de los hongos y de los tejidos
vegetales diluidos 1/100, 1/1000, 1/10000 en buffer Na,CO3;/NaHCO; 100 nM pH: 9,6. La micro-
placa se incubo durante toda la noche a 37 + 0,2°C a fin de secar el extracto. Posteriormente se rea-
lizaron los lavados y se continué con la misma metodologia descrita en el punto anterior.

3.2.4. OPTIMIZACION DEL ELISA DE INHIBICION
Se evaluaron formatos de ensayos y condiciones para su optimizacion.
3.2.4.1. Determinacion del titulo de anticuerpos policlonales de conejo

Luego de la extraccion total de sangre, se titul6 nuevamente el suero de conejo, realizandole mayo-
res diluciones que lo indicado en 3.1.4.4.

Se prepararon diluciones al medio del suero de conejo, utilizando PBS 1x-leche descremada 1%
como diluyente: 1:5000, 1:10000, 1:20000, 1:40000, 1:80000, 1:160000, 1:320000, 1:640000 y
1:1280000.

El ensayo se llevo a cabo sobre una placa de poliestireno de 96 pocillos, la que se sensibilizé con
100 pL de una dilucién 1/1000 de la proteina recombinante (diluida en buffer Na,CO3/NaHCO; 100
nM pH: 9,6). Dicha placa se incub6 durante 1 h a 37 + 0,2°C y se lavo 3 veces a intervalos sucesi-
vos con PBS-T. A continuacion se bloque6 con 200 uL de PBS-leche descremada 5%, incubando la
placa durante 1 h a 37 + 0,2°C. Luego se realizaron 3 lavados de la misma manera que en el paso
anterior. Posteriormente se adicionaron 100 pL de cada una de las diluciones del suero. La placa se
incubo a 37 + 0,2°C durante 1 h y se lavo 3 veces a intervalos sucesivos con PBS-T. Finalmente se
agrego a cada pocillo, 100 uL de una diluciéon 1/2000 (diluido en PBS 1x) de suero anti-IgG total de
conejo conjugado con peroxidasa y se incubd durante 1 h a 37 + 0,2°C. Transcurrido el tiempo, se
procedi6 al lavado de la placa con PBS-T. Por tltimo, la reaccion se puso de manifiesto mediante el
agregado del cromogeno tetrametilbenzidina (“TMB single solution”, Invitrogen) y se detuvo con
H,SO4 2 N. Las lecturas se efectuaron a 450 nm en un lector de ELISA (“Molecular Devices
Emax”).

Se realiz6 un blanco de reactivos para lo cual no se sensibilizo el pocillo con el antigeno.

Las reacciones se llevaron a cabo por duplicado.
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3.2.4.2. Determinacion de las concentraciones de la proteina soluble detectable mediante
ELISA de inhibicion

Se prepararon diluciones al décimo de la proteina recombinante en tubos Eppendorf, utilizando co-
mo diluyente Na,CO3/NaHCO3 100nM pH 9.6; de manera de obtener las siguientes concentraciones
en pug/pl: 1,107,102, 107, 10, 10, 10°y 107.

En una primera etapa, a cada dilucion de la proteina se le agregd 250 pL del suero de conejo diluido
1/160000 en PBS-leche descremada 1%. Las mezclas se incubaron, en agitacion suave, durante 60
min a temperatura ambiente.

A continuacion, se sensibilizé una microplaca, con 100ul de una dilucion 1/600 de la proteina re-
combinante diluida en buffer Na,CO3/NaHCO; 100nM pH 9.6. La incubacion se realizo durante 1 h
a 37 + 0,2°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados sucesivos con PBS-T. A continuacion se blo-
queod con 200 uLL de PBS-leche descremada 5%, incubando la placa durante 1 h a 37 + 0,2°C y la-
vandola 3 veces de la misma manera que en el paso anterior. Luego se adicionaron 100 pL de las
mezclas obtenidas en la primera etapa a sendos pocillos los que fueron rotulados con las distintas
concentraciones de la proteina. Ademas se agregd 100 pL de suero 1/160000 (diluido en PBS-leche
descremada 1%) a un pocillo que se consideré6 como 100% de reactividad. La placa se incubd a 37
+ 0,2°C durante 1 h y se lavd 3 veces con PBS-T. Finalmente se agregd, a cada pocillo, 100 uL de
una dilucion 1/2000 (diluido en PBS 1x) de suero anti-IgG total de conejo conjugado con peroxida-
say se incub6 durante 1 h a 37 + 0,2°C. Transcurrido este tiempo, se procedio al lavado con PBS-T.
Por ultimo, la reaccion se puso de manifiesto mediante el agregado del cromdgeno tetrametilbenzi-
dina (“TMB single solution”, Invitrogen) y se detuvo con H,SO4 2 N. Las lecturas se efectuaron a
450 nm en un lector de ELISA (“Molecular Devices Emax™).

En esta etapa se utilizaron como soporte placas de poliestireno de 96 pocillos con fondo en U.

Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de inhibicion que se calculo de la siguiente
manera:

% 1=100—- DO x 100
DOio0v%

DO %= Densidad 6ptica de la reaccion con 100% de reactividad
DOy = Densidad optica de la muestra

3.2.4.3. Determinacion de la linea de corte

Para la determinacion de una linea de corte del ELISA de inhibicion, por encima de la cual las plan-
tas se considerarian positivas, se procesaron plantas libres de signos y sintomas de la enfermedad
por C. kikuchii, obtenidas de la siguiente manera:

Se utilizaron semillas que no presentaban a simple vista algiin dafio mecanico, por almacenamiento
o enfermedad. Previo a la siembra se realizé el pre-germinado de las semillas, para lo cual se colo-
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caron en bandejas plasticas previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 0,5%, contenien-
do papel de filtro embebido en agua sobre una capa de algodon, para mantener las condiciones de
humedad apropiadas. A continuacion, se incubaron en estufa de germinacion bajo condiciones de
oscuridad continua, a una temperatura de 25 + 1°C durante 96 h (Copati Souza, 2001). Luego, las
semillas pre-germinadas se dispusieron en macetas de plastico de 300 mL, conteniendo tierra-arena-
vermiculita en proporcion 2:1:1. Las plantas continuaron su desarrollo en la camara de crecimiento
(3 x 2m) disponible en la Facultad de Ciencias Agrarias (UNL), bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad. A los 45 d se seleccionaron las primeras hojas trifoliadas (correspondientes
al estadio V1) a las que se les realiz6 el ensayo de ELISA de inhibicion.

Las plantas fueron designadas con numeros del 1 al 10.

El punto de corte (“cut-off”) se calculé como el promedio de las DO de las plantas negativas menos
2 desviaciones estandares y teniendo en cuenta estos valores se calculd el porcentaje de inhibicion.

3.2.4.4. Desarrollo de la técnica de ELISA de inhibicion

La técnica de ELISA de inhibicion se aplico a las plantas de soja con y sin sintomatologia de la en-
fermedad por Cercospora.

Se colocd 0,08 + 0,005 g de cada una de las muestras, en sendos tubos Eppendorf de 1,5 mL. Luego
se agrego6 un volumen igual a 1 mL de la dilucion 1:160000 del suero de conejo (diluido en PBS-
leche descremada 1%). La mezcla se incubd, en agitacion suave, durante 60 min a temperatura am-
biente. Transcurrido ese tiempo, los tubos se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 min. El sobre-
nadante se separo y se trasvaso a otro tubo Eppendorf.

A continuacion, la sensibilizacion de la placa y el resto de la técnica se llevaron a cabo segun lo
descrito en el apartado 3.2.4.2.

Se utiliz6 como control positivo, micelio en polvo de los hongos de referencia C. kikuchii NBRC
6711 y C. sojina NBRC 6715. Como control de especificidad de género se trabajo con el micelio
pulverizado de los hongos Cladosporium sp., Penicillium sp. y Alternaria sp. Se consider6 como
control 100% de reactividad del ensayo (0% de inhibicion, 100% de absorbancia) a la reaccion entre
la proteina recombinante CFP y el suero de congejo.

Tanto las muestras como los controles fueron numeradas en forma correlativa (1-37).

3.3. OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE DOT BLOT PARA LA
DETECCION PRECOZ DE C. KIKUCHII EN TEJIDOS VEGETALES

3.3.1. OBTENCION DEL EXTRACTO PROTEICO

La extraccion de la proteina CFP se realiz6 segun el protocolo propuesto por Rollins y col. (1993),
para lo cual se peso 0,1 gr de micelio fungico pulverizado o de tejido vegetal y se le agregd 1 mL de
buffer de extraccion, se dejo incubando toda la noche, a 4°C y en oscuridad. Luego se centrifugd a
maxima velocidad (13000 rpm) durante 10 min. El sobrenadante se trasvaso a un tubo Eppendorf'y
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se guardo a -20°C hasta su procesamiento. La determinacion de proteinas totales se realizdé mediante
la técnica de Bradford (Bradford, 1976).

3.3.2. PREPARACION DEL SUERO ADSORBIDO

Con el objeto de adsorber los anticuerpos inespecificos desarrollados en el conejo inmunizado, se
procediod de la siguiente manera:

Se cortaron tiritas de membrana de nitrocelulosa, se colocaron en un tubo Eppendorfy se embebie-
ron con extracto proteico del hongo CK15 productor de baja concentracion de cercosporina. Luego
se retiraron del tubo y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Las membranas asi tratadas se colocaron en otro tubo Eppendorf y se pusieron en contacto con 1
mL de suero de conejo, se dejaron en agitacion durante 30 min a temperatura ambiente. Luego se
procedid a cambiar las tiritas y se continué la agitacion. El procedimiento se repitié por lo menos 5
veces. Finalmente el suero adsorbido se recogié en otro tubo Eppendorf, se fracciond y guardd a -
20°C hasta su uso.

Posteriormente se utilizo la técnica de Western blot para determinar la presencia de anticuerpos
especificos, en el suero adsorbido, para la proteina nativa en la cepa de referencia CK6711, proce-
diéndose de la siguiente manera:

Se llevo a cabo una electroforesis en gel con 15% de acrilamida-bisacrilamida (29:1) en condiciones
desnaturalizantes (Laemmli, 1970) del extracto proteico del hongo sembrado por triplicado. La
muestra se traté previamente con un volumen de buffer de muestra 2x para SDS-PAGE (ver anexo).
Luego se transfirié a una membrana de nitrocelulosa. La misma se cortd en tiras, segiin cada uno de
los tres puntos de siembra y cada una de ellas se coloc6 en un vial. Se bloqued con PBS-leche des-
cremada 5% durante 30 min a temperatura ambiente y en agitacion. Luego se realizaron 3 lavados
sucesivos con PBS-T. A cada vial se le adiciond distintas diluciones del suero adsorbido (1/100,
1/500 y 1/1000 en PBS-leche descremada 1%), se incubd a temperatura ambiente durante 30 min y
se lavo con PBS-T. Finalmente se agreg6 una dilucion 1/500 en PBS 1x de suero anti-IgG total de
conejo conjugado con peroxidasa. Posteriormente a una nueva etapa de lavado (tres veces), las
membranas se trataron con peroxido de hidrogeno 0,4% - 3,3’-diaminobenzidina (Sigma Chemical
Co.) durante 20 min en PBS. La reaccion se detuvo con una etapa de lavado con agua. Todos los
pasos de incubacion se realizaron en agitacion moderada. El marcador de peso molecular utilizado
fue el descrito previamente en el punto 3.1.3.3 (Bio-Rad Laboratorios).

3.3.3. DESARROLLO DE LA TECNICA

La técnica de Dot blot se llevd a cabo segun el disefio previamente descrito por Spessot y col.
(2004). Este se baso en fijar el antigeno en concentraciones decrecientes sobre la membrana de ni-
trocelulosa y luego de finalizar la reaccion con el suero y el revelador, se visualizé el color de la
misma y se establecio un “score” asignando valores a las sefiales obtenidas y multiplicandolos entre
si. Para calcular el “score”, se sembro de cada extracto proteico una fraccion pura y diluciones al
1/2,1/8, 1/32 y 1/64 del mismo.
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A los fines de poner a punto la metodologia se utilizaron extractos proteicos de CK6711 y CS6715
y como controles negativos, Penicillium sp., Cladosporium sp. y Alternaria sp., para lo cual sobre
cada tira de membrana de nitrocelulosa se depositd 1 pL del extracto soluble puro seguido de canti-
dades decrecientes del mismo (1/2, 1/8, 1/32 y 1/64). Las tiras se secaron a temperatura ambiente y
se bloquearon durante 1 h con PBS-leche 5%. Después de tres ciclos de lavado con PBS-T, durante
5 min, se incubaron en un vial con 1 mL de suero de conejo adsorbido diluido 1:500 en PBS-leche
al 1% durante 1 h. Luego de una nueva etapa de lavado (tres veces), las tiras se incubaron durante
1h con 1 ml de suero anti-IgG total de conejo conjugado con peroxidasa, diluido 1/500 con PBS
1%. Posteriormente a una nueva etapa de lavado (tres veces), las membranas se trataron con peroxi-
do de hidrégeno 0,4% - 3,3’-diaminobenzidina (Sigma Chemical Co.) durante 20 min en PBS. La
reaccion se detuvo con una etapa de lavado con agua. Todos los pasos de incubacion se realizaron
en agitacion moderada.

Una vez que las condiciones de ensayo fueron determinadas y con el fin de permitir una mejor dis-
criminacion de extractos positivos y negativos, se definid un criterio para la evaluacion del “score”.
Cada sefial obtenida sobre la membrana se considerd que tenia una base numérica igual a 4, 2 6 1,
dependiendo de si la sefial era muy fuerte, tenue o baja o no visible. Luego, las 5 observaciones co-
rrespondientes a cada muestra se multiplicaron, y el resultado se considerd el “score” de la muestra.
El uso de este sistema facilito la lectura visual disminuyendo la subjetividad de las observaciones.

Con el fin de obtener la mejor discriminacion entre las muestras reactivas y no reactivas se definio
una linea de corte a través de la curva ROC (“Receiver Operating Characteristic curves”) utilizando
el programa MedCalc. Para esto se trabajo con 8 plantas con sintomatologia del tizon por Cercospo-
ra y 7 plantas sanas. Se incluy6 ademas CK6711 como control positivo.

3.4. OPTIMIZACION DE UNA TECNICA DE PCR PARA LA DETECCION
PRECOZ DE ESPECIES DE CERCOSPORA, EN TEJIDOS VEGETALES

Otra estrategia de deteccion del hongo, fue la amplificacion por PCR del fragmento del gen cfp de
451 pb.

3.4.1. EXTRACCION DEL ADN TOTAL DEL HONGO Y DE LA PLANTA
La extraccion del ADN total fue realizada a partir de micelio fungico y de tejido vegetal seglin el
protocolo de Lee y Taylor (1992), modificado por Di Conza y col. (2007). La calidad del ADN se

evaluo mediante electroforesis en gel de agarosa (Sambrook y col., 1989).

3.4.2. AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO DEL GEN CFP. DISENO DE LOS
OLIGONUCLEOTIDOS. CONDICIONES DE LA PCR

En un primer ensayo, los “primers” que se utilizaron fueron PF y PR, disefiados previamente. Se

evaluaron diferentes condiciones de reaccion con el ADN del hongo CK6711, obteniéndose los me-
jores resultados con las expresadas a continuacion:
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La mezcla de reaccion, con un volumen final de 50 pL, consistido en aproximadamente 20 ng de
ADN y 5 uL de buffer de reaccion 1x (InbioHighway, Argentina), 1,25 mM MgCl,, 0,2 mM de
cada dNTPs (InbioHighway, Argentina), 2 uM de ¢/ oligonucledtido y 2,5 U de Taq ADN polime-
rasa (InbioHighway, Argentina). Al final de la reaccion se agreg6 aceite mineral (15 pL).

La reaccion de amplificacion se realizd en un “MJ Research Thermal Cycler” programado de la
siguiente manera: un ciclo de 3 min a 95°C seguido de 35 ciclos de 1 min a 53°C, 1 mina 72°C y 1
min a 95°C. Finalmente la temperatura de extension fue de 72°C durante 5 min.

Los productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis sumergida horizontal en
geles de agarosa de 1,5 % w/v con TBE 0,5x (Tris-borato 0,089 M, EDTA 0,002 M) (Sambrook y
col., 1989). El tiempo de corrida fue de 180 min, con un voltaje constante de 100 V. La tincion del
gel se realizd con Bromuro de Etidio. El marcador de PM utilizado fue 100-bp DNA Ladder (In-
bioHighway, Argentina).

El perfil de bandas obtenido fue fotografiado con el Gel Doc XR System (BIORAD-Life Science
Cat. # 170-8170) usando el Quantity one Software.

Posteriormente, esta técnica se llevo a cabo con ADN de plantas con sintomatologia de la enferme-
dad, de plantas sin sintomatologia de la enfermedad y del hongo puro CK6711 como control positivo.

Para aumentar la especificidad con los tejidos vegetales se disefiaron nuevos oligonucleotidos. Para
el diseno de los mismos se utilizo la secuencia correspondiente al tltimo ex6én del gen cfp que se
encuentra depositada en el GenBank (N° de acceso AF091042) (Figura V.8). Luego se aplico el
programa “DNAstart Sequence Analysis Software” y se seleccionaron los de mayor “score” (CFP-1
y CFP-2) (Tabla V.3).

2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

aagtaatcga
atcgtattcg
gtcctgccecg
ggatcagcaa
ctagggactg
aagctcgaca
aacgattctg
cctcttcccc
aaagaaggca

gctccgactg
ccattggaat
atgctcagat
tccccggace
aggtcgcaga
acatttttgg
tgacgaagat
tcatcgagct
agaaaactaa

aatttgaaca
cggcgtcagt
accagcagga
catcggacag
gcaagcatat
agctggcaca
cttcatggtc
caagagcgtc
tgggacgacg

tttctaacgc
ctcgagcaat
acaagcttgg
agtgtactcc
ggtggtaccy
cctgaagctc
gcaatcatag
aagcgtgaga
cgtgagatag

atgacagtat
ccaacgttgc
ttctgttcgt
agacaacact
gagcaactga
gagatgccct
tctcatgtct
aacgagacaa
aagatccaga

cggttattcg
tgtccagact
ccgactactt
tgccagtagg
aatccgctca
tgacgctttc
gagtgcgctg
cgaagacgcc
gaaggggcag

Figura V.8. Secuencia de cDNA correspondiente al cuarto exoén del gen cfp. En color amarillo se

distingue la region de union de los “primers”

Tabla V.3. Oligonucledtidos especificos para el género Cercospora

Oligonucleotidos Secuencia 5°-3’ Gen Tamaiio del amplicon (bp)
CFP-1 t t t
gaggtcgcagagcaagea o 264
CFP-2 cgcegtegteccattagttttet
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Asimismo, las condiciones para la PCR se fijaron en base a las temperaturas sugeridas por los algo-
ritmos que utilizan los programas de “primers”.

La mezcla de reaccion, con un volumen final de 50 pL, consistid en aproximadamente 20 ng de
ADN y 5 pL de buffer de reaccion 1x (InbioHighway, Argentina), con 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de
cada dNTPs (InbioHighway, Argentina), 0,2 uM de ¢/ oligonucleoétido y 2,5 U de Taqg ADN poli-
merasa (InbioHighway, Argentina). Al final de la reaccion se agregd aceite mineral (15 pL).

La amplificacion se llevo a cabo utilizando el equipo “MJ Research Thermal Cycler” bajo las si-
guientes condiciones: 1 ciclo de desnaturalizacion de 3 min a 95°C; 35 ciclos comprendiendo 1 min
a 58°C, 1 min a 72°C y 1 min a 95°C, y un ciclo de extension final de 5 min a 72°C.

El producto de amplificacion se separ6 y analizé de igual modo al descrito para la primer PCR.

Este ensayo de aplico a ADN de plantas con y sin sintomatologia del tizon por Cercospora;
CK6711 y CS6715 se utilizaron como controles positivos y Cladosporium sp. como control de es-
pecificidad de género.

3.5. OPTIMIZACION DEL MODELO EXPERIMENTAL DE INFECCION DE
PLANTAS DE SOJA POR ESPECIES DE CERCOSPORA

3.5.1. CRECIMIENTO DE PLANTAS DE SOJA BAJO CONDICIONES CONTROLADAS

Para la puesta a punto del modelo experimental de infeccion de plantas de soja por especies de Cer-
cospora, se optimizoé el cultivo de las mismas bajo condiciones controladas y su infeccion por el
fitopatogeno. El ensayo se llevd a cabo en la camara de crecimiento disponible en la Facultad de
Ciencias Agrarias (UNL), bajo condiciones controladas de temperatura y humedad. Se utilizaron
semillas de muy buena calidad y maduracion y se procedio segun lo descrito en el punto 3.2.4.3.

3.5.2. HONGOS UTILIZADOS PARA LA INOCULACION DE LAS PLANTAS

Se trabajo con los aislamientos regionales de C. kikuchii para lo cual se seleccionaron hongos pro-
ductores de cercosporina que, segun estudios efectuados por el grupo de trabajo, la producian en
concentraciones alta, mediana y baja (Gonzélez y col., 2008); con las cepas pertenecientes a la co-
leccion NITE Biological Resource Center (Japon): Cercospora kikuchii NBRC 6711 y Cercospora
sojina NBRC 6715 y con un aislamiento de Cladosporium sp. para el estudio de especificidad de
género (Moreno y Agudelo-Flérez, 2010).

3.5.3. PREPARACION DEL INOCULO
Para la preparacion del indculo, cada uno de los hongos se sembrd en 5 tubos conteniendo APD
(agar papa dextrosa) y se incubaron durante 4 dias a 25 + 0,2°C, bajo ciclos alternados de luz (16 h

de luz y 8 h de oscuridad). Transcurrida la incubacion, se agregé 5 mL de agua destilada estéril a
cada tubo y se procedio a desprender las estructuras fungicas con el ansa, mediante un raspado sua-
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ve de la superficie del cultivo. La suspension de las mismas se cuantificéd efectuando recuentos en
camara de Neubauer y microbiologico (recuento en placa en superficie).

Para el recuento microbioldgico se realizaron diluciones del indculo (107, 10%). Un volumen igual a
0,1 mL de cada dilucion se sembro en la superficie de una placa conteniendo medio APD y se dis-
tribuyd homogéneamente con espatula de Drigalski, previamente flameada con alcohol etilico al
70%. Luego de 72-96 h de incubacion se seleccionaron las placas que tenian entre 30 y 300 colonias
y se calcul6 la concentracion del inoculo (CLSI, 2008).

Todos los ensayos se realizaron por duplicado.
3.5.4. INOCULACION DE LAS PLANTAS

Se trabajoé con plantas en estado fenologico V3. Las mismas se dispusieron por grupos:
- Plantas sanas, como control negativo
- Plantas tratadas con agua, como control de indculo
- Plantas inoculadas con aislamientos regionales de C. kikuchii con distintas capacidades de produc-
cion de cercosporina’:
e (KI5, cepa productora de baja concentracion de cercosporina (3,93+0,39 nmol cyl™” + SD)
e (K23, cepa productora de mediana concentracion de cercosporina (85,07+14,88 nmol cyl”
+ SD)
e (K32, cepa productora de alta concentracion de cercosporina (148,51+3,98 nmol cyl™ +
SD)
- Plantas inoculadas con C. kikuchii NBRC 6711, cepa de referencia productora de cercosporina
(243,30£11,60 nmol cyl" + SD)’
- Plantas inoculadas con C. sojina NBRC 6715, cepa de referencia productora de cercosporina
(553,08+5,36 nmol cyl” + SD)’
- Plantas inoculadas con Cladosporium sp. como control de especificidad de género.

Se seleccionaron las hojas trifoliadas correspondientes al primer y segundo par de hojas completa-
mente desplegadas. Se asperjaron con un volumen de 2 mL del indculo por planta, humedeciendo
ambas caras de las hojas. Luego las plantas se cubrieron con bolsas de nylon perforadas, previamen-
te humedecidas en su interior, para proveer las condiciones de humedad y mojado foliar adecuadas
para estimular el proceso de infeccion (Layrisse y Borges, 1984).

3.5.5. CONFIRMACION DE LA INFECCION Y ANALISIS DE LA SINTOMATOLOGIA

Se realizo el seguimiento de los cultivos, a diferentes intervalos de tiempo, evaluando visualmente
la aparicion de lesiones (Camacho de Torres y Subero Martinez, 1992).

Una vez detectadas se inspeccionaron bajo lupa estereoscopica (10-40x), a fin de corroborar la pre-
sencia del agente infeccioso.

7 Seglin estudios efectuados y publicados por el grupo de trabajo Gonzalez y col., 2008
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Ante casos sospechosos, se realizaron observaciones directas bajo microscopio optico (100-400x), o
bien se colocaron foliolos con sintomas sospechosos en “camaras humedas” incubadas a 26 + 0,5
°C, bajo ciclos alternados de luz (16 h de luz fria y 8 h de oscuridad) a fin de confirmar el creci-
miento de las estructuras conidiales (Salvador y Garrido, 1990).

3.6. EVALUACION DE LA TECNICA DE DOT BLOT Y PCR PARA LA
DETECCION PRECOZ DE ESPECIES DE CERCOSPORA

Una vez verificado el éxito del modelo experimental de infeccion de las plantas se procedio a eva-
luar las técnicas de Dot blot y PCR para la deteccion precoz de especies de Cercospora.

Para este ensayo se utilizaron 56 plantas. Ocho se inocularon con C. kikuchii productora de alta
concentracion de toxina (CK32), 12 con C. kikuchii productora de baja concentracion de toxina
(CK15), 12 con la cepa de referencia CK6711 y 8 con CS6715. Como control de inoculo se proce-
saron 8 plantas tratadas con agua estéril y como control negativo se procesaron 8 plantas sanas.

Para determinar la precocidad en la deteccion del hongo, se probaron distintos tiempos de mues-
treos:4y24hy2,4y6d.

Una vez recolectadas, las hojas trifoliadas se observaron a simple vista en busca de lesiones ma-
croscopicas y con lupa esterecoscopica en busca de lesiones no visibles a simple vista. Posteriormen-
te se las lavo, 3 veces, con agua estéril para eliminar el resto de indculo que quedo pegado a la
superficie foliar. Luego se las sec6 con papel absorbente y se las guardd entre papeles metélicos a
-20°C hasta su procesamiento.

Para evaluar ambas técnicas (Dot blot y PCR) se trabajo como se describiera en los puntos 3.3. y
3.4., respectivamente. En todos los casos se trabajo por duplicado.

4. RESULTADOS

4.1. OBTENCION DE LA SECUENCIA CODIFICANTE PARA LA PORCION
ANTIGENICA DE LA PROTEINA CFP

La busqueda de identidad en la base de datos GenBank, utilizando el programa BLAST permitié co-
rroborar la homologia de la secuencia cfp con especies del género Cercospora no presentando homo-
logia con secuencias de genes de otras especies fungicas, indexadas hasta el momento (Figura V.9.).
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Figura V.9. Homologia de la secuencia cfp con aquellas depositadas en la base datos del GenBank

En la Tabla V.4 se muestran las secuencias de los “primers” PF (“Primer Forward) y PR (“Primer
Reverse”) seleccionados que presentaron el mayor “score”, unidas a los sitios de restriccion ECORI
y Sacl, respectivamente.

Tabla V.4. Oligonucleotidos utilizados en la reaccion de amplificacion por PCR del gen cfp unidos

a los sitios de restriccion

“Primer” Sitio de restriccion-Secuencia 5°-3’
PF gaattc-gtcctgeccgatgetea
PR gagctc-tcacactgcetttgeccac

PF: “Primer Forward”; PR: “Primer Reverse”; gaattc: sitio de restriccion ECORI; gagctc: sitio de restriccion Sacl

En la Figura V.10 se representa la ubicacion de las secuencias correspondientes a los oligonucleoti-
dos PF y PR dentro del Gltimo ex6n del gen cfp (2628 bp....> 3150 bp).

2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

aagtaatcga
atcgtattcg
gtcctgeecg
ggatcagcaa
ctagggactg
aagctcgaca
aacgattctg
cctcttcccc
aaagaaggca
agtgcagaga
tagacattgt

gctccgactg
ccattggaat
atgctcagat
tccccggacc
aggtcgcaga
acatttttgg
tgacgaagat
tcatcgagct
agaaaactaa
1t

agcgagctgt

aatttgaaca
cggcgtcagt
accagcagga
catcggacag
gcaagcatat
agctggcaca
cttcatggtc
caagagcgtc
tgggacgacg

tacgactaac

tttctaacgc
ctcgagcaat
acaagcttgg
agtgtactcc
ggtggtaccy
cctgaagctc
gcaatcatag
aagcgtgaga
cgtgagatag
gatgtggcat
gcatgtaccc

atgacagtat
ccaacgttgc
ttctgttcgt
agacaacact
gagcaactga
gagatgccct
tctcatgtct
aacgagacaa
aagatccaga
cagaccgagc
aacagagtgt

cggttattcg
tgtccagact
ccgactactt
tgccagtagg
aatccgctca
tgacgctttc
gagtgcgctg
cgaagacgcc
gaaggggcag
gacgatttta
gtggctcaga

Figura V.10. Secuencia codificante del ultimo
disponible en el GenBank (AF091042)

En amarillo:

exon del gen cfp, (cercosporin facilitador protein)

Secuencia correspondiente al oligonucledtido PF

sin el sitio de restriccion:

5-

gteetgeccgatgetca-3. En rojo: Secuencia correspondiente al oligonucledtido PR sin el sitio de restriccion: 5°-
tcacactgctttgecccac-‘3
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Como consecuencia de la amplificacion con los oligonucleotidos seleccionados se obtuvo un frag-
mento de 450 bp aproximadamente (Figura V.11.)

1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Figura V.11. Fragmento amplificado de 450 bp aproximadamente, correspondiente a la secuencia
codificante del ultimo exo6n del gen cfp, (cercosporin facilitador protein)

Calle MM: 100-bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina); Calle 1: Producto de PCR de Cercospora kiku-
chii NBRC 6711

Una vez purificado el fragmento y transformadas las células de E. coli DH5a y obtenidas las se-
cuencias del ADN plasmidico, se selecciond el clon cuya secuencia presentd 100% de identidad con
la del gen cfp depositado en la base de datos del GenBank (Figura V.9.).

Luego de la digestion de la minipreparacion plasmidica del clon con las enzimas de restriccion
EcoRI y Sacl, se obtuvieron 3 fragmentos amplificados de 478 bp, 327 bp y 141 bp, correspondien-
tes a los cortes ECORI-EcoRI, EcoRI-Sacl, Sacl-Sacl, respectivamente. Para dichos fragmentos co-
dificantes se dedujeron las siguientes secuencias aminoacidicas de la region C terminal de la CFP
(Figura V.12).
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EcoRI-EcaRI
EFVLPDAQIPAGTSLVLFVRLLGSAIPGPIGQSVLQTTLASRLGTEVAEQAYGGTGA-
TEIRSKLDNIFGAGTPEARDALDAFNDSVTKIFMVAIIVSCLSALPLPLIXQLKSVKREKRD-
NEDAKEGKKTNGTTREIEDPEKGQXXVQRSWAKQCESSITSEF

EcoR1-Sacl
EFVLPDAQIPAGTSLVLFVRLLGSAIPGPIGQSVLQTTLASRLGTEVAEQAYGGTGA-
TEIRSKLDNIFGAGTPEARDALDAFNDSVTKIFMVAIIVSCLSALPLPLIXQL

Sacl-Sacl
FMVAIIVSCLSALPLPLIXQLKSVKREKRDNEDAKEGKKTNGTTREIEDPEKGQXXVQRSWAKQCES

Figura V.12. Secuencias aminoacidicas de la region C terminal de la CFP
4.2. OBTENCION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE

Se obtuvo induccién de proteinas con las bacterias transformadas con los insertos ECORI-ECORI y
Sacl-Sacl. Para el caso de las bacterias transformadas con el inserto ECORI-Sacl no se obtuvieron
clones inductores, si bien se confirmé que la secuencia insertada en pET-32a estaba correctamente
clonada para su expresion (Figura V.13).

EcoRI- EcoRI EcoRI-Sacl Sacl- Sacl

r N N ™~

Proteina
inducida
Proteina
inducida

Figura V.13. Evaluacion de la induccion de las proteinas para las transformaciones realizadas con
las distintas ligaciones. Se muestra un gel de poliacrilamida con clones inducidos correspondientes
a las distintas transformaciones

Calle 1 a 4: colonias transformadas con los insertos ECORI-ECORI; calle 5 a 9: colonias transformadas con los
insertos ECoRI-Sacl; calle 10 a 14: colonias transformadas con los insertos Sacl-Sacl

En base a los resultados obtenidos se seleccionaron dos proteinas recombinantes a las que se deno-
min6 EE2 y SS4.

El resultado de la purificacion de las diferentes fracciones colectadas fue evaluado por SDS-PAGE
(Figura V.14). La mayor cantidad de las proteinas recombinantes EE2 y SS4 eluy6 al pasar la solu-
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cion de Imidazol 250 mM, obteniendo una concentracion final de proteinas de 6 mg/mL y 4 mg/mL
respectivamente.

Figura V.14. Induccién y purificacion de las proteinas. Gel que muestra la induccion y purificacion

de las proteinas EE2 y SS4
Calle 1: proteina EE2 inducida; Calle 2: proteina EE2 purificada; Calle 3: proteina SS4 inducida; Calle 4:
proteina SS4 purificada.

4.3. OBTENCION DEL ANTICUERPO POLICLONAL

4.3.1. EVALUACION DE LOS ANTICUERPOS OBTENIDOS EN RATON

Los titulos de los anticuerpos obtenidos en raton correspondiente a la fraccion de la CFP de los clo-
nes SS4 y EE2 se observan en la Tabla V.5.

Tabla V.5. Titulos de los anticuerpos séricos de raton

Diluciones del suero de ratéon Densidad optica Densidad optica
Promedio Ac-SS4 Promedio Ac-EE2
1:100 1,469 1,404
1:500 1,340 1,307
1:1000 1,168 1,197
1:2000 1,023 0,981
1:4000 0,739 0,861
1:8000 0,550 0,692
1:16000 0,400 0,499
1:32000 0,282 0,369

Ac-SS4: anticuerpos en raton correspondiente a la fraccion de la CFP del clon SS4
Ac-EE2: anticuerpos en raton correspondiente a la fraccion de la CFP del clon EE2

Los anticuerpos que se produjeron fueron reactivos para la proteina heterdloga. Teniendo en cuenta
la absorbancia del suero pre-inmune se considerd como titulo tanto para la proteina del clon EE2
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como para la del SS4, el valor 1/8000. Sin embargo, no permitio la deteccion del antigeno nativo
del hongo en ensayos preliminares de ELISA indirecto.

4.3.2. EVALUACION DE LOS ANTICUERPOS OBTENIDOS EN CONEJO

Si bien, ambas proteinas presentaron la misma antigenicidad, se selecciond la correspondiente al
clon EE2 para inmunizar al conejo, ya que incluia a todos los aminoéacidos de SS4 mas otros adya-
centes y por lo tanto contaba potencialmente con mas determinantes antigénicos.

Los titulos obtenidos después de la tercera dosis de inoculacion fueron superiores a los de raton
(Tabla V.6).

Tabla V.6. Titulo de los anticuerpos séricos de conejo después de la tercera dosis de inoculacion

Diluciones del suero de conejo Densidad optica
Promedio
1:100 3,229
1:500 3,399
1:1000 3,258
1:2000 3,345
1:4000 2,919
1:8000 2,825
1:16000 2,018
1:32000 1,702

Dados los elevados titulos obtenidos con este antisuero, se decidié evaluarlo en los ensayos de ELI-
SA indirecto para la deteccion del antigeno nativo.

4.4. ELISA INDIRECTO
4.4.1. ELISA INDIRECTO CON EL SOBRENADANTE DE LA EXTRACCION

Con el sobrenadante de la extraccion no se observo reactividad en ninguna de las plantas estudiadas
como asi tampoco en los hongos ensayados.

4.4.2. ELISA INDIRECTO CON EL SEDIMENTO DE LA EXTRACCION

El ensayo de ELISA indirecto aplicado al sedimento de los extractos de plantas y hongos arrojo los
siguientes resultados: la planta E y el hongo C. kikuchii NBRC 6711 presentaron reactividad en la
dilucion 1:100 del extracto enfrentado al suero inmune, pero esta no se observo, en el hongo, en la
dilucién 1:1000. La planta O, a pesar de mostrar sintomatologia de la enfermedad, present6 valores
de absorbancia por debajo de la linea de corte (0,350)". No se observo reaccion cruzada con hongos
de otros géneros (Cladosporium sp. y Penicillium sp.) (Tabla V.7.)

¥ La linea de corte corresponde a la media + 2SD de un triplicado del suero pre-inmune contra la proteina recombinante,
siendo este valor de 0,350 para la dilucion 1/100 del suero preinmune.
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Tabla V.7. Ensayo de ELISA indirecto aplicado al sedimento de los extractos de plantas y hongos

Suero Pre-inmune Suero Inmune
Dil. 1:5000 Dil. 1:5000
. ] Dil. . Dil. Dil.

Muestras Dil.1:100 Dil. 1:1000 1:10000 Dil. 1:100 1:1000 1:10000
D.0 D.0. D.O. D.0 D.O. D.O.
Planta E 0,147 0,153 0,192 1,032 0,770 0,214
Planta O 0,155 0,155 0,216 0,152 0,112 0,124
CKe6711 0,213 0,223 0,162 0,404 0,160 0,101
Cladosporium sp. 0,249 0,305 0,187 0,201 0,216 0,134
Penicillium sp. 0,187 0,234 0,170 0,192 0,132 0,109
Blanco 0,036 0.058 0,030 0.033 0.032 0,035

DO: densidad optica; E y O: extractos de plantas con sintomatologia del tizon de la hoja; CK6711: extracto del hongo
Cercospora kikuchii NBRC 6711 (control positivo); extractos de hongos pertenecientes a géneros diferentes de Cercos-
pora: Cladosporium sp. y Penicillium sp.

Al repetir el ensayo no se pudieron reproducir los resultados obtenidos previamente. Por otro lado,
al aplicar la técnica de ELISA indirecto al resto de las plantas con sintomatologia de la enfermedad,
conservadas en el laboratorio, no se obtuvieron resultados positivos. Por lo tanto la técnica carecio
de reproducibilidad y sensibilidad.

Para explicar estos resultados se plantearon dos hipdtesis: que el problema se debia a una extraccion
deficiente de la proteina o que la misma no se pegaba correctamente a la fase solida.

Sobre esta base, se propusieron dos nuevas estrategias para resolver alternativamente uno u otro
inconveniente. Por un lado se trabajo con un ELISA de inhibicion para evaluar la union de los anti-
cuerpos especificos anti-CFP a los tejidos vegetales no solubles, y por otro con la técnica de Dot
blot sobre membrana de nitrocelulosa, utilizando el extracto soluble antes evaluado en el ensayo de
ELISA. Esta tltima estrategia se utilizo ya que la nitrocelulosa cuenta con mayor capacidad adsor-
bente que las placas de poliestireno, como se comentara previamente.

4.5. ELISA DE INHIBICION

4.5.1. DETERMINACION DEL TiTULO DE ANTICUERPOS POLICLONALES
DE CONEJO

Los valores obtenidos en la titulacion se observan en la Tabla V.8. La dilucion elegida fue de

1/160000, la cual arrojé un valor de absorbancia intermedio dentro del rango de DO, lo que aseguro
condiciones de no saturacion del anticuerpo en esta dilucion.
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Tabla V.8. Determinacion del titulo de anticuerpos policlonales

Dilucién Densidad Optica
1/5000 *
1/10000 *
1/20000 *
1/40000 2,507
1/80000 1,827
1/160000 1,417
1/320000 0,795
1/640000 0,599
1/1280000 0,380

*valores fuera del rango de lectura

4.5.2. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE LA PROTEINA SOLUBLE
DETECTABLE MEDIANTE ELISA DE INHIBICION

El 100% de reactividad (0% de inhibicion) correspondi6 al valor de absorbancia igual a 1,376. En
base a este valor se detectd la proteina soluble dentro de las concentraciones comprendidas entre 1 y

1.10° pg/uL (Tabla V.9.; Figura V.15.).

Tabla V.9. Lectura de las distintas concentraciones de la proteina (pg/uL) y porcentajes de inhibi-

cion
Concentracion de la proteina Densidad % de inhibiciéon
(pg/pL) Optica

1 0,082 94,040
107 0,146 89,390
107 0,383 72,166
10~ 1,020 25,873
10 0,990 28,053
10 1,098 20,204
10° 1,348 2,035
107 1,451
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Figura V.15. Inhibicion expresada en porcentaje segun las diferentes concentraciones de la proteina
soluble, detectada mediante el ELISA de inhibicion

4.5.3. DETERMINACION DE LA LINEA DE CORTE
El valor de la linea de corte fue 1,414. Como ya se comentd en el punto 3.2.4.3 se considerdé como
criterio de linea de corte al promedio de las densidades Opticas — 2 SD, que en este caso correspon-

di6 a un valor de 1,34 (Tabla V.10).

Tabla V.10. Lectura de las absorbancias obtenidas con la técnica de ELISA de inhibicion en plantas

sanas
Muestra D.O.
Planta 1 1,404
Planta 2 1,445
Planta 3 1,410
Planta 4 1,433
Planta 5 1,369
Planta 6 1,488
Planta 7 1,374
Planta 8 1,363
Planta 9 1,418
Planta 10 1,433
Promedio 1,414

DO: densidad optica
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4.5.4. DESARROLLO DE LA TECNICA

En la Tabla V.11 se muestran los resultados del ELISA de inhibicion. El valor de DO en ausencia
de tejido fue de 1,597 (M 37). Habiendo efectuado el calculo del porcentaje de inhibicion corres-
pondiente al valor de corte igual a 1,34, se consideré como marcador de ausencia de CFP en el teji-
do foliar un valor menor al 16%.

De la observacion de la tabla surge que tantos las plantas con y sin sintomatologia y las cepas de
referencias, CK6711 y CS6715, mostraron porcentajes de inhibicion superiores al 32%. Ademas se
detect6 reactividad cruzada con los géneros Cladosporium sp., Penicillium sp. y Alternaria sp. que
mostraron porcentajes de inhibicion del 17,5%, 40,9% y 63,9%, respectivamente.

Tabla V.11. Determinacion del ELISA de inhibicion a plantas de soja con sintomatologia de la en-
fermedad por Cercospora

M D.O. % de M D.O. % de
inhibicion Inhibicion
1 0,720 55,0 20 1,060 34,0
2 0,554 65,0 21 0,869 45,6
3 0,607 62,0 22 0,706 55,8
4 0,336 79,0 23 0,396 75,2
5 0,520 67,5 24 0,553 65,4
6 0,488 69,4 25 0,779 51,2
7 0,477 70,1 26 0,500 68,7
8 0,771 51,7 27 0,584 63,4
9 0,745 53,4 28 0,656 59,0
10 0,716 55,2 21 0,869 45,6
11 0,801 49,9 29 0,656 59,0
12 0,903 43,5 30 0,923 422
13 1,194 25,2 31 0,868 45,6
14 0,899 437 32 0,944 40,9
15 0,813 49,1 33 0,577 63,9
16 1,222 23,5 34 1,318 17,5
17 0,698 56,3 35 0,526 67,1
18 0,626 60,9 36 0,554 65,3
19 0,768 52,0 37 1,597 0,00

DO: densidad 6ptica; Muestras: 1-29: plantas con sintomatologia del tizon de la hoja; 30 y 31: plantas sin sintomatolo-
gia del tizon de la hoja; 32: micelio de Penicillium sp.; 33: micelio de Alternaria sp.; 34: micelio de Cladosporium sp.;
35: micelio de Cercospora kikuchii NBCR 6711; 36: micelio de Cercospora sojina NBRC 6715; 37: 100% de reactivi-
dad del ensayo.

4.6. TECNICA DE DOT BLOT

La otra estrategia planteada fue la técnica de Dot Blot sobre membrana de nitrocelulosa utilizando
extractos solubles de las plantas.

El suero adsorbido reconocié una banda antigénica de 45 KDa que fue reconocida, contrariamente a
las demas, en todas las diluciones y corresponderia a la proteina CFP. De las 3 diluciones séricas
que se probaron (1/100, 1/500 y 1/1000), 1/500 fue la que mostré6 mayor sensibilidad y especifici-
dad (Figura V.16).
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Figura V.16 Deteccion de la proteina CFP en un extracto del hongo Cercospora kikuchii NBRC
6711 mediante “Western blot”, utilizando distintas diluciones del suero de conejo

Calle MM: marcador de peso molecular en Kilodaltons (kDa) (BioRad); calle 1- dilucion del suero 1/100;
calle 2- dilucion del suero 1/500; calle 3- dilucion del suero 1/1000.

En la Figura V.17 se visualizan los resultados de la técnica de Dot blot observandose sefiales de
diferente intensidad segln se tratara de plantas sanas o de las plantas enfermas.

Puro 1/2 1/8 1/32 1/64 Puro 1/2 1/8 1/32 1/64

Figura V.17. Dot blot de los extractos solubles de las plantas y control positivo
1-8: plantas con sintomatologia de la enfermedad; 9-15: plantas sanas; 16: Cercospora kikuchii NBRC 6711
(control positivo)

El “score” de cada una de las muestras se presenta en la Tabla V.12
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Tabla V.12. Determinacion de los valores de “score” para los extractos de las plantas y control positivo

Muestra  Intensidad de los “Score” Muestra Intensidad de los “Score”
“dot blot” y calculo “dot blot” y calculo
del “score” del “score”
1 2x2x2x1x1 8 9 Ix1x1x1x1 1
2 2x2x2x1x1 8 10 2x1x1x1x1 2
3 2x2x2x1x1 8 11 2x1x1x1x1 2
4 2x2x2x1x1 8 12 IxIx1x1x1 1
5 2x2x2x1x1 8 13 IxIx1x1x1 1
6 2x2x2x1x1 8 14 2x1x1x1x1 2
7 2x2x2x1x1 8 15 2x1x1x1x1 2
8 4x4x2x1x1 32 16 4x4x4x4%x4 1024

Muestras 1-8: plantas con sintomatologia de la enfermedad; Muestras 9-15: plantas sin sintomatologia;
Muestra 16: Cercospora kikuchii NBRC 6711

La linea de corte obtenida con el programa MedCalc, se observa en la Figura V.18. Para la mejor
discriminacion entre positivos y negativos se consider6 menor o igual a 2 para las plantas sanas y
mayor o igual a 4 para las plantas con sintomatologia del tizon por Cercospora, por lo que el valor
de “score” igual o menor a 2 fue considerado como marcador de ausencia de CFP en el tejido foliar.

TEST1

100 - = —a
80H
2 r

g =

5 . f
204

0 L L L l L L L l L L L l L L L l L L L l

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Figura V.18. Construccion de la curva ROC para la determinacion de la linea de corte para diferen-
ciar entre plantas sanas y con sintomatologia del tizon por Cercospora

A manera de ejemplo se presentan algunos resultados de los Dot blot en las Figuras V.19, V.20y V.21.
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Puro 172 1/8 1/32 1/64

Figura V.19. Imagen de Dot blot aplicado al extracto de C. kikuchii NBRC 6711
“Score”= 4x4x4x4x2= 512

Puro 172 1/8 1/32 1/64

Figura V.20. Imagen de Dot blot aplicado al extracto de C. sojina NBRC 6715
“Score”= 4x4x2x1x1=32

Puro 172 1/8 1/32 1/64

Figura V.21. Imagen de Dot blot aplicado al extracto de Penicillium sp
“Score”= Ix1x1x1x1=1

Segun el criterio adoptado, los extractos de las cepas de referencia C. kikuchii NBCR 6711 y C.
sojina NBCR 6715 presentaron valores de “score” superiores a 4 mientras que el extracto de Penici-
Ilium sp. (control negativo) present6 un valor menor a 2.

4.7. DETECCION DE ESPECIES DE CERCOSPORA POR PCR
Al separar los productos de amplificacion obtenidos al utilizar los oligonucleétidos PF y PR, se pudo

observar que el hongo correspondiente a la cepa de referencia daba una banda nitida en 450 bp aproxi-
madamente, sin embargo las plantas tanto enfermas como sanas mostraban bandas inespecificas.
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La utilizacion de los oligonucledtidos CFP-1 y CFP-2 permitié amplificar una porcion interna del
fragmento cfp, de aproximadamente 290 bp. En la Figura V.22 se observa la banda obtenida para
las muestras de las plantas con sintomatologia del tizon de la hoja y en las cepas de referencia.
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300 bp

290 bp

200 bp

100 bp

Figura V.22. Ensayo de PCR para la deteccion del gen cfp. Se muestra el gel de agarosa donde se ob-
serva la banda de 290 bp correpondiente a la amplificacion con los oligonucledtidos CFP-1 y CFP-2
Calles: 1: Marcador de PM 100-bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina); 2: Cladosporium sp.; 3 y 6:
plantas sin sintomatologia; 4, 5, 7, 8,9, 10 y 11: Plantas con sintomatologia del tizon de la hoja; 12: Cercos-
pora kikuchii NBRC 6711; 13: Cercospora sojina NBRC 6715.

4.8. MODELO EXPERIMENTAL DE INFECCION DE PLANTAS DE SOJA
POR ESPECIES DE CERCOSPORA

En la Figura V.23 se observan plantas de soja incubadas bajo condiciones controladas en camara de
crecimiento.

Figura V.23. Plantas de soja incubadas en camara de crecimiento, bajo condiciones controladas
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Durante el ensayo preliminar efectuado para establecer el periodo de incubacion, es decir el tiempo
que transcurre desde la inoculacion del patdogeno hasta la aparicion de los primeros sintomas visi-
bles de la enfermedad, se trabajo con 16 plantas agrupadas de a dos para los distintos tratamientos
descritos en el punto 3.5.4.

Figura V.24. Plantas de soja en estadio V3. a-Plantas sin inocular b-Planta inoculada
Fuente: Observacion personal

Los tres aislamientos regionales (CK15, CK23 y CK32) y las cepas de referencia (C. kikuchii
NBRC 6711 y C. sojina NBRC 6715) con distintas capacidades de produccion de cercosporina fue-
ron capaces de infectar las plantas (Figura V.24).

A los 5 dias post-inoculacion, tanto la cepa patron de CK6711 como los aislamientos regionales de esta
especie (CK23 y CK32), produjeron lesiones compatibles con el tizon de la hoja, al observarlas visual-
mente. Con la lupa estereoscopica se pudo ver que los hongos productores de alta concentracion de cer-
cosporina presentaron, en ambas caras de la hoja, lesiones angulares o irregulares, que coalescieron
formando areas necroticas con un halo rojo debido a la presencia de la toxina cercosporina (Figura V.25.
3ay 3b, 4ay 4b, Sa'y 5b). Mientras que CK15, productor de baja concentracion de cercosporina mostro
lesiones pequeias sobre la hoja sin presencia de halo rojo (Figura V.25. 2a 'y 2b).

La planta inoculada con CS6715 presentd manchas de color castaio rojizo o grisaceas oscuras, ro-
deada de un delgado margen marrdn rojizo (Figura V.25. 6a y 6b). A mayor aumento se pudieron
distinguir, sobre la lesion, los conidi6foros (Figura V.26).

Por su parte, Cladosporium sp. produjo una lesion diferente a las anteriores (Figura V.25. 7a'y 7b).
Con respecto a la planta tratada con agua (control negativo) no se observo ningun tipo de lesion.

Efectuadas las observaciones macro y microscopicas se corrobord que el modelo experimental arro-
jo resultados satisfactorios, ya que todas las plantas que se inocularon se infectaron, lo que permitié
aplicarlo posteriormente para evaluar la precocidad de la deteccion del patdgeno al utilizar las téc-
nicas propuestas.
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Figura V.25. Plantas de soja a los 5 dias post-inoculacion

a: Observacion de la hoja a simple vista; b: Observacion de la hoja con lupa estereoscopica

lay 1b-planta tratada con agua, 2a y 2b-planta inoculada con CK15, 3a y 3b-planta inoculada con CK23, 4a
y 4b-planta inoculada con CK32, 5a y 5b- planta inoculada con Cercospora kikuchii NBRC 6711, 6a y 6b-
planta inoculada con Cercospora sojina NBRC 6715, 7a'y 7b-planta inoculada con Cladosporium sp.
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{

Figura V.26: Planta inoculada con Cercospora sojina NBRC 6715. Se observan los conidi6foros
sobre la lesion

4.8.1. EVALUACION DE LA PRECOCIDAD DE LA INFECCION EN EL. MODELO POR
DETECCION DE LA LESION

A las 4 y 24 h post-inoculacion no se observaron a simple vista pero si mediante lupa estereoscopica,
lesiones en el tejido foliar de las plantas inoculadas, tanto con las cepas de referencia como con el
aislamiento regional productor de alta concentracion de cercosporina, CK32. Las plantas inoculadas
con CK15 también presentaron lesiones en el tejido foliar al observarlas con la lupa estereoscopica.

A partir de los 4 d de efectuada la inoculacion, se observaron lesiones a simple vista en las plantas
infectadas con las cepas de referencia y CK32. Por el contrario no se detectaron dafios en las plantas

tratadas con CK15, con agua y las sin inocular.

En las Figuras V.27 y V.28 se muestran, a modo de ejemplo, dos de los ensayos de inoculacion rea-
lizados.
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Plantas tratadas con agua Plantas inoculadas con CK15 Plantas inoculadas con CK6711
4h
24h
4°d
6°d

Figura V.27. Ensayo de inoculacion de plantas. Observacion macroscopica (columna izquierda) y
con lupa estereoscopica (columna derecha) del tejido foliar de las plantas de soja inoculadas y reco-
lectadas a distintos intervalos de tiempo post-inoculacion

CK6711: Cercospora kikuchii NBRC 6711
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Plantas tratadas con agua Plantas inoculadas con CK32 Plantas inoculadas con CS6715

4h

24h

2°d

6°d

Figura V.28. Ensayo de inoculacion de plantas. Observacion macroscopica (columna izquierda) y
con lupa estereoscopica (columna derecha) del tejido foliar de las plantas de soja inoculadas y reco-
lectadas a distintos intervalos de tiempo post-inoculacion

CS6715: Cercospora sojina NBRC 6715

4.9. EVALUACION DE LA TECNICA DE DOT BLOT PARA LA
DETECCION PRECOZ DE LA INFECCION

A los 4 d de la inoculacion, los extractos de las plantas mostraron un valor de “score” de 32 lo que
indica, teniendo en cuenta la linea de corte, la presencia de la proteina CFP en el tejido foliar. Las
plantas recolectadas a las 4 y 24 h y 2 d post-inoculacion presentaron valores por debajo de 2 al
igual que las plantas tratadas con agua estéril y las sin inocular.

El control positivo presentd valores de “score” comprendidos entre 128 y 512, mientras que el con-
trol negativo un valor igual a 1.

A manera de ejemplo, se muestran las imagenes representativas de los Dot blot a distintos tiempos
post-inoculacion (Figuras V.29, V.30y V.31).
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Puro 1/2 1/8 1/32 1/64 Puro 1/2 1/8 1/32 1/64

Figura V.29. Imagenes de Dot blot aplicado a extractos de plantas infectadas con Cercospora kiku-
chii NBRC 6711 a diferentes tiempos post-inoculacion

1: planta inoculada con agua; 2: planta sin inocular; 3, 4, 5 y 6: Plantas inoculadas con Cercospora kikuchii
NBRC 6711 y recolectadas a 4 h, 24 h, 4 d y 6 d, respectivamente. 7: Control positivo (extracto de C. Kiku-
chii NBRC 6711). 8: Control negativo (extracto de Penicillium sp.).
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Figura V.30. Imagenes de Dot blot aplicado a extractos de plantas infectadas con Cercospora soji-
na NBRC 6715 a diferentes tiempos post-inoculacion

1: planta inoculada con agua. 2, 3, 4 y 5: plantas inoculadas con Cercospora sojina NBRC 6715 y recolecta-
das alas 4 h,24 h,2dy 6 d, respectivamente. 6: control positivo (extracto de Cercospora kikuchii NBRC
6711). 7: control negativo (extracto de Penicillium sp.).
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Figura V.31. Imagenes de Dot blot aplicado a extractos de plantas infectadas con CK32 a diferen-
tes tiempos post-inoculacion

1: planta inoculada con agua. 2, 3, 4 y 5: plantas inoculadas con el aislamiento regional CK32 y recolectadas
alas4h,24 h,2dy 6 d, respectivamente. 6: control positivo (extracto de Cercospora kikuchii NBRC 6711).
7: control negativo (extracto de Penicillium sp.).

4.10. EVALUACION DE LA TECNICA DE PCR PARA LA DETECCION
PRECOZ DE LA INFECCION

La amplificacion por PCR con los “primers” CFP-1 y CFP-2 y las condiciones de reaccion expre-
sadas en el punto 3.4.2., mostr6 un fragmento de 290 bp aproximadamente, a partir de las 4 h de la
inoculacion de las plantas con las cepas de referencia CK6711 y CS6715, y CK32. La senal se fue
intensificando en el tiempo.

No se detecté amplificacion para ninguno de los tiempos de muestreo cuando se tratdé de plantas
inoculadas con CK15, con agua estéril y las sin inocular (Figuras V.32 y V.33).
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4 h post-inoculacion 24 h post-inoculacién 2° d post-inoculacion 6° d post-inoculacion

MB1 2 345 6 789 MB1 2 345 6 78 9 MB1 2 345 6 789 MB1 2 34 5 6 789

< 290bj

Figura V.32. Amplificacion del fragmento cfp mediante PCR en plantas de soja, a distintos tiem-
pos post-inoculacion

M: marcador 100-bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina); B: blanco de reactivos; 1: planta sin inocu-
lar; 2: planta tratada con agua; 3, 4 y 5: plantas inoculadas con CK15; 6, 7 y 8: plantas inoculadas con Cer-
cospora kikuchii NBRC 6711; 9: control positivo (Cercospora kikuchii NBRC 6711)

4 h post-inoculaciéon 24 h post-inoculacion 2° d post-inoculaciéon 6° d post-inoculacion

MB 12 3 451234156 M B1 23 4 51 2 3 4 56

290bp

Figura V.33. Amplificacion del fragmento cfp mediante PCR en plantas de soja, a distintos tiempos
post-inoculacion

M: marcador 100-bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina); B: blanco de reactivos; 1: planta tratada con agua; 2 y 3:
plantas inoculada con CK32; 4 y 5 plantas inoculada con Cercospora sojina NBRC 6715; 6: control positivo (Cercos-
pora kikuchii NBRC 6711)

La técnica de PCR permitié detectar la proteina CFP en etapas tempranas de la infeccion por espe-
cies de Cercospora, atin cuando no se visualizaban sintomas de enfermedad.

5. DISCUSION

El diagnostico exacto de una enfermedad y la identificacion precisa del patdogeno involucrado son
requisitos esenciales para entender las enfermedades de las plantas y poder tomar medidas efectivas
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para el manejo de los cultivos. Se realizan siguiendo una serie de pasos que comienzan por identifi-
car la planta afectada, examinar el area de cultivo, determinar los sintomas primarios y los signos de
la enfermedad para concluir con el aislamiento e identificacion del agente causal (Sillon e Ivanco-
vich, 2004).

Los sintomas no siempre ofrecen un diagnostico seguro ya que diferentes agentes pueden producir
sintomas similares. Por el contrario, los signos, que son las estructuras que el patdogeno produce
como parte de su crecimiento, permiten realizar un diagndstico mas seguro al ser correctamente
identificados (Sillon e Ivancovich, 2004).

Sin embargo, muchas veces la observacion de los sintomas y/o de los signos suele ser insuficiente
para alcanzar un resultado certero y se requieren técnicas de laboratorio para la identificacion del
agente causal. Los métodos tradicionales de identificacion de fitopatogenos pueden ser lentos y po-
co concluyentes, lo que ha llevado a la busqueda de técnicas de diagnostico alternativas (Ward y
col., 2004).

Para evitar las grandes pérdidas economicas que ocasionan las enfermedades producidas por Cer-
cospora, en especial C. kikuchii y C. sojina, es que se requieren técnicas de deteccion del agente
causal que sean especificas, sensibles y rapidas.

A los fines de contribuir al diagndstico de la enfermedad por especies de Cercospora se desarrolla-
ron y evaluaron, en este trabajo de tesis, diferentes metodologias para la deteccion del patégeno en
plantas de soja.

La primera de las técnicas aplicadas fue un procedimiento inmunoenzimatico, tipo ELISA, caracte-
rizado por su sencillez y bajo costo (Pérez Pérez y Pérez Sevilla, 2009).

Esta técnica fue difundida en la década de los setenta y atn hoy, sigue teniendo vigencia y aplica-
cion para el diagnostico rapido y masivo de enfermedades en humanos, animales y plantas en todo
el mundo, asi como también para la deteccion de micotoxinas. Las diferentes variantes de esta me-
todologia, se utilizan desde hace varios afios con resultados satisfactorios para la deteccion del virus
de la tristeza de los citricos (Batista y col., 2008). También se aplico esta técnica para demostrar la
presencia de Cercospora beticola en lesiones en cartamo (Reinhardt y col., 2001; Arboleda y col.,
2004; Lartey y col., 2005; Rangel y col., 2006)

Para lograr el objetivo propuesto se seleccioné como antigeno, una proteina especifica del género
Cercospora, cuya deteccion en el tejido vegetal indicara la presencia del hongo. Luego de una bus-
queda de identidad en la base de datos GenBank, utilizando el programa BLAST se pudo corroborar
que el gen que codifica la proteina CFP no presentaba homologia con genes de otras especies inde-
xadas hasta el momento. Esto coincide con el hecho ya comentado de que Cercospora produce una
toxina denominada cercosporina, la cual ha sido aislada “in vitro” de al menos 34 especies de Cer-
cospora entre las que se encuentran C. kikuchii y C. sojina (Jenns y col., 1989; Almeida y col.,
2005) y cuya produccion y secrecion esta regulada por dicho gen (Callahan y col., 1999; Upchurch
y col. 2001). Ademas la funcion de esta proteina es la de transportar la toxina hacia el exterior de la
célula flngica confiriéndole resistencia a su actividad.
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Los resultados obtenidos al aplicar la técnica de ELISA indirecto, no fueron satisfactorios ya que no
se pudo detectar la proteina en el sobrenadante tanto del extracto vegetal como del micelio del hon-
go. Esto se interpretdé como un problema en la solubilizacion de la misma a pesar de haber utilizado
un buffer de extraccion similar al informado por Upchurch y col. (2002) quienes si lograron extraer-
la del micelio de C. kikuchii. Justamente, una de las desventajas que se plantea sobre dicha técnica
es que la preparacion de los extractos antigénicos resulta laboriosa y genera problemas de contami-
nacion entre muestras, asi como la posibilidad de liberar inhibidores vegetales (Batista y col.,
2008).

Para resolver el inconveniente de la solubilizacion y teniendo en cuenta que la proteina podia estar
presente en el tejido vegetal, se ensayo6 una técnica de ELISA de inhibicion. Esta metodologia per-
mite detectar en una solucion, tanto antigenos solubles como particulados. En los ensayos de opti-
mizacion se demostré que se podia determinar un rango muy amplio de concentraciones de
proteinas. Al trabajar con tejidos vegetales o micelio del hongo, esta metodologia permitié detectar
la proteina presente aunque mostro reactividad cruzada con hongos de géneros diferentes a Cercos-
pora (Ward y col., 2004). Un problema similar de reactividad cruzada fue descrito por Lartey y col.
(2005) quienes desarrollaron un ensayo de ELISA para demostrar lesiones de C. beticola en plantas
de cartamo y encontraron reactividad cruzada del ensayo con hongos de los géneros Fusarium y
Trichoderma.

Una de las causas que explicaria la baja especificidad de esta técnica es el uso de anticuerpos poli-
clonales. El desarrollo de los mismos con el grado de especificidad requerido es dificil debido a que
al constituir una mezcla de inmunoglobulinas existen mayores probabilidades de reactividad cruza-
da con antigenos o moléculas relacionadas (Martin de Santos, 2010).

En el caso del presente trabajo, se inocul6 a los animales con una proteina recombinante, lo que en
principio debia reducir potenciales reactividades cruzadas. Sin embargo, hay que tener en cuenta
posibles impurezas que contaminan a la proteina recombinante luego de su purificacion por una
columna de pseudoafinidad de niquel y que se deben a la presencia de una mezcla proteica del lisa-
do de bacterias, que presentan afinidad por el niquel resultando el producto no homogéneo, a pesar
de que en el PAGE no se detectaron, pero, al no conocerse los antigenos copurificados podria haber
existido reactividad cruzada incluso contra componentes no proteicos. Ademas, la utilizacion del
material insoluble de los tejidos vegetales y micelios de hongos, podria estar concentrando la dispo-
nibilidad de determinantes antigénicos que presentaban reactividad cruzada hacia los anticuerpos
policlonales obtenidos.

Otra de las hipotesis que se plante6 para la continuidad del trabajo fue que la proteina CFP se solu-
bilizaba pero no se adheria adecuadamente a la superficie de inmovilizacion utilizada para este tipo
de ELISA.

En concordancia con el razonamiento mencionado, se evalud el extracto soluble pero utilizando
membrana de nitrocelulosa como superficie de adsorcion para mejorar la deteccion del fitopatdgeno
mediante Dot blot o Dot-ELISA (Ferrer Gual, 2008). Justamente, la principal diferencia entre el
ELISA y el Dot blot se encuentra en la superficie usada para la union del antigeno elegido. Se susti-
tuy6 la placa de pléstico por una membrana de nitrocelulosa sobre la cual se aplicd un pequefio vo-
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lumen de la muestra. La diferencia entre ambas superficies de adsorcidon es que la nitrocelulosa
permite la inmovilizacién de un rango mayor de caracteristicas fisicoquimicas de los antigenos que
la placa de ELISA (Spessot y col., 2004; Ferrer Gual, 2008).

Para optimizar la técnica de Dot blot y a fin de maximizar la solubilizacion del extracto antigénico,
se profundiz6 la busqueda bibliografica tendiente a lograr la extraccion de proteinas fungicas y se
opto por la metodologia propuesta por Rollins y col. (1993), donde tanto la planta como el micelio
del hongo se dejaban en contacto con el buffer de extraccion a 4°C, en oscuridad, durante toda la
noche, obteniendo muy buenos resultados.

También y de manera similar a lo informado por Lartey y col., (2005), se decidi6 eliminar los anti-
cuerpos inespecificos presentes en el suero de conejo adsorbiéndolos con el extracto de un hongo no
productor de la proteina CFP. Para esto se utilizo el aislamiento regional CK15 productor de baja
concentracion de cercosporina, que al desarrollar sobre APD no difundié pigmento rojo al medio y
que causo lesiones cloroticas pequefias en el tejido foliar de la planta de soja sobre la cual se inocu-
16. La adsorcion permitio eliminar las reactividades inespecificas observadas en los Western blot.

El cambio de la superficie de pegado junto con la optimizacion en la preparacion del extracto anti-
génico permitid obtener la sensibilidad necesaria para la deteccion del antigeno. Por otro lado, la
adsorcion del suero con CK15 disminuy¢ las inespecificidades. Sumado a esto, la incorporacion de
un “score” facilito la interpretacion de los resultados logrando una técnica fécil de usar, rapida, eco-
ndmica y que podria ser utilizada en el campo como un método de screening (Ndao, 2009).

Ademas del desarrollo de técnicas inmunoquimicas, se decidi6 evaluar la utilizacion de una técnica
molecular. Esta idea surgi6 a partir de lo exitoso que resulto la obtencion del fragmento codificante
de la CFP en C. kikuchii, cuando el mismo se extrajo para ser clonado en un vector de expresion.
Lartey y col. (2003) presentaron un protocolo de PCR en tiempo real para la deteccion rapida de C.
beticola en tejidos de remolacha azucarera pero a diferencia de lo planteado en este trabajo de tesis,
amplificaron un fragmento correspondiente al gen actina de Cercospora. Este tipo de metodologia
también fue aplicada por otros autores, en la deteccion de Phytophtora capsici en plantas de Chile
con sintomas de marchitez utilizando oligonucleotidos dirigidos contra secuencias especificas del
gen de cutinasa (Rico-Guerrero y col., 2004), y por Pavon Moreno y col. (2008) quienes detectaron
Alternaria spp. en productos hortofruticolas, utilizando oligonucledtidos especificos para el gen Alt
a 1 que codifica el principal alergeno de A. alternata.

Los resultados obtenidos mostraron que los oligonucledtidos CFP-1 y CFP-2, disefados para ampli-
ficar una porcion interna del fragmento cfp, fueron altamente especificos para detectar especies de
Cercospora, a una temperatura de alineamiento de 58°C durante los 35 ciclos de PCR, tanto a partir
de extracciones de ADN del micelio del hongo desarrollado “in vitro”, como de plantas inoculadas
con el hongo atin cuando no se observaba sintomatologia de la enfermedad.

La PCR es una técnica que presenta grandes ventajas en la identificacion de los hongos. Es un mé-
todo rapido, ya que el proceso de extraccion de ADN, amplificacion del mismo y electroforesis
pueden ser llevados a cabo dentro de las 24 h, lo que disminuye en forma sustancial el tiempo que
insume el realizar un diagnostico mediante los métodos tradicionales; examen directo de colonias y
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cultivo (Cabezas Vergara y col., 2006). La sensibilidad es alta, porque permite detectar bajas con-
centraciones del ADN que se desea amplificar en casi cualquier tipo de muestras y con una especi-
ficidad elevada, determinada especialmente por la secuencia de los oligonucledtidos utilizados y por
las condiciones del templado del ADN (Rico Guerrero y col., 2004; Saavedra Rodriguez y col.,
2004). No obstante, requiere de un laboratorio con infraestructura, equipamiento costoso y personal
entrenado, que no siempre se encuentra disponible (Notomi y col., 2000).

Una alternativa de esta metodologia interesante de probar en futuros estudios, es el llamado método
LAMP, “loop-mediated isothermal amplification”, que amplifica el ADN con alta especificidad,
eficacia y rapidez en condiciones isotérmicas. Este método es simple y facil de realizar ya que no
necesita de un termociclador para la amplificacion del ADN, sino que utiliza un bafio de agua ca-
liente (Notomi y col., 2000). Se lo ha utilizado también para el diagndstico molecular de virus y
parasitos (Ndao, 2009).

El desarrollo de métodos de inoculacion artificial bajo condiciones controladas ha sido una de las
principales prioridades en las investigaciones con hongos fitopatégenos, pues permite valorar cuali-
tativa y cuantitativamente la expresion de la resistencia sobre un determinado hospedante; asi como
mejorar y simplificar los procedimientos de seleccion en los programas de mejoramiento genético
(Bernal y col., 2009)

Los ensayos “in vitro” son un complemento necesario e imprescindible de las pruebas a campo. En
el laboratorio se pueden efectuar evaluaciones en condiciones controladas, de modo de minimizar
los efectos del ambiente frente a los efectos de los genotipos. La optimizacion de dichas condicio-
nes requiere el desarrollo de un modelo de infeccion reproducible. Cuando esto se logra, ademas de
obtener condiciones de infeccion estandarizadas, los resultados se obtienen en un periodo de tiempo
mucho mas corto que en el caso de los ensayos de campo (Villegas Fernandez, 2012).

En el presente trabajo, el desarrollo de un método de inoculacion artificial bajo condiciones contro-
ladas permiti6 reproducir los sintomas de la enfermedad al aplicar el patéogeno en tejidos de plantas
sanas, determinar el tiempo de aparicion de las lesiones observadas a simple vista, evaluar las técni-
cas de Dot blot y PCR optimizadas previamente, para la deteccion del hongo en la planta y determi-
nar la correlacion entre la virulencia del patégeno y la produccion de la toxina.

Coincidiendo con lo observado por Almeida y col. (2005), en las experiencias llevadas a cabo du-
rante el desarrollo de este trabajo de tesis, los sintomas comenzaron a hacerse visibles sobre las ho-
jas de las plantas a los 5 d después de la inoculacidén. En cuanto a las lesiones observadas en las
plantas inoculadas, los resultados fueron semejante a los obtenidos en otros trabajos cuando inocu-
laron plantas de soja con aislamientos de C. kikuchii productores de distintas concentraciones de
cercosporina (Almeida y col., 2005). Upchurch y col. (1991) fueron los primeros que consideraron
que la cercosporina era un factor de patogenicidad de C. kikuchii al observar que mutantes de este
hongo que carecian de la capacidad de sintetizarla, no eran capaces de causar infeccion cuando se
inocul6 sobre las hojas de soja.

Hay que destacar que, cuando se realizé la PCR para las plantas inoculadas con el aislamiento re-
gional CK15, no se detecto la banda de 290 bp correspondiente al gen cfp. Cabe recordar que este
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hongo producia cercosporina en concentraciones muy bajas y provocaba lesiones pequeiias, lo que
podria deberse a un hecho similar a lo informado por Daub y col. (2005) quienes observaron que
mutantes de C. kikuchii que presentaban una disrupcion del gen cfp, producian una reduccion signi-
ficativa tanto en la produccion de cercosporina como en el desarrollo de los sintomas en la soja.
Esto sugiere que dicho gen cumple un rol fundamental en la regulacion de la produccion de la toxi-
na. Por lo tanto, el hecho de detectarlo en una planta enferma indicaria la presencia de un hongo
capaz de producir cercosporina y por consiguiente capaz de enfermar dicha planta.

La sensibilidad de la técnica de PCR qued6 demostrada al detectar el hongo en la planta a partir de
las 4 h de inoculada, aun cuando no se observaban los sintomas macroscopicamente, mientras que
el Dot blot lo hizo a partir de los 4 d.

Es importante sefialar que ambas cepas de referencia fueron coincidentes en los resultados obteni-
dos con las técnicas utilizadas Esto se debe a que ambas especies elaboran cercosporina (Agarwal y
Sinclair, 1997) y la proteina que la transporta. Ademas, como se coment6 en el capitulo IV, la alta
homologia en la secuencia de la region ITS de ambas especies indicaria que las mismas se encuen-
tran fuertemente relacionadas. Tanto el Dot blot como la PCR son técnicas ttiles para detectar am-
bas especies.

La deteccion de estos fitopatdgenos adquiere importancia si se tiene en cuenta que C. Kikuchii es
uno de los hongos prevalentes en la zona central de la provincia de Santa Fe y C. sojina ha incre-
mentado su prevalencia, incidencia y severidad, debido a las condiciones climatologicas imperantes
en la actualidad en la misma zona, generando pérdidas incalculables y merma en la productividad
(Carmona y col., 2010).
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Las enfermedades de las plantas reducen significativamente el rendimiento de los cultivos impac-
tando sobre la produccion agroalimentaria. De hecho, en numerosas ocasiones, en la historia de la
agricultura, se ha relatado que enfermedades de diversas etiologias han conmocionado a las socie-
dades porque han desvastado los cultivos originando, entre otros efectos, hambruna en la poblacion,
elevada pérdidas econoémicas y desastres ecoldgicos.

El primer objetivo planteado en este trabajo de tesis, fue la caracterizacion fenotipica de especies de
Cercospora aisladas de diferentes regiones de la provincia de Santa Fe. Los datos obtenidos a partir
de este estudio revelaron que:

e Tanto la poblacion de C. kikuchii como de C. sojina presentaron un alto grado de variacion fe-
notipica. Los aislamientos fiingicos mostraron colonias con diferentes aspectos tanto en el color
como en el tamafio de las mismas, por lo cual no se pudieron establecer caracteres macroscopi-
cos que permitieran distinguir entre ambas especies.

e Las diferencias entre ellas estuvieron dadas por las caracteristicas morfologicas de sus conidios
y por el tipo de lesion que produjeron sobre el tejido foliar de la soja.

e El pigmento rojo observado en torno a algunas colonias o difundido en el medio, fue causado
por la toxina cercosporina, cuya produccion fue altamente variable entre especies y entre aisla-
mientos de una misma especie a pesar de que se respetaron las condiciones de luz y temperatu-
ra para su incubacion.

e La mayoria de los aislamientos fructificaron cuando desarrollaron en AJVS, a pesar de que los
hongos pertenecientes al género Cercospora presentan una gran dificultad en esporular cuando
se cultivan sobre medio artificial.

El segundo objetivo a resolver fue la caracterizacion molecular de las especies aisladas. El estudio
de la variabilidad genética de la poblacion de Cercospora se llevo a cabo mediante la amplificacion
de las regiones entre microsatélites (ISSR-PCR) y RAPD-PCR. Los resultados obtenidos permitie-
ron concluir que:

e Ambas técnicas empleadas (ISSR-PCR y RAPD-PCR) fueron de gran utilidad para el estudio
de la variabilidad genética entre los aislamientos de Cercospora.

e La poblacion fungica estudiada presentd un alto grado de diversidad genética tanto dentro de
una misma region como entre regiones diferentes. Este hecho corrobor6 la variabilidad fenoti-
pica observada y puso de manifiesto una escasa asociacion entre el origen geografico de los ais-
lamientos y la diversidad genética detectada. También es importante sefialar la baja similitud
que presentaron las cepas de referencia con relacion a los aislamientos regionales.
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A los fines de estudiar la variabilidad interespecifica se llevo a cabo la amplificacion, por PCR, de
las regiones intergénicas (ITS) del ADNr, su posterior analisis mediante RFLP (RFLP-PCR) y su
secuenciacion.

El alto grado de similitud del fragmento ITS y de los patrones RFLP observados entre las espe-
cies C. kikuchii y C. sojina aisladas, indicaron una alta homologia en la secuencia de la region
ITS.

La secuenciacion del fragmento ITS permitié confirmar que los aislamientos analizados, perte-
necian al género Cercospora, no encontrandose diferencia entre las dos especies en estudio, ya
que los porcentajes de identidad, entre ellas y las depositadas en la base de datos GenBank, fue-
ron del 99-100%. La diferencia de nucledtidos del fragmento ITS del operdn ribosomal entre
todas las secuencias analizadas, vari6 entre 0 y 2.

Estos estudios confirmaron que ambas especies se encuentran fuertemente relacionadas.

El tercer objetivo planteado consistio en el desarrollo de métodos de deteccion precoz de especies de

Cercospora en plantas de soja, evaluandose diferentes metodologias para la deteccion del patdgeno en

plantas de soja infectadas experimentalmente. De los resultados obtenidos se pudo concluir que:

El método ELISA indirecto mostrd baja sensibilidad para detectar la proteina CFP en el tejido
foliar.

La técnica ELISA de inhibicion confirmo la presencia de la proteina CFP en el extracto insolu-
ble, pero el ensayo resultd poco especifico para discriminar las plantas sintomaticas de las no
sintomaticas.

La técnica de Dot blot permitié detectar la proteina CFP en el extracto del hongo. Aplicada a
las plantas inoculadas experimentalmente, permitio la deteccion de la CFP 4 dias después de la
inoculacion experimental y cuando atin no se visualizaban sintomas de enfermedad.

Los oligonucleotidos disefiados para amplificar, por PCR, una porcion interna del fragmento
del gen cfp, fueron especificos para detectar especies de Cercospora, a las 4 h de efectuada la
inoculacion experimental y cuando atin no se visualizaban sintomas de enfermedad.

El desarrollo de un método de inoculacion artificial bajo condiciones controladas permiti6 re-
producir los sintomas de la enfermedad al aplicar el patdgeno en tejidos de plantas sanas, ya
que se observaron, a simple vista, lesiones compatibles con tizéon de la hoja y MOR a partir de
los 5 dias de efectuada la inoculacion. Este modelo de infeccion controlada permitié evaluar las
técnicas de diagnodstico antes mencionadas.

Finalmente, se considera que los resultados de esta tesis doctoral contribuyen al conocimiento de

dos de los fitopatogenos de soja més frecuentes y al fortalecimiento de los programas especificos de

monitoreo y control de plagas en vegetales que se cultivan en la provincia de Santa Fe.
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MEDIOS DE CULTIVO

Agar papa dextrosa (APD)

Papas 250 g
Dextrosa 20g
Agar-agar I5g
Agua destilada 1000 mL

Preparaciéon: Hervir las papas en 500 mL de agua destilada durante 30-40 min. Filtrar a través de
un lienzo, recoger el filtrado y completar el volumen con agua destilada, agregarle dextrosa y agar-
agar. Homogeneizar calentando el medio de cultivo en un bafio de agua hirviente hasta fundir el
agar agar. Fraccionar y esterilizar 15 min a 121°C.

Agar jugo V8 (AJVS)

Jugo V8 200 mL
Carbonato de calcio 3g
Agar-agar I5g
Agua destilada 800 mL

Preparacion: Mezclar los componentes, fundir el agar-agar en bafio maria hirviente. Fraccionar y
esterilizar 15 min a 121°C.

Agar extracto de malta (AEM)

Extracto de malta 20 g
Peptona lg
Glucosa 20 g
agar-agar 20g
agua destilada 1000 mL

Preparacion: Mezclar los componentes, fundir el agar-agar en bafio maria hirviente. Fraccionar y
esterilizar 15 min a 121°C.

Agar extracto de malta (AEM induce mayor produccion de cercosporina)

Extracto de malta 15¢g
Peptona 3g
Glucosa 30g
Agar-agar 15¢g
Agua destilada 1000 mL
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Preparacion: Mezclar los componentes, fundir el agar-agar en bafio maria hirviente. Fraccionar y
esterilizar 15 min a 121°C. Este medio de cultivo induce mayor produccion de cercosporina.
Agar conejarina (AC)

Preparacion: Hervir 25 g de conejarina (alimento para conejos) en 1 L de agua destilada y dejar
reposar por 30 min. Filtrar a través de gasa. El filtrado se calienta lentamente y se le adiciona 17 g
de agar-agar, se continta calentando hasta fundir el agar-agar. Se ajusta el pH a 6.0 y se esteriliza
15 mina 121°C.

Caldo MLC (Medio de cultivo para Colletotrichum)

Glucosa 20g
Extracto de levadura 5¢g
Bifosfato de amonio lg
KCl 02¢g
MgS04.7H,0 02¢g
Soluciéon 0,1% de ZnS04.7H,O 1 mL
Soluciéon 0,5% de CuSO4.5H,0 1 mL
Agua destilada 1000 mL

Esterilizar a 115°C (1/2 atm) durante 25 min)

Medio Luria-Bertani (LB)

Peptona 1% (p/v)
Extracto de levadura 0,5% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
pH 7,5
LB-agar

Medio LB

Agar-agar 2%

LB-glicerol

Medio LB

Glicerol 30% (v/v)
LB-glucosa

Medio LB

Glucosa 2% (p/v)
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SOLUCIONES
Tris-HC1 1 M pH=8,0 (stock para las demas soluciones) (1 litro)

Preparacién: Disolver 121,1 g de Trizma —base en 800 ml de agua destilada y afiadir 42 mL de
HCI. Dejar enfriar la solucion y ajustar el pH a 8. Aforar hasta 1 L con agua destinada. Esterilizar a
115°C (1/2 atmoésfera de presion) durante 25 min.

EDTA 0,5M pH=8 (stock para las demas soluciones) (1 litro)

Preparacion: Disolver 186,1 g de EDTA en 800 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 8 con OH-
Na (20 g aproximadamente). Aforar hasta 1 litro con agua destilada. Esterilizar a 115°C (1/2 atmos-
fera de presion) durante 25 min.

SDS 10% pH=7,2 (stock para las demas soluciones) (1 litro)

Preparacion: Disolver 100 g de SDS en 900 mL de agua destilada. Calentar a 65°C hasta su com-
pleta disolucion. Dejar enfriar y ajustar el pH a 7,2 con HCI. Aforar hasta un litro con agua destila-
da. Esterilizar a 115°C (1/2 atmosfera de presion) durante 25 min.

Acetato de potasio SM

Acetato de potasio 58,94 ¢

Agua destilada 120 mL

Ajustar el pH a 4,8-5,0 con acido acético glacial. Aforar hasta 200 mL con agua destilada, si es ne-

cesario. Esterilizar a 115°C durante 25 min.

Solucion de lisis

Tris-HC1 50 mM
EDTA 50 mM
SDS 3%
2-mercaptoetanol 1%

Ajustar el pH a 7,2. Esterilizar a 115°C durante 25 min.
Fenol-cloroformo-isoamilico

Preparacion: Fundir el fenol sdlido a 60°C en bafio con el tapdn parcialmente desenroscado para
evitar la acumulacién de vapores, hasta que se licie. Anadir hidroxiquinoleina para incrementar el
color amarillo y también como agente antioxidante.

Equilibrar el fenol liquido con Tris-HCI: realizar varios pasos repetidos, el primero consiste en
mezclar el mismo volumen de fenol que de Tris-HCI 1M, agitar durante 15-20 min, esperar a que se
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separen las fases y eliminar el Tris-HCI (arriba). Esta operacion se repite 3 veces con Tris-HCI
0.5M, hasta que el Tris-HCI se encuentre a pH7. Almacenar a 4°C con una fina capa de Tris-HCI.
Mezclar los tres componentes, en proporcion 25:24:1 volumen.

CINa 4M

Pesar 23,4 g de CINa y disolverlo en 100 mL de agua destilada.

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS

Buffer TBE (5x). Solucién madre

Trizma-base 54¢g
Acido bérico 27.5¢g
EDTA 0.5M 20 mL

Disolver en 800 mL de agua destilada. Aforar a 1000 mL.
Buffer TBE (0,5x). Solucion de trabajo
Tomar 100 mL del TBE (5x) y llevar a 1000 mL con agua destilada

Colorante de electroforesis

Glicerol 50 mL

BPB (Azul de bromo fenol) 0,5¢g

EDTA 0,1 M 20 mL 0.5M pH8
Agua destilada csp 100 mL

Solucién de Bromuro de etidio
Solucion madre: 5 mg/mL de agua. Solucion de trabajo: diluir la solucion madre 1/100.
SOLUCIONES PARA TRANSFORMACION MOPS (4cido 3 (N-morfolino) propanosulfénico)

Solucion I de transformacion

MOPS 10 mM
KCl 10 mM
pH=7 Ajustar con OHNa 10 M

Solucion II de transformacion

MOPS 100mM
KCl 10mM
CaCl, 50mM
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pH=6,5 Ajustar con OHNa 10 M

SOLUCIONES PARA MINIPREPARACION DE ADN PLASMIDICO

Solucion I (GTE)

Glucosa 50 mM
Tris-HCl pH: 8 25 mM
EDTA pH: 8 10 mM

Solucion II

OHNa 02N
SDS 1% (p/v)

Solucion III (acetato de potasio 3M, pH: 4,8)

Acetato de potasio SM 30 mL
Acido acético 5,75 mL
Agua destilada 14,25 mL

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SDS

Gel de apilamiento

Tris.HCI pH: 6,8 130 mM

SDS 0,05% (p/v)
Acrilamida/Bisacrilamida (29:1) 4,8% (p/v)
TEMED 0,1% (v/v)
Persulfato de amonio 0,05% (p/v)

Gel de separacion

Tris.HCI pH: 8,8 375 mM

SDS 0,1% (p/v)
Acrilamida/Bisacrilamida (29:1) 15% (p/v)
Glicerol 10% (v/v)
TEMED 0,06% (v/v)
Persulfato de amonio 0,05% (p/v)

Buffer de muestra 2x

Tris-HCl pH: 6,8 125 mM
Glicerol 20% (v/v)
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SDS 4% (p/v)
B-mercaptoetanol 5% (v/v)
Azul de bromo fenol 0,2% (p/v)

Buffer de corrida

Tris-HCI pH: 8,3 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,1% (p/v)

Solucion de tincion para geles SDS-PAGE. Azul de Coomasie

Azul de Coomasie G-250 0,5% (p/v)
Metanol 45% (v/v)
Acido acético 10% (v/v)

Solucién decolorante para geles SDS-PAGE

Etanol 45% (v/v)
Acido acético 10% (v/v)

PURIFICACION DE PROTEINAS EN COLUMNA DE PSEUDOAFINIDAD A NiQUEL

Buffer de siembra para columna de Niquel

NazHPO4 pH8 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM

Soluciones para la purificacion en columna de Niquel

NazHPO4 pH8 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 50 mM
Na,HPO,4 pHS8 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 100 mM
NazHPO4 pH8 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM
DOSAJE DE PROTEINAS

Reactivo de Bradford
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Azul de Coomasie
Etanol 95%
Acido fosforico 85%

0,01% (v/v)
4,7% (v/Vv)
8,5% (v/v)

Buffer para extraccion de proteinas

Tris-Cl (pH 7,0)
Sacarosa

EDTA (pH 8,0)
Triton X-100
PMSF

Agua

ENSAYO DE ELISA

Buffer carbonato
N32C03

NaHCO3

NaN3

Ph

PBS 1x

NaCl
KCl
Na,HPO,4
KH;PO4
pH

PBS-Tween-20 1x

PBS
Tween-20
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100 mM
250 mM
1 mM
0,1%
1%
100 mL

15 mM
35 mM
3,1 mM
9,6

137 mM
2,7M
10M
1,8 mM
7,4

0,01% (v/v)

RAPELA

208





