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RESUMEN

Las enfermedades constituyen un factor limitante para la produccién vegetal tanto en el
rendimiento como en la calidad de la semilla de cereales y oleaginosos. La antracnosis es una
enfermedad asociada al cultivo de soja y maiz, causada por las especies de hongos que conforman
un complejo conocido como enfermedades de fin de ciclo (EFC). ElI complejo flngico
Glomerella/Colletotrichum (G/C) es un binomio constituido por un Ascomycota (fase sexual,
perfecta o teleomorfo) y un Deuteromycota (fase asexual, imperfecta o anamorfo), que causa
antracnosis en diversas especies vegetales de las familias Fabaceae, Poaceae, Solanaceae y
Rosaceae. Este complejo G/C muestra amplia variabilidad genética y especificidad fisiologica
al interactuar con diferentes genotipos de un mismo y/o diferentes hospedantes. Los objetivos
del trabajo fueron a)Validar morfoldgica y molecularmente las identidades de la coleccion de
aislados del complejo G/C obtenidos en plantas sintomaticas de diferentes familias y especies de
hospedantes y diversos ambientes de la zona nucleo; b) Caracterizar el comportamiento
(avirulencia/virulencia) de los diversos aislados del complejo fungico y la reaccion
(resistencia/susceptibilidad) de los hospedantes en base a la observacion fenotipica e identificar
fuentes de resistencia a la enfermedad en los cultivos evaluados y c¢) Evaluar el complejo G/Cy
sus interacciones bajo condiciones seminaturales en una rotacion soja — maiz. Durante dos ciclos
agricolas, se evaluaron las asociaciones resultantes de la interaccion de 3 genotipos de soja y 5
hibridos de maiz con 6 aislados G/C obtenidos de tallos sintomaticos de ambos cultivos y de
citricos, provenientes de las provincias de Santa. Fe, Buenos Aires, Cérdoba y Entre Rios. La
identidad fue propuesta por macro y micromorfologia y validada molecularmente por RAPDs y
secuenciacion de amplicones de ITs. Las inoculaciones en soja se realizaron por herida en el
estado fenoldgico de V3. Las evaluaciones se realizaron segun los parametros de Incidencia (IE)
y Severidad de entrenudos (SE). Las inoculaciones en maiz se realizaron con jeringa en el estado

Vty RL1. Se evalud IE % y SE % cada 10 dias posterior a la inoculacion hasta finalizar el ciclo
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del cultivo. En ambos cultivos (soja y maiz) se pudo determinar una Escala de 5 grados para
cuantificar severidad de antracnosis en entrenudos. Tanto los cultivares de soja como los de maiz
mostraron diferencias en su respuesta de resistencia y susceptibilidad, expresados en IE y SE
promedio frente al patdgeno, y se detectaron ademas interacciones especificas significativas. Los
aislados de C. truncatum y C. gloeosporioides provenientes de cultivos de soja y de mandarina
fueron los mas virulentos en las inoculaciones de maiz. Mientras en soja, las cepas de C.
graminicola, C. gloeosporioides y C. truncatum resultaron virulentas segln la severidad de
antracnosis en los entrenudos. Las infecciones se produjeron con mayor severidad en el segundo
entrenudo avanzado hacia el apice y hacia la base. Para el cumplimiento del tercer objetivo se
realizé un ensayo en parcelas bajo cubierta antigranizo, simulando condiciones naturales, donde
se sembraron los tres genotipos de soja sobre rastrojo de maiz infectado independientemente con
cinco cepas de G/C provenientes de hospedantes maiz y soja. Estos resultados mostraron que los
genotipos de soja se infectaron y expresaron sintomas de antracnosis causadas por aislados de
diferentes hospedantes y zonas agroecoldgicas, registrandose diferencias significativas en todas
las interacciones. En este sistema de rotacién maiz — soja (ambos hospedantes de G/C), el rastrojo
de maiz infectado de antracnosis resultd efectivo como fuente de indculo primario de C.
graminicola, C. truncatum y C. gloeosporioides e iniciar un proceso patdgenico en los genotipos
de soja. Demostrando un riesgo epidemioldgico para un sistema productivo basado en la
alternancia de cereales y oleaginosos, implementado y generalizado entre los productores de la
region centro. Por ello, la determinacion de genotipos de soja y maiz con respuestas diferenciales
(R, MR/MS vy S) frente a diferentes cepas del patdgeno, permitira su incorporacién en futuros

programas de mejoramiento.

Palabras claves: Antracnosis; Soja, Maiz, Collectotrichum spp; Interaciones Planta Patdgeno;

Epidemiologia.
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Abstract

Morphological, molecular and physiological characterization of the Colletotrichum /
Glomerella - Glycine max system and its bio-epidemiological relationship with other hosts in the
core producing area of Argentina.

Caracterizacion morfoldgica, molecular y fisiologica del sistema Colletotrichum/Glomerella —
Glycine max y su relacion bio-epidemioldgica con otros hospedantes en la zona productora

nacleo de Argentina.

Diseases constitute a limiting factor for plant production, both in the yield and quality of cereal
and oilseed seeds. Anthracnose is a disease associated with the cultivation of soybeans and corn,
caused by the species of fungi that make up a complex known as end-of-cycle diseases (CFESs).
The Glomerella / Colletotrichum (G/C) fungal complex is a binomial consisting of an
Ascomycota (sexual, perfect or teleomorphic phase) and a Deuteromycota (asexual, imperfect or
anamorphic phase), which causes anthracnose in various plant species of the Fabaceae families,
Poaceae, Solanaceae and Rosaceae. This G/C complex shows wide genetic variability and
physiological specificity when interacting with different genotypes of the same and / or different
hosts. The objectives of the work were a) To validate morphologically and molecularly the
identities of the collection of isolates of the G/C complex in symptomatic plants of different host
families and species and various environments of the core zone; b) Characterize the behavior
(avirulence / virulence) of the various isolates of the fungal complex and the reaction (resistance
/ susceptibility) of the hosts based on phenotypic observation and identify sources of resistance
to the disease in the evaluated crops and c) Evaluate the G/C complex and its interactions under
semi-natural conditions in a soybean-corn rotation. During two agricultural cycles, the
associations resulting from the interaction of 3 soybean genotypes and 5 maize hybrids with 6
G/C isolates obtened from symptomatic stems of both crops and citrus fruits from the Santa Fe,
Buenos Aires, Cérdoba and Entre Rios provinces, were evaluated. The identity was proposed by
macro and micro-morphology and molecularly validated by RAPDs and ITS amplicon
sequencing. Soybean inoculations were performed by wound in the phenological state of V3. The
evaluations were carried out according to the Incidence (IE) and Internode Severity (SE)
parameters. Corn inoculations were performed with a syringe in the Vt and R1 state. IE% and
SE% were evaluated every 10 days after inoculation until the end of the cultivation cycle. In both
crops (soybeans and corn), a 5-degree Scale could be determined to quantify anthracnose severity

in internodes. Both soybean and corn cultivars showed differences in their resistance and
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susceptibility response, expressed in average IE and SE against the pathogen, and significant
specific interactions were also detected. Isolates of C. truncatum and C. gloeosporioides from
soybean and mandarin crops were the most virulent in maize inoculations. While in soybeans,
the strains of C. graminicola and C. gloeosporioides and C. truncatum were virulent according
to the severity of anthracnose in the internodes. Infections occurred more severely in the second
internode advanced towards the apex and towards the base. To fulfill the third objective, a trial
was carried out in plots under hail cover, simulating natural conditions, where the 3 soybean
genotypes were planted on corn stubble independently infected with 5 G / C strains from corn
and soybean hosts. The results showed that soybean genotypes were infected and expressed
anthracnose symptoms caused by isolates from different hosts and agro-ecological zones,
registering significant differences in all interactions. In this corn-soybean rotation system (both
G/C hosts), anthracnose-infected corn stubble was effective as a source of primary inoculum for
C. graminicola, C. truncatum and C. gloeosporioides and to start a pathogenic process in the
soybean genotypes. Demonstrating an epidemiological risk for a production system based on the
alternation of cereals and oilseeds, implemented and widespread among producers in the central
region. Therefore, the determination of soybean and corn genotypes with differential responses
(R, MR / MS and S) against different strains of the pathogen, will allow their incorporation in

future breeding programs.

Keywords: anthracnose; soybean, corn, Collectotrichum sp; Plant Pathogen Interactions;

Epidemiology.
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INTRODUCCION

Introduccion General

La agricultura argentina esta fuertemente identificada con cuatro cultivos de granos: trigo,
maiz, girasol y soja. Ello se debe tanto a la superficie dedicada a su produccion como a los
ingresos que generan sus exportaciones (Satorre et al., 2005). Las condiciones agroecoldgicas de
la Argentina para tales cultivos estan entre las mas productivas del mundo y convirtieron al pais
en uno de los pocos capaces de alimentar habitantes de regiones menos favorecidas, pues si bien
no se encuentra entre los principales productores mundiales de dichos cultivos, con capacidad de
exportacion, participa de manera importante en el comercio internacional de granos (Satorre et
al., 2005).

Entre los afios 60 y 70 y en el marco de la denominada revolucion verde, la produccion
agropecuaria local incorpord, aunque tardia e imperfectamente, la mecanizacion, el uso de
fertilizantes/biocidas y las semillas hibridas. Mas tarde, la introduccion masiva del cultivo de la
soja y el comienzo de la siembra directa en reemplazo de la convencional sentaron las bases para
la adopcion de futuras tecnologias. En los afios 90 se introdujeron las primeras semillas
transgénicas. La posibilidad de disponer de genes y adelantos biotecnologicos, por un lado, y de
variedades de semillas altamente compatibles con las condiciones de climas y suelos locales, por
el otro, facilitaron el “armado” de un nuevo paquete técnico. Concomitantemente se sumaron dos
elementos: la disponibilidad local de maquinaria y tecnologias de proceso para la siembra directa
y la abundante oferta de biocidas y fertilizantes (Bisang et al., 2008).

La agricultura ha avanzado en la ultima década hacia esquemas productivos mas
complejos, que necesariamente requieren manejar mayor cantidad de especies. La moderna
tecnologia agropecuaria se caracteriza por una mayor participacion de la ciencia, y por la
incorporacion de tecnologias de informacién a las mas conocidas de insumos y procesos que
dominaron el agro pampeano desde los afios 60 (Satorre et al., 2005).

La soja (Glycine max L) es actualmente la semilla oleaginosa de mayor importancia en el
mundo y su cultivo es la actividad mas relevante del sector agropecuario argentino. En nuestro
pais los primeros lotes fueron sembrados en la década del 60 en el sur de Santa Fe. A partir de
los afios 70 protagoniz6 una fuerte expansion, que continda en la actualidad y que modificd
profundamente la estructura de la produccion agropecuaria y agroindustrial argentina. De ser un
cultivo casi irrelevante para la produccion agricola de la Argentina a comienzos de la década de

los 70, se convirtio en el cultivo estrella del campo argentino. En el afio 2006 represent6 alrededor

del 50% del area sembrada en el pais (Aizen et al., 2008).
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El cultivo de la soja se ha convertido en la actividad econémica de mayor importancia del
sector agropecuario y durante la ultima década su produccion crecié en forma sostenida. La
principal razén de este incremento fue la adopcion de la semilla genéticamente modificada. El
empleo de esta semilla, resistente al herbicida glifosato, permiti6 reducir el uso de agroquimicos
ademas de facilitar la siembra directa y asi disminuir costos de produccién. La soja ha modificado
profundamente la estructura de la produccion agropecuaria y agroindustrial de nuestro pais. La
expansion de este cultivo desplazé a otros tradicionales como girasol, maiz o sorgo, e incluso
numerosos productores ganaderos o lecheros, abandonaron su actividad para dedicarse al cultivo
de soja, alentados por los menores costos de produccién y mayores margenes de ganancia. La
semilla transgénica tuvo amplia aceptacion entre los productores: casi la totalidad de la superficie
sembrada corresponde a soja genéticamente modificada. La semilla no transgénica solo es
empleada en la elaboracion de productos especificos como bebidas a base de soja 0 alimentos
proteicos, en consonancia con la imagen natural que caracteriza a estos productos. En estos casos
la comercializacion se realiza a través de la coordinacion contractual entre productor y elaborador
(Mendez et al., 2009).

Respecto a los cereales, la Familia Poaceaes incluye al trigo (Triticum aestivum), al arroz
(Oryza sativa) y al maiz (Zea maiz) en orden de volumen de produccién a nivel mundial de esos
tres cultivos: el maiz, es el producto de valor que ha evolucionado positivamente a lo largo de su
historia. Con el correr de los afios, las industrias vinculadas a la cadena del maiz se han ido
desarrollando en forma progresiva, transformando un grano cuyo Unico destino era la
alimentacion humana en una materia prima esencial para el desarrollo de maltiples procesos
industriales. Es el grano forrajero por excelencia, pero ademas se distingue por sus multiples
posibilidades de utilizacion en diversos procesos industriales. Luego de su procesamiento, se
obtiene una gama de productos cada vez mayor, convirtiendolo en el insumo fundamental de
industrias chicas, medianas y grandes, que generan riqueza y empleo (SAGyP, 2017).

En la produccién argentina de maiz, que a comienzos de la década del 90 totalizaba unos
8 millones de toneladas anuales, no sélo se lograron incrementos en la cantidad de grano
producido, sino que ademas son destacables los avances en materia de calidad. Los motivos del
crecimiento son muchos, pero entre los principales podemos mencionar: el aumento de la
superficie dedicada a su cultivo; la disponibilidad en el mercado de nuevos hibridos de mayor
potencial de rendimiento y mejor resistencia a enfermedades y plagas, aptos para satisfacer la
demanda de los diferentes destinos; el incremento en el area fertilizada; la creciente utilizacion

del sistema de siembra directa; la incorporacion de la practica de riego complementario; el
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recambio del parque de cosechadoras y a partir del 2000 el uso de semillas transgenica (Maizar,
2006).

Planteo del problema

Considerando la relevancia de la produccion vegetal que a nivel mundial
proveevestimenta, muebles y, fundamentalmente, alimento-sustrato y vivienda-alojamiento para
el hombre, animales y diversos organismos, es oportuno inferir las consecuencias que derivan de
las pérdidas registradas anualmente causadas por las adversidades de origen bidtico
(enfermedades, insectos y malezas). Las reducciones sobre la produccion de todos los cultivos
oscilan entre el 31 y 42% (media de 36,5%), estimandose que el 14,1% songeneradas por
patogenos (Agrios, 2005b). EI nimero y la gravedad de las enfermedades infecciosas han
aumentado de manera constante, especialmente desde principios de los afios noventa, informados
por Wrather et al. (2010; 1997) y Hartman et al. (2015; 1999). En este contexto, la produccion
sustentable de alimentos para la poblacion mundial constituye uno de los principales desafios
actuales y las enfermedades vegetales constituyen un factor de riesgo sostenido. Por ello, es
necesario conocer los aspectos bio - epidemiologicos de las principales poblaciones patdgenas y
especialmente de aquellas con amplia variabilidad genética y especificidad fisioldgica y que
pueden interactuar con diferentes genotipos de un mismo hospedante y/o diferentes hospedantes

de diversas especies vegetales (Pioli et al., 2003 b; Prusky et al., 2000).

Referencia del cultivo de soja y estado sanitario

El cultivo de soja y sus subproductos continta en escala ascendente, principalmente por la
entrada de China a los mercados demandantes de esta oleaginosa y el crecimiento sostenido de
la produccidn e industrializacion, que lo convirtieron en un recurso relevante para la economia
de Argentina (Rossi et al., 2006). Actualmente, Argentina es el tercer productor mundial de
poroto de soja, con el 18% del total del mercado, y es el cuarto pais productor de harina de soja
del mundo, con una participacion del 13% del global, detras de China, EE. UU y Brasil (Informe
BCR 2018). El pais se caracteriza por ser un importante productor a nivel mundial de soja y sus
derivados (aceite, harina y biocombustibles). Representa aproximadamente el 55% de la
superficie sembrada, la produccion de soja ocupa un poco mas de 20 millones de hectéareas.
Ademas, en cuanto a la distribucién de la produccion por provincia, Buenos Aires ocupa el primer
lugar, seguida por Cérdoba y Santa Fe (Saharrea et al., 2017).

El area de siembra se incrementd a través de los diferentes ciclos agricolas, siendo de 5,9
millones (M) de hectéareas (ha) en el ciclo 1995/96; 12,7 M ha en 2003/04; 16,1 M ha en 2006/07
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hasta alcanzar los 20 Mha sembradas en 2016/17. El 82,7 % es producido en la subregion
pampeana norte que comprende las provincias de Buenos Aires, Cordoba, Santa Fe y Entre Rios
(entre 30 y 36° Lat. sur) mientras que el resto lo comparten 11 provincias (Informe Anual SAGyYP,
2017).

La produccién se increment6 desde 12,7 Millones detoneladas (Mt) en 1995/96; a 35,5 Mt
en 2003/04; 48 Mt en 2009/10; y oscil6 entre 50 y 60 Mt en 2014-2017. Se exporta el 78% de
este volumen producido, que representa aproximadamente el 25% de las divisas que genera la
Argentina (Calzada y Corina, 2017).

El 17 % de la produccién total del pais corresponde a la provincia de Santa Fe (Informe
Anual SAGyYP, 2017) que ademas concentra una moderna infraestructura para la industria
aceitera con una terminal que se extiende a lo largo del rio Parana dividido en tres muelles en
torno a la ciudad de Rosario (33° Lat. Sur) a partir de los cuales, el grano y/o sus subproductos
son exportados a diferentes destinos (Rossi et al., 2006). EI 75 % del volumen producido a nivel
nacional es transportado a este polo agro-industrial, que se ha constituido en una de las zonas
portuarias exportadoras de soja mas importante del Mercosur y el mundo (Pontén et al., 2006;
ENAPRO, 2017).

Se estima que el volumen de actividad econémica involucrado en torno a la produccion de
soja equivale a un 5,5% del producto bruto interno argentino, ligado a la utilizacién de insumos
tales como agroquimicos y fertilizantes; pero también relacionado a la aplicacion de
biotecnologia para el desarrollo de semillas y al perfeccionamiento en las maquinarias (Calzada
y Corina, 2017; Ploper et al., 2011).

La soja se produce en Argentina desde los afios 60 y tanto el sistema productivo como el
panorama fitosanitario se fue modificando. Si bien inicialmente la soja era considerada un cultivo
sano, las enfermedades causadas por la accion de hongos, bacterias y virus fitopatdgenos han
emergido durante las Gltimas tres décadas (Cabrera et al., 2004); siendo aproximadamente 40 las
patologias reportadas como responsables de pérdidas de calidad y rendimientos (Ploper et al.,
2004; 2015; Wrather et al., 2010).

Como antecedente, en 1980 sélo en el cultivo de soja 'y en EE. UU, se registraron pérdidas
por enfermedades estimadas en 7 Mt. Entre las patologias consideradas mas severas por causar
la mayor mortandad de plantas por ciclo de cultivo, se encuentran las provocadas por
Macrophomina spp., Fusarium spp., Rhizoctonia solani, Colletotrichum spp y Phomopsis

spp.Todas ellas, ademas, son de importancia econémica en otros paises productores (Sinclair y
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Backman, 1989; Pioli, et al., 2000; Distefano et al., 2013). A nivel mundial las pérdidas de
rendimiento causadas por las enfermedades en el cultivo de soja oscilan entre un 10 y un 15%.
Para la Argentina, dichas pérdidas fueron aproximadamente del 8 al 10% de la produccion (2, 8
a 3, 5 Mt) (lvancovich et al., 2013).

El panorama fitosanitario actual de Argentina es diferente al de hace méas de 20 afios. Se
estan produciendo elevadas pérdidas de calidad y rendimiento, por la accion de hongos, bacterias
y virus fitopatdgenos. El uso de semillas procedentes de provincias como Salta, Tucuman y
Cordoba, promovid la aparicion de patologias no mencionadas en el area como las “manchas
foliares” producidas por Alternaria spp., Phyllosticta sojicola y Corynespora casiicola ademas
de mildiu (Peronospora manshurica). En toda la region nucleo se consideran endémicas por su
aparicion anual las siguientes enfermedades: mancha marron o mancha parda de la hoja
producida por Septoria glycines, el tizon de hoja y vaina (Cercospora kikuchii) son enfermedades
foliares tardias, que coexisten en las regiones productoras de soja en Argentina, reduciencto el
potencial del rendimiento de grano y calidad sanitaria en semillas; este complejo: mancha marrén
(Septoria glycines) y tizon de hoja y vaina (Cercospora kikuchii) se consideran las mas
importantes en cuanto a su prevalencia, incidencia y severidad en relevamientos realizados por
Carmona (2010) en las provincias de Buenos Aires, Cdordoba y Santa Fe desde 2003 a 2008, la
mancha marrdn estuvo presente en el 100% de los lotes involucrados con un rango de severidad
foliar de 17 a 46%, mientras que el tizon morado se presento sélo en el 53% de los mismos con
valores de severidad que alcanzaron al 3% (Carmona et al., 2010). Ademas de este complejo se
suma el tizén de tallo y vaina (Diaporthe phaseolorum var. sojae), con la aparicion de MOR,
causada por Cercospora sojina, que emergié como una de las enfermedades mas importantes de
la historia de la soja argentina y también algunos integrantes del complejo Diaporthe/Phomopsis
en el sur de la provincia de Santa Fe, Cordoba y Entre Rios (Cabrera et al., 2004; Giorda y
Valone, 1997; Pioli y Morandi, 2005; Benavidez et al., 2010) siendo ocasional el ataque de

antracnosis del tallo y vainas (Colletotrichum truncatum) (Carmona et al., 2011a; 2015).

De esta manera, las enfermedades Ilamadas de fin de ciclo (EFC), la mancha ojo de rana
(MOR) vy las pudriciones de raiz y tallo se han convertido en el presente en las mas importantes,
relacionadas principalmente con el sistema de produccién bajo siembra directa y monocultivo.
(Carmona et al., 2015). Existen por otra parte, enfermedades causadas por mancha anillada
(Corynespora cassiicola); tizon de la hoja de Cercospora (Cercospora kikuchii) y la roya asiatica

de la soja (Phakopsora pachyrhizi) y la aparicion en varios ciclos del oidio (Microsphaera
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diffusa) lo cual se ha convertido en pocos afios en un factor de preocupacion para los productores
de soja (Plopper et al., 2015; Reznikov et al., 2019).

La introduccién de éstos y otros patdgenos en lotes de soja libres de enfermedades se debio
a factores exdgenos de diversa naturaleza, tanto climaticos (viento y precipitaciones), como
humanos (traslado, diseminacion y siembra de semillas infectadas e intercambio de
germoplasma) siendo ambas fuente de indculo primario (Pioli et al., 1997, 2000). Posteriormente,
la poblacién de pat6genos se perpetud e incrementd la cantidad de indculo potencial por
asociacion parasitica progresiva con sus hospedantes alternativos y rebrotes del cultivo (en el
caso de biotréfos), o asociados a los restos de cosecha en aquellos capaces de cumplir una etapa
de supervivencia saprofitica (hemibiotrofos o necrotréficos) (Pioli et al., 2003; Agrios, 2005).

Como resultado de este proceso, en Argentina las pérdidas en el rendimiento causadas por
enfermedades fueron creciendo en el tiempo (Distéfano y Gadban, 2007; Ploper et al., 2004;
Wrather et al., 2001), llegando a tener mermas en el ciclo 2015/2016 de alrededor de 2190 kilos
(kg) por hectéarea, viéndose acentuadapor factores climaticos particulares, como el fenGmeno
“Nifo”, el cual centro su actividad de intensas lluvias en el centro de la Regién Pampeana durante
el periodo reproductivo de los cultivos estivales mas importantes. El centro y sur de Santa Fe y
el centro de Cdrdoba recibieron y acumularon 300 mm promedio mensual, encabezando las
marcas maximas de precipitaciones de los ultimos 50 afios. De esta manera, se promovieron
condiciones conductivas y favorables para la presencia de enfermedades y crecimiento

exponencial de patdgenos en el cultivo de soja y otros cultivos (Informe semanal BCR, 2016).

Referencia del complejo fungico G/C causal de Antracnosis en soja y maiz.

Fundamentacién del proyecto y estado actual del conocimiento

El complejo fangico Glomerella-Colletotrichum (G/C) produce la enfermedad conocida
como antracnosis en diversas especies vegetales de las familias Fabaceaes, Poaceaes,
Solanaceaes y Rosaceaes entre otras; dando muestra de su amplia variabilidad genética y poca
especificidad fisioldgica al interactuar con diferentes genotipos de un mismo hospedante y/o
diferentes hospedantes (Von Arx et al., 1970; Manandhar y Hartman, 1999; Prusky et al., 2000).

Este hongo fue determinado como Ascomycota en su fase sexual, perfecta o teleomorfo
(Glomerella) y como un Deuteromycota en su fase asexual, imperfecta o anamorfo
(Colletotrichum), por ello son reconocidos con un binomio genérico (G/C) constituido por un
teleomorfo y un anamorfo, respectivamente (Von Arx, 1970; Manandhar y Hartman, 1999), que

incluye diversas especies (Alexopoulos et al., 1996; Weir et al., 2012).
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Es un patégeno hemibiotréfo con dos fases distintivas, una parasitica asociada a los tejidos
activos de la planta y otra saprofitica con posterior supervivencia sobre los tejidos vegetales
necrosados 0 muertos (Agrios, 2005). La observacion del desarrollo de la enfermedad presenta
dos niveles en la expresion fenotipica de la patogénesis en la planta: a) externa o macroscopica
sobre los 6rganos vegetales, y b) interna o microscopica (histoldgico) a nivel de los tejidos
internos (O’Connell y Bailey, 1991; Pioli et al., 2004). El ciclo del patégeno comienza con una
etapa inicial biotréfica y asintomatica durante el periodo de incubacion seguida por una fase
destructiva o necrotréfica que da como resultado sintomas (reaccion del vegetal) y formacion de
estructuras del patdgeno fungico (signos). Este tipo de infeccion fue descripta como hemi-
biotrofia intracelular en G/C (Li Forseille et al., 2007) y otros complejos fungicos (Pioli et al.,
2004, 2005). O” Connell et al., (2012) aportaron a esta capacidad hemibiotrofa de Colletotrichum
spp sugiriendo la capacidad de este patdgeno para la colonizacion intracelular, donde las hifas
biotrofas entregan efectores de proteinas y metabolitos a la celula vegetal, y la presencia de
inductores y enzimas antes y durante la etapa biotrofa, mientras que hidrolasas y transportadores

regulan el cambio a la etapa necrotrofa.

Antracnosis en soja: La primera aparicion de antracnosis se informé en 1917 en China y,

desde entonces, ha sido reportado en las regiones templadas de produccion de soja (Tiffany et
al., 1951). La enfermedad es principalmente asociada con la especie fungica Colletotrichum
truncatum (Hyde et al., 2009), que también puede infectar otros cultivos como lentejas, guisantes,
garbanzos y frijoles (Weidemann et al., 1988). Este patogeno fue primero descrito por Andrus y
Moore (1935) y luego fue clasificado en el género Glomerella en su estado sexual o teleomorfo;
y sus sinénimos anamorfos: Vermicularia (considerado obsoleto) y el actualmente utilizado:
Colletotrichum (Index Fungorum 2015). En Brasil, la antracnosis se detecté por primera vez en
1961 en Rio Grande do Sul (EMBRAPA 2008; Rogério, 2016). En su interaccion con la soja,
G/C produce pequefios cancros en cotiledones y peciolos, enrollamiento de laminas foliares y
desfoliacién prematura, y atizonamiento de tallos y vainas. EI hongo afecta también el nimero y
la calidad de semillas (frecuentemente asintomaticas), reduce el rendimiento y el stand de
plantulas en pre y pos emergencia (Manandhar et al., 1995; Manandhar y Hartman, 1999). Las
especies que también se han reportado como agentes causales de enfermedades en la soja en otros
paises fueron: C. coccodes (Riccioni et al., 1998), C. gloeosporioides (Chen et al., 2006;
Mahmodi et al., 2013), C. destructivum (Ramos et al. 2013), C. chlorophyti (Hang et al., 2013)
y la méas reciente C. incanum (Yang et al., 2014) (Rogério et al., 2016).

Yang et al., (2014) establecié a Colletotrichum incanum y C. truncatum, como el agente

34



causal mas comunmente reportado de la antracnosis de la soja. Tienen conidios curvos y
apresorios de forma irregular. C. incanum, que fue capaz de causar sintomas de antracnosis en la
soja, se describié completamente en base a una combinacion de caracteristicas morfoldgicas y
analisis de secuencias multigénicas. El patégeno se encontré en Illinois (EEUU) a una frecuencia
mas alta que C. truncatum. En Brasil hasta 2007 la identificacion de C. truncatum en los aislados
muestreados evidencié que es el Unico agente causal de antracnosis de soja, con relevancia
genética y variabilidad morfoldgica y patogénica, asi como un amplio origen geografico (Rogério
etal., 2016). Sin embargo, Barbieri et al., (2017) public6 un primer informe de C. cliviae asociado

con la antracnosis de la soja en Brasil.

Los aislados de C. truncatum y C. destructivum muestran variabilidad morfoldgica en sus
colonias, en el tamafio de cuerpos fructiferos y en su patogenicidad (Manandhar et al., 1995;
Manandhar y Hartman, 1999). Por ello, la identificacion de Colletotrichum requiere estudios
basados en las caracteristicas morfologicas, culturales, especificidad con el hospedante (Du et
al., 2005) y técnicas moleculares como herramienta complementaria para diferenciar tanto
aislados de una misma especie como especies aisladas de uno o mas hospedantes (Alameda et
al., 2005).

Ramos y sus colaboradores (2013) informaron sobre la presencia y caracterizacion molecular
de especies de Colletotrichum de soja en Argentina a partir de zonas con sintomas tipicos de
antracnosis obteniendo veintiséis aislados que fueron identificados como C. truncatum (73%) y
C. destructivum (26%). La caracterizacion genética fue realizada por método de AFLP y los

resultados mostraron una gran variabilidad intra-especifica.

Las especies C. truncatum, C. destructivum, C. coccodes y C. gloeosporioides producen
apresorios que se ponen en contacto con los tejidos superficiales de la planta y permiten la
penetracion directa a traves de la cuticula y pared celular vegetal. Este evento biologico
constituye una ventaja adaptativa que les permite ampliar el rango de hospedantes (Prusky et al.,
2000). Durante los primeros estadios del cultivo, las hifas de infeccién quedan circunscriptas al
punto de inoculacion, mientras que en los estadios reproductivosla enfermedad se hace sistémica
(Manandhar et al., 1986; Van Dyke and Mims, 1991; Riccioni et al., 1998). Las etapas de
desarrollo parasiticas de las especies de Colletotrichum pueden separarse en: 1) deposicion en la
superficie del hospedante, 2) fijacion de la conidia en la superficie, 3) germinacion de la conidia,
4) produccion del apresorio, 5) penetracion de la epidermis de la planta, 6) crecimiento de la
colonizacion del tejido del hospedante y 7) produccion de acérvulas y esporulacion (Rodriguez

Lépez et al., 2009). EI hongo produce un apresorio melanizado con dimensiones variables de 6
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a 20 x 4 a 12 pm, a partir del cual se produce una pua de infeccién que penetra y atraviesa la
cuticula mediante enzimas que degradan la pared celular, permaneciendo el patégeno en forma

latente hasta los ultimos estadios reproductivos (Beno et al., 2000; Prusky et al, 2000).

Actualmente, la prevalencia de antracnosis se ha incrementado, en base a informes
recurrentes de epidemias y pérdidas de rendimiento severas. El conocimiento sobre la
variabilidad morfolégica, cultural y molecular de C. truncatum en América del Sur es crucial
para el manejo de la enfermedad. Dias et al., (2019) mostro tres tipos de conidiogénesis de C.
truncatum, a) los conidios producidos en células conididgenas fialidicas en los extremos de las
hifas; b) conidios producidos en células conididégenas de acérvulas y c) los conidios se producian
en setas fértiles, diferenciadas en el extremo distal, formando células conididgenas (un

mecanismo previamente no reportado para C. truncatum).

Relaciones epidemiologicas entre asociaciones del complejo C / G con otros hospedantes

semi extensivos y maiz

El area centro sur de Santa Fe se destaca no sélo por sustentar una produccion relevante de
soja y cereales (maiz, trigo y sorgo) a nivel provincial (Informe de la BCR 2017/18) sino ademas
otros desarrollos agricolas alternativos de tipo semi extensivos como la lenteja (Lens culinaris
L), mixtos con siembra de especies anuales y perennes como alfalfa (Medicago sativa L) e
intensivos horticolas de pimiento, tomate y frutilla (Capsicum annuum L., Lycopersicon
sculentum L., Fragaria x ananasa Duch, respectivamente). Muchos de estos cultivos son
hospedantes del complejo G/C y sufren patologias originadas por algunas de sus especies, entre
ellas, algunas también patogenas de soja (Pioli et al., 2003b; Agueci et al., 2005, Prusky et al.,
2000).

La antracnosis de la lenteja es causada por C. truncatum (Buchwaldt et al., 2004) y en
evaluaciones sobre la reaccion de cultivares frente al patdgeno se reportan respuestas de
susceptibilidad y de resistencia parcial a C. truncatum, expresada como una reduccion en el
tamafo de las lesiones, esporulacién y tasas de desarrollo de la enfermedad (Chongo et al., 1999).
C. truncatum incluye diversidad de aislados con diferente patogenicidad al interactuar con otras
fabaceas tales como alfalfa (Medicago sativa), caupi (Vicia faba L.) y arveja (Pisum sativum L.)
(Anderson et al, 2000; Gibson et al., 1994).

En relacién a alfalfa, las enfermedades foliares mas relevantes y severas son causadas por
Colletotrichum, Pseudopezziza, Phoma, Leptosphaerulina, Stemphylium, y Stagonospora.

Particularmente la antracnosis en alfalfa es causada por C. trifolii, que puede ser controlada
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mediante estrategias culturales y genéticas; ya que en algunas evaluaciones de germoplasma se
identificaron genotipos resistentes a diferentes razas del patdégeno (O’Neil y Saunderes, 1994;
O’Neil et al., 1996). O’Neil et al., (1997) ha estudiado la diversidad genética de otras especies
de Colletotrichum tales como C. destructivum y C. dematium también consideradas patdgenas
de alfalfa.

En el caso de frutilla, la antracnosis es originada por un complejo de especies de
Colletotrichum que incluye a C. fragariae y C. acutatum como también a C. dematium (sin. C.
truncatun) y C. gloeosporioides (Howard et al., 1992; Maas et al., 1998). Estas dos ultimas
especies, ademas, son agentes causales de antracnosis en pimiento (Manandhar et al., 1995), en
soja (Hartman et al., 1999) y lesiones foliares en algunas malezas concomitantes de soja (Pioli et
al., 2003a).

Asimismo, la antracnosis en citricos es causada por dos especies de Colletotrichum spp:
C. acutatum que produce lesiones en el follaje y flores provocando defoliacion y caida de frutos
como en la lima Citrus x aurantifolia) y C. gloeosporioides que produce la muerte regresiva,
mancha foliar y pudricién poscosecha de frutos. Las lesiones sintomaticas son similares a cancros
tipicos (o tejido necrotico deprimido) cubiertos de acérvulas y masas de conidios de color
anaranjado (signos del patdgeno) (Prusky et al., 2000). Las pérdidas econdmicas mas importantes
se producen durante la etapa de fructificacion (Freemanet al., 1998). C. gloeosporioides es
predominantemente un patdgeno pos-cosecha en los frutos citricos y puede sobrevivir en el
campo como un sapréfito comun en fruta y otros tejidos de la planta. Como ocurre con otras
especies de Colletotrichum y otros patdgenos fungicos, C. gloeosporioides reduce su actividad
en la estacion seca y se activa cuando las condiciones ambientales le son favorables para su
desarrollo, cumpliendo un modo de infeccién hemibiotrofico en el que ambas fases: parasitica o
biotrofica (asociada a los tejidos activos de la planta) y necrotréfica, se producen

secuencialmente (Meenakshi y Saurabh, 2015).

La antracnosis también se detectéen Oxalis corniculata en Santa Maria, Brasil, causada
por Colletotrichum gloeosporioides, actuando como reservorio de in6culo y provocando
diversas enfermedades, principalmente antracnosis foliar en una amplia gama de hospedantes.
En Brasil, se inform6 que C. gloeosporioides fue la causa de la mancha foliar
de Capsicum spp., Carica papaya, Citrullus lanatus, Citrus spp., Cucumis melo, Cucurbita
pepo, Fragaria x ananassa, Glycine max, Gossypium spp., Malus domestica, Mangifera
indica, Manihot esculenta, Olea europaea, Prunus persica, Solanum lycopersicum y

Vitis spp (Bellé et al., 2019).
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En relacion al cultivo de maiz, éste posee excelente palatabilidad y alto contenido
nutricional, aspecto que lo favorece en relacion a otros cereales, siendo un importante insumo
para la alimentacion humana y animal. Este cultivo brinda ademéas materia prima para numerosos
usos industriales como la produccion de almidon, alcohol, jarabes, aceites, biocombustibles y
plasticos (Watson et al., 1988; Wayne Smith et al., 2004).

La produccion mundial de maiz estimada para el ciclo 2017/18 alcanzaria 1031,86 Mt
(USDA, 2017), sin embargo, se necesitarian 368 Mt mas de maiz y de trigo que la produccién
actual, para satisfacer en el afio 2020 los requerimientos alimenticios de los paises en desarrollo.
EE. UU, China, Brasil, Unién Europea y Argentina son los principales paises productores y existe
una demanda internacional sostenida de los productos obtenidos de la transformacion del maiz
COmo carne vacuna, porcina, lacteos, pollos, huevos; productos de la molienda himeda como los
biocombustibles y de la molienda seca como el almidon. En la produccion mundial en el ciclo
2018/19, Argentina esta en 5° lugar, segun datos del 2019 proporcionados por USDA
(Deptarmento de Agricultura de Estados Unidos) (Maizar, 2019).

En Argentina, el cultivo de maiz se ha posicionado en un lugar de excelencia en su
produccién donde el paquete biotecnologico y desarrollo genético le brindaron al productor las
herramientas necesarias para mantener e incrementar la productividad del cultivo aun durante
las Gltimas décadas (SAGPyA, 2003) y donde tanto el maiz como el trigo tendran producciones
en el ciclo 2018/ 19 récord, de 57 y de 19,5 Mt, respectivamente. Esto refleja “la paridad entre
gramineas y soja, fundamental para la sostenibilidad del sistema productivo y el cuidado de

nuestros suelos” (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2019).

En el ciclo agricola 2018/19, la produccion de maiz fue de 51,5 Mt obtenidas en una
superficie de 7,1 Mha con un rendimiento promedio de 86,2 qg/ha. Las principales provincias
productoras son Cdrdoba, Buenos Aires, Santa Fe, La Pampa y Entre Rios con rendimientos
variables (SAGyP, 2019).

Sin embargo, todas estas cualidades estan en riesgo o pueden ser modificadas por
enfermedades, tales como antracnosis, ya que el maiz es hospedante del complejo G/C. En las
zonas maiceras de EE. UU y del mundo, los patégenos de origen fungico causan enfermedades
en los cariopsis y en espiga (Mc Gee et al., 1988; Shurtleff et al., 1992) y pueden provocar
pérdidas cuali y cuantitativas estimadas en 9,4% anual (White et al., 1999). Entre ellos, se

identificaron Colletotrichum graminicola y C. cereale, que luego fueron considerados sinénimos
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y reconocidos como C. graminicola (Wilson et al., 1914) debido a la morfologia similar y un

rango comun de gramineas hospedantes.

En Argentina, en la provincia de Santa Fe durante el ciclo agricola 2010/11, C. graminicola
causé una enfermedad foliar en los primeros estadios y podredumbres de tallo y raiz en plantas
adultas (Sillon et al., 2011). Esta enfermedad considerada de fin de ciclo produjo junto a los
tizones (Exserohilum turcicum — sinonimia: Helminthosporium turcicum y Bipolaris maydis —
sinonimia: Helminthosporium maydis), mayor nivel de severidad/intensidad y relevancia
epidemioldgica en los cultivos de segunda fecha de siembra, marcando una diferencia importante
respecto de los cultivos sembrados en octubre y noviembre, donde la enfermedad de mayor
severidad fue la roya comun (Puccinia sorghi) (Sillon et al., 2008, 2014; Sinavimo2017).

En el ciclo agricola (2011-2012), Dias et al., (2012) monitorearon la prevalencia, severidad
y distribucion de las enfermedades de maiz en 59 lotes ubicados en las principales zonas
productoras del pais, desde el sur de Buenos Aires al norte de Salta. La antracnosis en maiz
obtuvo valores de 5% de prevalencia. Se evalué ademas la extension de la siembra de maiz
posibilitando dos periodos de siembra: tempranas y tardias. A partir de estas evaluaciones Dias
et al. (2012) definieron a la antracnosis foliar como una enfermedad emergente en el maiz
(Gimenez Pecci et al., 2017).

Durante los ultimos ciclos agricolas, las pudriciones en tallo y raiz han aparecido con una
alta frecuencia e intensidad, produciendo la muerte prematura o quiebre del tallo y su posterior
vuelco. Entre los agentes causales se encuentra un complejo de hongos: Fusarium graminearum
(forma asexual) Giberella zeae (forma sexual); Fusarium verticillioides (Syn F. moniliforme);
Stenocarpella spp. (Diplodia spp); Macrophomina phaseolina y Colletotrichum graminicola,
estas podredumbres sobreviven en restos culturales y suelo, favoreciendo la proliferacion de la

enfermedad (Carmona et al, 2006).

Gatica et al. (2014) analiz6 y diferencié genéticamente 35 aislados de C. graminicola
provenientes de nueve localidades de la region pampeana y logré separar ademas los aislados de
Buenos Aires y de Santa Fe por el patron de los marcadores ISSR, mostrando claras diferencias

genéticas.

C. graminicola produce tres sintomatologias durante su etapa parasitaria en maiz: a) tizén de
plantulas, b) antracnosis o atizonamiento foliar con infecciones secundarias en hojas y tallos, y
c) la podredumbre del tallo o cafia en plantas adultas,por colonizacién sistémica y produccién

conidial en el xilema, que deriva en dos expresiones sintomaticas: a) “stalk rot” - podredumbre

39



basal y senescencia temprana de la cafia, combinada ocasionalmente con b) “top dieback™ —que
es el marchitamiento de las hojas y entrenudos superiores durante la antesis (Bergston y
Nicholson, 1999; Venard y Vaillancourt, 2007 b). La resistencia al atizonamiento foliar y a la
podredumbre del tallo puede ser controlada por pocos genes de efecto mayor y/o varios genes de
efecto menor, no obstante, ambos mecanismos parecen funcionar independientemente (Carson
etal., 1980; 1981; Badu-Apraku et al., 1987). Los genes que confieren resistencia a la antracnosis
foliar no necesariamente confieren resistencia a la podredumbre del tallo y viceversa (Bergstrom
etal., 1999). En la actualidad la antracnosis del maiz esta bien controlada en los EE. UU mediante
el uso de cultivares resistentes, pero aun puede ser problematica en los paises en desarrollo.
Bergstrom y Nicholson (1999) sugirieron posibles razones para infecciones repentinas en
América del Norte, entre ellas, mostraron cambios en el medio ambiente (es decir, practicas de
cultivo), cambios en los genotipos del hospedante o la aparicion de cepas o razas de hongos mas

virulentas; y la combinacion de ellas.

El hongo C. graminicola puede infectar el maiz durante varias fases del crecimiento de la
planta, dando como resultado el tizon de las plantulas, el tizon de las hojas o la pudricion del
tallo (Bergstrom y Nicholson, 1999). El tizon de las plantulas puede ocurrir tan rapidamente en
los cultivares susceptibles que puede producir la muerte, pero la mayoria de las plantas pueden
desarrollarse mas rapido que el hongo y simplemente desarrollar lesiones ovales concéntricas en
el tejido de la hoja infectada. El tejido de las plantas mas viejas tiene menos probabilidades de
escapar del dafo. La infeccion de hojas por C. graminicola conduce a la formacién de lesiones
cloréticas en 1-2 dias (Venard y Vaillancourt, 2007 b; Crouch y Beirn, .2009).

Durante afios C. graminicola fue considerado el responsable de la antracnosis de los cereales
en maiz y sorgo (Sutton et al., 1968; Holliday et al., 1980; Wharton et al., 2001). Sin embargo,
los analisis de las secuencias de rDNA y andlisis genéticos de DNA, junto a estudios de
apareamientos y morfologia del apresorio han demostrado que los aislados de maiz y sorgo
pertenecen a especies distintas (Sherriff et al., 1995; Vaillancourt y Hanau, 1992). Los aislados
obtenidos de maiz se incluyeron en C. graminicola y los de sorgo en C. sublineolum (Sutton et
al., 1980; Bergstron & Nicholson, 1999). No obstante, otros autores consideran que C.
graminicola (Ces.) Wils y C. sublineolum (Syn. C. sublineolum Henn in Kab. & Bubak) son
sinénimos o el mismo patégeno (Casela et al., 2001). Sin embargo, Venard y Vaillancourt (2007
a) consideran que C. sublineolum, esta estrechamente relacionado con C. graminicola, causando
podredumbre del tallo y tizén foliar en sorgo, pero esta especie no parece infectar al maiz en el

campo. Este fendmeno fue investigado mas a fondo comparando la capacidad de esta cepa de C.
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sublineolum versus C. graminicola para infectar hojas de maiz sin herir (ya sea plantulas o
maduras) y raices de plantulas. C. graminicola infectd y colonizé eficientemente todos estos
tejidos, pero C. sublineolum no colonizé con éxito ninguno de ellos. Esto sugiere la interesante
posibilidad de que la resistencia del maiz a C. sublineolum es condicional a) a su edad o estado
de desarrollo y b) al tejido especifico (Venard y Vaillancourt, 2007a).

La diversidad de interacciones entre las especies hospedantes mencionadas y el complejo
G/C constituyen un desafio fisio-genético para los mecanismos de defensa de los cultivos en
estudio y un riesgo epidemiolégico, considerando que: a) la fuente de in6culo primario de G/C
son los residuos de cosecha infectados y b) los cultivos hospedantes del complejo G/C comparten
las areas productivas en el esquema de rotacion o secuencia de cultivos anuales (Buchwaldt et
al., 1996, Bergstron y Nicholson, 1999). Actualmente las alternativas de control
para Colletotrichum spp. son variadas debido a que la estrategia mas comun, los fungicidas, han
causado resistencia en los organismos patogenos, los fungicidas en precosecha o poscosecha
constituyen la principal forma de reducir las pérdidas por esta enfermedad. Sin embargo, su uso
indiscriminado ha tenido como consecuencia la resistencia de los microorganismos patdgenos
(Valenzuela et al., 2016).

En particular, el proceso de infeccion hemibiotréfica empleado por Colletotrichum spp y los
factores que controlan la transicion de la colonizacion biotréfica a la patogénesis necrotroéfica, es

actualmente un area de investigacion intensiva en el género.

Actualmente no se sabe qué elementos genéticos son responsables del cambio de la
hemibiotrofia a la necrotrofia, pero se tiene la hipotesis de que la produccion de enzimas
pectonoliticas, como se ve en C. lindemuthianum y C. gloeosporioides, desempefia un papel en

el proceso (Crouch y Beirn, 2009).

Ademas, el incremento en el avance de la enfermedad se ha relacionado con el aumento de
la senescencia de las hojas, lo que indica una relacion entre las respuestas de defensa del
hospedante y la activacion de los genes de patogenicidad, aunque ain no se conocen las sefiales

de esta transicion (Munch et al., 2008).

Asimismo, considerando la diversidad de especies de G/C y sus mecanismos de variacién
genética, principalmente la hibridacién y recombinacidon génica, promueven la aparicion de
variantes y nuevas razas fisiologicas del patdgeno (Agrios 2005; Prusky et al., 2000) y las
limitaciones que puede presentar la identificacion basada en macro y micromorfologia, exige el

uso complementario de técnicas moleculares (Li Forseille et al., 2007). En comparacion con los
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métodos de diagndstico convencionales basados en el aislado y el cultivo de hongos, las técnicas
basadas en PCR son més répidas y precisas y pueden proporcionar tanto informacion cuali como
cuantitativa sobre el patégeno (Li Forseille et al., 2007).

El conocimiento bioldgico y morfolégico de G/C, las estrategias desarrolladas por el
patégeno durante su ciclo bioldgico y las reacciones de defensa vegetal en los cultivos
hospedantes en estudio (soja y maiz) permitira seleccionar y aplicar alternativas de control
integrado que combinen métodos bio-epidemioldgicos y genéticos, mas efectivos y sustentables.

HIPOTESIS

Existe variabilidad entre los genotipos de soja y maiz frente a distintos aislados de Colletotrichum
spp. obtenidos de diferentes eco agroambientes de la region pampeana argentina.

Las técnicas experimentales desarrolladas durante las inoculaciones artificiales permiten evaluar
las interacciones del genotipo, el patdégeno y el ambiente y caracterizar las respuestas de
resistencia / susceptibilidad del hospedante y avirulencia / virulencia del patdgeno para este

sistema en Argentina.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer aspectos bioldgicos fisioldgicos de las estrategias parasitarias y de supervivencia
desarrollada por el complejo Glomerella/Colletotrichum y la respuesta inducida en soja /maiz y
otros hospedantes relacionados a fin de definir estrategias de control integrales, efectivas y

sustentables en la zona productora nacleo de Argentina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Validar morfolégica y molecularmente las identidades de una coleccién de aislados del
complejo Glomerella/Colletotrichum obtenidos en plantas sintomaticas de diferentes
familias y especies de hospedantes y diversos ambientes de la zona de produccién ndcleo

argentina.
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Caracterizar el comportamiento (avirulencia/virulencia) de los diversos aislados del
complejo fungico y la reaccion (resistencia/susceptibilidad) de los hospedantes en base a la
observacion fenotipica, e identificar fuentes de resistencia a la enfermedad en los cultivos

evaluados.

Evaluar el complejo Glomerella/ Colletotrichum y sus interacciones bajo condiciones semi

naturales en una rotacion soja — maiz, ambos hospedantes de Antracnosis.
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Capitulo 1

Aislamiento, caracterizacién morfologica y validacion molecular de una
coleccion de aislados de Glomerella /Colletotrichum

Objetivo Especifico

Validar morfoldgica y molecularmente la identidad de una coleccion de aislados del complejo
Glomerella/Colletotrichum obtenidos en plantas sintométicas de diferentes familias de

hospedantes y diversos ambientes de la zona de produccién nicleo argentina.

1.1 INTRODUCCION

1.1.1 La enfermedad y su agente causal

La palabra antracnosis, derivada del griego anthrax (carbén), significa ennegrecimiento y
con este término se denomina al grupo de enfermedades que afectan al follaje (hojas, tallos y
frutos) de los cultivos, produciendo manchas oscuras y/o lesiones con el centro deprimido vy el
borde elevado. Gran parte de los casos reportados de antracnosis citan como agente etiologico al
complejo Glomerella Stonem — Colletotrichum Corda (Agrios, 2005).

El complejo G/C constituye un binomio fungico cuyo ciclo biolégico completo incluye a una
fase sexual, perfecta o teleomorfo (G: identificada como Division Ascomycota, Clase
Pyrenomycete,) y una fase asexual, imperfecta o anamorfo (C: identificada como
Deuteromycota, Clase: Coelomycete, Orden: Melanconiales) (Alexopoulos et al., 1996).

Colletotrichum spp presenta amplios antecedentes que involucran su historia taxonomica y
biologica. Este género fungico fue establecido por Corda et al., en 1831 e identificado por su
macro y micromorfologia. Sus fructificaciones presentan setas y se denominan acérvulos, en ellas
se originan los conidios hialinos que forman una masa viscosa (0 gutula) de coloracion
anaranjadada o cremosa. Inicialmente, hubo confusién en la identidad de Colletotrichum spp. y
Vermicularia, este Gltimo género, mucho mas antiguo, habia sido revalidado por Fries en 1825,
cuya caracteristica principal era la presencia de cuerpos de fructificacién semejantes a estroma.
En 1884, Saccardo considerd que los cuerpos de fructificacion de Vermicularia constituian una
fase previa del desarrollo del acérvulo de Colletotrichum spp (Menezes et al., 2006).

La fase sexual identificada oportunamente como Glomerella por Stonem en 1898,
fructifica en peritecios globosos o subglobosos, a veces alargados en forma piriforme, presenta

un mucrén, que cuando esta presente, suele ser muy corto, en raros casos se han encontrado con
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varios mucrones alargados (Stonem et al., 1898). Los avances en los estudios permitieron que
Shear y Wood (1913) investigaran el género Glomerella y G. cingulata reportando treinta y
cuatro hospedantes diferentes, siendo extremadamente variable en todos los hospedantes
estudiados.

Las formas de Glomerella muestran tanta variabilidad que es posible obtener en los
cultivos variaciones aisladas que pueden no ser comunes en los ascomicetos como grupo o
incluso dentro del género Glomerella. Sin embargo, el hecho de que en ocasiones dos cepas
sexuales puedan estar presentes agrega otro factor a considerar relacionado con el desarrollo de
etapas ascogenas (Edgerton et al., 1914). Edgerton et al. (1912, 1914) fue el primero en reconocer
y describir las cepas en G. cingulata, abriendo asi un nuevo enfoque para el estudio de su
variabilidad (Struble y Keitt, 1950).

El género Colletotrichum spp es compuesto de muchas especies, pero existen limitaciones
en las relaciones dentro de algunos de estos complejos de especies, que ain no se han resuelto.
Por lo tanto, la investigacion sobre secuencias de ADN de genomas fungicos y otros enfoques
moleculares sera de gran valor para resolver la filogenia del genero, asi como en establecer una
relacion evolutiva del mismo. La variabilidad y la patogenicidad todavia es necesaria para
caracterizar genéticamente utilizando analisis de polimorfismo de la region ITs y por otras
técnicas moleculares relevantes (Sharma et al., 2011).

Las especies mas relevantes citadas como causantes de la antracnosis de soja y maiz en
todo el mundo, especialmente en condiciones de clima calido humedo, son: C. truncatum
(Schwein) Andrus y W.D. Morre = C. dematium (Pers.) Grove y Glomerella glycines (F. Lehm)
y F.A. Wolf (anamorfo: C. destructivumO'Gara) y C. graminicola (Carmona et al., 2006; Dias et
al., 2019; Ramos et al., 2013; Sillon, et al., 2008; Vaillancourt et al., 1990). Estos hongos fueron
aislados también en otros hospedantes, entre ellos se incluye alfalfa y numerosas malezas como
Oxalis cornicultata (Bellé et al., 2019; Manandhar y Hartman, 1999; Hartman et al., 1999).

1.1.2 Biologia y variabilidad de G/C

El complejo G/C es reconocido por ser patégeno y altamente destructivo en un amplio
rango de hospedantes (cereales, pastos, legumbres, vegetales, ornamentales y cultivos perennes
incluidos arboles frutales) y ambientes (tropicales y subtropicales). Actualmente, la prevalencia
de antracnosis esta aumentando, con informes recurrentes de epidemias severas y pérdidas de
rendimiento expresivas (Dias et al., 2019). Posee gran potencial de infeccidn cruzada, esta tltima

es consecuencia de la capacidad infectiva de varias de sus especies sobre un Gnico hospedante o
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por la facultad de una especie para atacar diversos hospedantes (Afanador-Kafuri et al., 2003;
Agrios, 2005; Talhinhas et al., 2005). Dada la importancia mundial de Colletotrichum, fue
incluido entre los diez principales patégenos de plantas por su importancia bio-epidemioldgica y
econdmica (Dean et al., 2012). Su variabilidad genética y especificidad fisioldégica se manifiesta
en la amplia gama de hospedantes, en las interacciones especificas que establecen las diferentes
especies sobre un mismo genotipo del hospedante o una misma especie fangica con diferentes
genotipos de un mismo y/o diferentes hospedantes (Manandhar y Hartman, 1999; Menezes et al.,
2006). La variabilidad genética de G/C se traduce ademas en la macromorfologia de sus colonias,
en la micromorfologia de las estructuras asexuales y sexuales y la expresion de sintomas
(Incremona et al., 2009a). La microscopia optica y el analisis de ADN polimoérfico amplificado
aleatoriamente (RAPDSs) son herramientas importantes para el estudio de la variabilidad de los
aislados (Dias et al., 2019).

Por lo tanto, la identificacion de las especies de G/C asentada solo con base morfoldgica
se vuelve compleja e incierta debido a la variabilidad en la expresion de los caracteres fangicos,
exigiendo la aplicacion conjunta de otros métodos que posibiliten una diferenciacion correcta y

de mayor certeza (Alameda et al., 2005).

1.1.3 Caracterizacién morfolégica y molecular de Glomerella /Colletotrichum

Las especies de Colletotrichum spp proveen un excelente modelo para el estudio de las
interacciones hospedante — patégeno. En los Gltimos afios su estudio ha sido de interés colectivo
y desde diferentes perspectivas fenotipicas y moleculares (Munch et al., 2008; Cannon et al.,
2000). Hasta el momento han sido liberadas las secuencias del genoma de las especies C.
graminicola, C. higginsianum y C. orbiculare (Damm et al., 2009). No obstante, algunos
proyectos estan siendo ejecutados en direccion al conocimiento de la sistematica, ecologia e

interaccion del género (Damm et al., 2009; Cannon et al., 2000).

a) Caracterizacion morfologica

El concepto taxondmico "von Arxian" para Colletotrichum spp mostré un gran nimero de
especies sindbnimos con los nombres de C. graminicola (para las especies que habitan en el suelo)
y C. gloeosporioides (para las especies que no viven en el suelo con conidios rectos). Sin
embargo, los estudios de Von Arx y Miller (1954) y Von Arx et al. (1957) no se basaron en el
examen directo del material tipo de todas las especies, posteriormente se descubrié que parte de

la sinonimia propuesta en estos documentos era incorrecta (Weir et al., 2012). Colletotrichum
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cereale es una especie de esporas falcadas descrita por primera vez por Selby y Manns (1909),
pero fue considerado sinonimia de C. graminicola por Wilson solo cinco afios después (Hyde et
al., 2009).

C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. es uno de los patdgenos mas comunes y
ampliamente distribuido en el mundo (Sutton, 1992; Cannon et al., 2000). Desde su descripcion
original (como Vermicularia gloeosporioides Penz.) se ha asociado con al menos 470 géneros
hospedantes diferentes (Sutton, 1980), ya sea como un organismo primario causante de
enfermedades o aislado de partes de plantas deterioradas. Es especialmente frecuente en los
trépicos, pero también se ha registrado en una amplia gama de hébitats templados y subtropicales.
Este patdgeno ha sido definido por Sutton (1980) y Baxter et al. (1983) utilizando principalmente
las caracteristicas de los conidios, los cuales se consideraban cilindricos con extremos
redondeados y menores a 4,5 um de diametro (Hyde et al., 2009).

En cuanto a C. truncatum, Chongo et al. (2002) en su estudio sobre lenteja realizaron una
descripcion morfoldgica de los aislados utilizados en su trabajo los mismos eran ligeramente
falcados y conicos en los extremos con tamano promedio de 15,4 / 16,6 um x 5,4 um (rango:
11,4-21.5 x 4,1-5,8). Este rango de tamafio es similar al de C. truncatum descrito por Sutton
(1992). Sin embargo, en otros experimentos de este autor, los conidios de sus aislados fueron
ligeramente mas cortos, mas anchos y menos falcados que los de C. truncatum de soja
(Manandhar et al., 1985; Staples y otros, 1976). En estudios presentados por Ford et al. (2004)
se describe a los conidios de C. truncatum en soja como falcados, puntiagudos en ambos

extremos, generalmente mas largos y estrechos.

La antracnosis en soja se asocia principalmente con Colletotrichum truncatum (Schw.)
Andrus y Moore con conidios falcados (syn. C. dematium var. truncata), estadio sexual
Glomerella truncata (Armstrong y Banniza) (Sharma et al., 2011; Armstrong — Cho, 2006; Hyde
et al., 2009). Sin embargo, las siguientes especies también se han asociado con la antracnosis de
la soja (Hartman, 1999): C. coccodes (Wallr.) Hughes, C. destructivum O'Gara (teleomorfo = G.
glycines Lehm. Y Wolf), C. graminicola (Ces.) Wils. y C. gloeosporioides (Penz.) Penz y Sacc.
(teleomorfo = G. cingulata (Stonem). En la década actual, dos especies con conidios falcados:
C. chlorophyti Chandray Tandon y C. incanum (Yang) Haudenshield y Hartman, también fueron
informados como agentes causales de esta enfermedad en los EE. UU (Yang et al., 2012; 2014).
Finalmente, C. cliviae fue reconocido recientemente como otro miembro del complejo de

antracnosis de soja en Brasil (Dias et al., 2019).
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b) Caracterizacion molecular de G/C
El advenimiento y la aplicacion de métodos moleculares a gran escala revolucionaron la
investigacion en el género Colletotrichum (Bailey y Jeger, 1992). Los estudios se centraron en
variaciones intraespecificas; Dale et al., (1988) detectaron polimorfismos en el ADN en C.
gloeosporioides, mientras que Braithwaite y Manners (1989), Masel et al., 1990 y Braithwaite et

al.,1990 informaron que las variantes de esta especie tenian un nimero variable de cromosomas.

Las primeras aplicaciones de datos de secuencias de acidos nucleicos para distinguir entre
especies de Colletotrichum fueron publicadas por Mills et al. (1992) y Sreenivasaprasad et al.
(1992), quienes identificaron la variacion de secuencia en la region ITs 1 de ADN entre seis
especies de Colletotrichum spp, asi como la deteccion de polimorfismos en la misma region entre

cepas de C. gloeosporioides obtenidos de diferentes hospedantes.

Existen varias técnicas moleculares que han sido puestas en practica como una herramienta
auxiliar de la taxonomia clésica de hongos. Dentro de ellas pueden citarse: i) técnicas basadas en
la amplificacion de ADN por la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (acronimo del inglés:
“polymerase chain reaction”) que incluyen entre otras los polimorfismos en la amplificacion al
azar del ADN genémico o RAPDs (acronimo del inglés: randomly amplified polymorphic
DNAS) yii) las técnicas basadas en la hibridacion homologa de fragmentos de ADN como son la
obtencién depolimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién o RFLP (acronimo

del inglés restriction fragment length polymorphism) (Menezes et al., 2006).

La caracterizacion molecular por RAPDs utilizando oligonucle6tidos decameros permite
diagnosticar diferentes niveles taxondmicos, pudiendo discriminar a niveles intraespecificos
(Galli et al., 2007; Bueno Dos Reis Junior et al., 2002).Cordeiro de Almeida (2005) caracterizé
la agresividad de aislados de Colletotrichum pero estos marcadores RAPDs fueron eficientes
también para caracterizar aislados agresivos como Fusarium graminearum Schwabe del trigo

(Triticum aestivum L) y del triticale (hibrido de Triticum sp. x Secale cereale).

Debido a la plasticidad fenotipica presentada por las especies del género Colletotrichum
spp. y otros complejos fungicos, se promueve el uso integrado de métodos morfologicos,
moleculares y bioquimicos para abordar estudios taxondmicos en este importante grupo de
hongos (Menezes et al., 2006; Pioli et al., 2003; Hernandez et al., 2015; Peruzzo et al., 2019).

El analisis de RAPDs permitié describir la diversidad genética en poblaciones de C.
truncatum en los principales paises productores de soja, como Argentina y Brasil, revelando

particularmente la diversidad genética entre los aislados de C. truncatum (Dias et al.,
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2019).Sharma et al., (2011) describidé la importancia de la secuenciacion de ADN de genomas
fungicos; ya que son técnicas de gran valor durante el proceso de identificacién de especies como
complemento de la caracterizacién morfologica (Sreenivasaprasad et al., 1996; Farr et al., 2006;
Cannon et al., 2008; Cai et al., 2009; Hyde et al., 2009).

El objetivo del presente capitulo fue validar morfol6gica y molecularmente la identidad de
la coleccion de aislados del complejo Glomerella/Colletotrichum obtenidos en plantas
sintomaéticas de diferentes familias y especies hospedantes y diversos ambientes de la zona de

produccion nucleo argentina.
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1. 2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Obtencion de aislados de Glomerella/Collectotrichum (G/C)

El indculo de G/C se obtuvo a partir de muestras procedentes de diversas localidades y
ecosistemas de la region agricola pampeana, provincias de Santa Fe, Buenos Aires, Entre Rios y
Cérdoba (Fig 1 - 1). Se recolectaron porciones de tallos infectados como también tallos
disponibles como residuos de poscosecha y con sintomas de antracnosis, tales como:
atizonamiento de la cafia en maiz (Fig 1 - 2a), en plantas de soja, (Fig 1 - 2¢) y otros hospedantes

como alfalfa y mandarina.
1.2.2 Aislado y conservacion de las cepas fungicas

La caracterizacion morfologica y la validacion molecular de los distintos aislados
recolectados se realizO en éareas equipadas con recursos de Fitopatologia y secciones de
Laboratorios asignados a la Especialidad (Lab. Biodiversidad BioVyM y Lab Pramin) en la
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Rosario (UNR), donde las muestras
fueron acondicionadas para su conservacion y posterior procesamiento y aplicacion de técnicas

de aislado fungico en laboratorio (Postulados de Koch) (Agrios, 2005).
Las cepas fungicas fueron aisladas en medio de cultivo por diferentes métodos:

a) Captura directa de conidios a partir de las acérvulas de Colletotrichum spp desarrollados
sobre tallos, peciolos y frutos (Fig. 1 — 2 b yd). Estos conidios se sembraron en placas de Petri
con medio Agar Papa Glucosa Acidulado (APGA) con 2 % de glucosa y 1% de acido lactico al
25 % v/v (volumen sobre volumen) y se incubaron durante 7 dias a 27+ 1 °C en oscuridad hasta

observar el desarrollo de las colonias fungicas (Pioli et al., 2004).

b) Residuos de poscosecha: Aislado en medio de cultivo: se tomaron secciones de 0,5 cm
de tallos con sintomas disponibles como residuos postcosecha (Fig. 1 - 2ay 1 - 2c), se
desinfectaron superficialmente en etanol 70% v/v (5 -10 s) y en hipoclorito de sodio 0,6% v/v
(45 a 60 s) segun grosor y consistencia de la muestra, luego se lavaron en agua estéril, se secaron
en papel absorbente y se transfirieron a placas con medio APGA. Las placas fueron incubadas
durante 7dias a 27+£1°C en oscuridad hasta observar el desarrollo de las colonias (Incremona et
al., 2009a).
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Fig. 1 -1: Mapa de la Republica Argentina y paises limitrofes donde se indican las 5 localidades o areas de
recoleccion de muestras con sintomas de antracnosis causada por Glomerella / Colletotrichum. Cuatro de los sitios
se localizaron en provincias de Buenos Aires (O 58° 22’ 38.03""; S 34° 36° 47.34°”); Cordoba (O 64° 10’ 51.78”’, S
31° 24’ 48.6"); Entre Rios (O 60° 16> 52°°, S32° 02’ 52°) y Santa Fe (O 60° 42° 0*’; S 31° 37’ 59.99”’) -4reas
sombreadas en rojo; y la localidad de Banderald Pcia Buenos Aires (O 63°21', S35°00") - &rea sobreada en color

amarillo.

A partir del margen de las colonias puras se tomaron pequefias porciones de micelio de cada
aislado G/Cy se sembraron en placas de 5 cm de didmetro y/o tubos con medio APGA
solidificado en plano inclinado o en plano recto. Estos ultimos, una vez observado el desarrollo
fangico puro, se cubrieron con vaselina estéril y luego tanto los tubos como las placas se

conservaron a 4°C (Pioli et al., 2007). Posteriormente se realizaron repiques periddicos
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(semanalmente) de cada cepa G/C para lograr su reactivaciony verificar su estado de pureza y
viabilidad (Riccioni et al., 1998; Pioli et al., 2000; EMPPO, 2004; Dokken et al., 2007).

Fig 1- 2: a: Tallos de maiz con sintomas de antracnosis causado por Colletotrichum spp; b: Tallos de maiz con
acérvulas (signos) de Colletotrichum spp.; c: Tallos de soja con sintomas de atizonamiento o antracnosis; d: Tallos
de soja con acérvulas (signos) de Colletotrichum spp.

1.2.3 Determinacidn de la presencia y frecuencia de aislados fngicos en las muestras

Para determinar la presencia y predominio de las especies de G/C en las muestras

recolectadas para el estudio, se calcularon 2 parametros:

Frecuencia Relativa (Fr) de las colonias fungicas asociadas al rastrojo, calculada como: Fr % =
(n° de placas colonizadas por un determinado género y/o especie fungica/el n° total de placas

evaluadas) x 100 (Incremona et al., 2009a).

Incidencia (1), calculada como: I % = (n° de secciones de tejido infectado por un determinado
género y/o especie fangica / n° total de secciones de tejido evaluadas) x 100. La variable | % se
analiz6 mediante Anova factorial para los hongos méas relevantes por su potencialidad
patogénica, con datos transformados con Vx+1 y sin transformar (Pioli et al., 2000; Incremona et
al., 2009a).
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1.2.4 Caracterizacion morfoldgica y determinacion de identidad de las cepas de Glomerella

/Colletotrichum

Para favorecer el proceso de esporulacion del hongo y el desarrollo abundante de
fructificaciones sexuales o asexuales, tipicas de Glomerella /Colletotrichum respectivamente, se
aplicaron dos técnicas:

a) Exposicion de los cultivos puros a un periodo de incubacion prolongada de 14 dias (minimo),
con temperatura de 27+ 1 °C y alternancia de 12 h de luz / 12 h de oscuridad (Correa Londofio
et al., 2007).

b) Colonizacion de tejidos con desinfeccion agresiva previa: se tomaron secciones de tallo de
soja y maiz extraidos de plantas en crecimiento activo. Estas porciones de tejido debian ser sanos,
asintomaticos, externa e internamente y de similar tamafio a los previamente descriptos. Fueron
sometidos a una desinfeccion agresiva de 1 min en alcohol 70% y 10 min en hipoclorito de sodio
2%, con tres enjuagues en agua destilada esteril y luego se secaron. Estas secciones se
distribuyeron en placas de Petri con medio APGA (pobre en glucosa, 1%) (International
Fusarium Laboratory Workshop, 2010). Luego se tomaron pequefias porciones de micelio de
cada aislado G/C obtenidos de los residuos de pos cosecha de maiz y soja y se sembraron sobre
las secciones de tallo de soja y maiz desinfectadas previamente; las placas fueron incubadas a 27
+ 1°C hasta promover fructificaciones y facilitar la caracterizacion fungica (Fig 1 - 3) (Incremona
et al., 2009 b).

Los aislados del complejo G/C obtenidos se identificaron y agruparon de acuerdo a
similitudes basadas en la macromorfologia de las colonias (forma, textura y pigmentacion) y
micromorfologia (cuerpos fructiferos, medicion de esporos de origen asexual y sexual, y tamafio
y forma de los apresorios). Las observaciones se realizaron con microscopio estereoscopico
SWIFT con objetivos de 2x y 4x, y microscopio optico LEICA DM500 con objetivos de 40x y
100x (Pioli et al., 2007; Incremona et al., 2009) y se compararon con claves y referencias
taxonomicas especificas: Clave de Genero de Hongos Imperfectos (Armstrong et al., 2006;
Bailey et al., 1992; Barnett et al., 1998; EMPPO, 2004; Hartman et al., 1999).

Se prioriz6 la caracterizacion bio-morfolégica de C. truncatum (Syns C. dematium); C.
gloeosporioides (teleomorfo G. cingulata) y C. graminicola (teleomorfo G. graminicola),
asociadas a soja y otros hospedantes y en el caso de estos 2 Gltimos, por ser capaces de producir

ambas estructuras del binomio taxondmico: el sexual-teleomorfo y asexual-anamorfo.
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Fig 1 -3: Porciones de tallos de soja (izquierda) y de maiz (derecha) inoculados con micelio de
Colletotrichum spp.

1.2.5 Caracterizacion molecular y validacién de la identidad de Glomerella/Colletotrichum
La identificacion de las diferentes especies del complejo Glomerella/Colletotrichum se
realiz6 mediante técnicas moleculares (Cannon et al., 2000).

a) Analisis de polimorfismos por amplificacion al azar del ADN (RAPDs)

Se utiliz6 la técnica de RAPDs basada en la amplificacion de segmentos no especificos
del acido desoxirribonucleico (ADN) gendémico (Castiglione et al., 1993; Makino et al.,1994;
Snowdon y Langsdorf, 1998; Amalragibshamran et al., 2018). Son ultilizados cebadores
decdmeros con secuencia arbitrarias de nucledtidos (Operon Technologies inc. Alameda,
California, USA) que permiten generar productos de amplificacion por PCR, los cuales son
analizados en geles de agarosa o poliacrilamida (Gongalves Barros et al., 2008).

Se selecciono un grupo de 10 aislados G/C en base a su diversidad de origen (procedencia)
y hospedante: cereal, forrajera y fruticola. Los aislados se desarrollaron a 27 + 1 °C en placas de
Petri con medio APGA y en oscuridad. A partir de las colonias desarrolladas durante 5-6 dias de
incubacion, se realizo la extraccion del ADN total de acuerdo al método de Dellaporta et al.
(1983) con pequefias modificaciones (Svetaz et al., 2006); y en los Gltimos analisis se utiliz6 un
Kit de extraccion de Wizard® Genomic DNA, Promega A1120 (Hernandez et al., 2015).

El control de calidad e integridad del acido deoxiribonucleico de cada aislado se evalud
por la presencia de una banda de alto peso molecular; mediante una corrida electroforética en
geles de agarosa al 0,7 % en 1x de amortiguador TAE (Tris-Acetato EDTA)a 40 mA. A fin de
visualizar las bandas se realiz6 una tincidn de los geles con SYBR Safe (colorante de cianina)
(Invitrogen) (Hernandez et al., 2015).

Las mezclas de reaccidn con un volumen final (vf) de 25 uL estuvieron compuestas de: 5
mM de cada dNTP (desoxinucleésido trifosfato) (1 pL); 5 uL de Go Tag® Reaction Buffer, 4,5

54



UL de cebador Xng/uL; 0,25 pL de AmpliTaq &cido deoxiribonucleico Polimerasa (5
unidades/pL) (Fernandez & Hanlin, 1996; Pioli et al., 2003). Los cebadores utilizados se
seleccionaron a partir de trabajos previos (Sant’Anna et al., 2010; Chen et al., 2006, Du et al.,
2005) donde fueron sugeridos como marcadores efectivos para separar y diferenciar especies de
Colletotrichum spp., ellos fueron: OPAL, OPA3, OPA5, OPA6y OPAS8 (Operon Technologies,
USA) (Dias, 2014) (Tabla 1 - 1). EI OPALl y OPAG fueron utilizados en estudios previos y
permitieron diferenciar géneros fungicos, entre ellos a Colletotrichum (Peruzzo et al., 2010;
Budassi et al., 2011).

Tabla 1 - 1: Cebadores utilizados en la amplificacion de los aislados, secuencia y especificidad
respecto a las distintas especies de Colletotrichum spp.

AMPLIFICACION
CEBADOR SECUENCIA (Especificidad)
OPA 1 (5°CAGGCCCTTC 3) General
OPA 6 (5’°GGTCCCTGAC 3°) General
OPA 3 (5’AGTCAGCCAC 3°) C. graminicola
OPA 5 (5> AGGGGTCTTG 3?) C. truncatum
OPA 8 (5’GTGACGTAGG 3°) C. graminicola y C. truncatum

Las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador Bio-Rad T100 con una etapa
preliminar de tres minutos (min) a 94 °C, una etapa que consta de 40 ciclos de un min a 94 °C,
un min a 35 °C y dos min a 72 °C. Finalmente, una vez realizados los 40 ciclos, se procedi6 a
una etapa final de diez min a 72 °C (Gally et al., 2007; Hernandez et al., 2015).

Los productos de amplificacion fueron analizados en geles de poliacrilamida al 6% en
condiciones desnaturalizantes y/o geles de agarosa al 2%. Se utilizé un equipo de electroforesis
de geles de poliacrilamida Modelo S2 (Life Technologies). Como marcador de peso molecular
se empled DNA LADDER 100 pb (Invitrogen™), que incluye 15 fragmentos entre 100 y 1500
pb y un fragmento adicional de 2072 pb, en una concentraciéon de 1 pg/uL. La visualizacion de
las bandas se realiz6 de acuerdo al manual técnico del DNA Silver Staining System (Promega)
para tincion de geles de poliacrilamida con nitrato de plata (nitrato de plata 0,1 % plv,

formaldehido 0,07 % v/v). El revelado se realiz6 en una solucién conteniendo 30 g/l de carbonato
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de sodio (MERCK), 0,05 % de formaldehido y 2,5 mg/l de tiosulfato de sodio hasta la
observacion de las bandas y se detuvo la reaccion con &cido acético 10 % v/v. Los patrones de
bandas se analizaron directamente sobre los vidrios sobre un transiluminador de luz blanca
(Hernédndez et al., 2015).

A partir de los perfiles de bandas obtenidos en los geles de poliacrilamida, para cada uno
de los aislados de Colletotrichum spp y cada cebador (OPA-1, OPA-6, OPA-3, OPA-5 y OPA-
8) de RAPDs utilizado, se construy6 una matriz de datos, donde el valor 1 indica presencia y el
valor 0 indica ausencia de la banda. La misma fue analizada por anélisis de conglomerados y
Distancia Euclideana incluido en el Programa Infostat (Galli et al., 2007; Pioli et al., 2003).

b) Analisis complementario por secuenciacion de fragmentos polimérficos amplificados

por PCR utilizando cebadores especificos ITs1e ITs 4
Se selecciond un grupo de aislados indicados en la Tabla 1- 2
Extraccion de ADN fangico y determinacion de calidad y cantidad de ADN fungico

Las colonias fangicas puras se reactivaron realizando un repique en medio APGA e
incubadas a 26 + 2 °C. Luego de cinco dias, el micelio de cada uno de los aislados fue recolectado
con escalpelo (uno a cinco mg de tejido fresco) en microtubos de centrifuga de 1,5 mL (Pioli et
al., 2003). La extraccion de ADN gendmico de los aislados se realizé con un Kit de extraccion
de Wizard® Genomic DNA, Promega A1120 (Hernandez et al., 2015). El control de calidad e
integridad del acido deoxiribonucleico gendmico de cada aislado se evalud por la presencia de
una banda de alto peso molecular; mediante una corrida electroforética en geles de agarosa al 0,7
% en 1x de amortiguador TAE a 40 mA. A fin de visualizar las bandas se realiz6 una tincion de
los geles con SYBR Safe (Invitrogen) (Hernandez et al., 2015; Pioli et al., 2016).

Amplificacion en PCR y secuenciacion

A partir de la muestra de cada aislado (Tabla 1-2) se secuenci6 una regién del ADN
ribosomal, la 1TS1-5.85 - ITS4 del ADNr, amplificada mediante los cebadores ITS1 (5'
TCCGTAGGTGAACCCTGCGG 3') e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3'). Una
fraccion delproducto de amplificacibn de cada aislado fue visualizado como Unica
banda obtenida por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y tincién con SYBR Safe para validar
la efectividad de la PCR.
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Posteriormente los productos de amplificacion fueron enviados a secuenciar a la
compafiia MACROGEN (Seul, Korea). La identificacion molecular se realizaré comparando la
secuencia obtenida contra todas las secuencias nucleotidicas de hongos reportadas en la base de
datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Tabla 1 - 2: Aislados de Collectotrichum spp de diferentes hospedantes que fueron
analizados por secuenciacion de fragmentos polimorficos amplificados por PCR utilizando los
cebadores ITS1e ITS 4.

Aislados de Colletotrichum spp Hospedante
AC1 Maiz
AC6 Maiz
AC7 Alfalfa
AC 8 Alfalfa
AC 13 Maiz
AC 15 Soja
AC 16 Soja
AC 24 Mandarina
AC 25 Soja
AC 32 Soja

1.2.6. Aislados Glomerella/Colletotrichum seleccionados para las Interacciones de planta,

patogeno y ambiente (PPA)

A partir de la coleccién caracterizada morfolégicamente, los 10 aislados de
Glomerella/Colletotrichum caracterizados molecularmente (Tabla 1 - 2) fueron incluidos en la
primera serie (ciclo 2013-14) del programa de inoculaciones previsto para los cultivares de soja

e hibridos de maiz mas relevantes de la region productiva pampeana.

En una instancia posterior, a partir de la coleccion de 10 aislados (Tabla 1 -2) se realizd

una segunda seleccidn de seis aislados de G/C (Tabla 1 - 3) en base: al hospedante de origen del
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aislado, region agroecoldgica (ambiente) y la virulencia del aislado G/C en las interacciones

evaluadas; y aquellos que permitieron diferenciar hospedantes resistentes y susceptibles, para

realizar la segunda serie de inoculaciones (ciclo 2013-14) del programa previsto.

Tabla 1- 3: Procedencia y hospedante de los aislados de Glomerella/ Colletotrichum que fueron
incluidos en el programa de inoculaciones cultivos — aislados G/C.

Aislados de

Colletotrichum spp Procedencia Coordenadas Hospedante
(AC) geograficas
AC1 Pergamino (Bs As)  60° 34'24.9" O, 33°53'23.8" S Maiz
AC 6 Bombal (Sta. Fe) 61° 19 05”0, 33°27'29" S Maiz
AC 13 Elortondo (Sta. Fe) 61°37' 00" O, 33°42'00"S Maiz
AC 16 Banderal6 (Bs As) 63°21'0, 35°00'S Soja
AC 24 Helvecia (Sta Fe) 60° 05’ 00”0, 31° 06’ 00"S Mandarina
AC 32 Firmat (Sta. Fe) 61°29'00” O, 33°27' 00" S Soja
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Diversidad de aislados obtenidos desde el material vegetal relevado

Los aislados obtenidos de tejidos de soja, maiz y restos de cosecha de maiz de lotes
infectados (Fig 1 - 4 a) ubicados en diferentes regiones agroecoldgicas, mostraron diversidad
fungica, en cuanto a su macro y micromorfologia (Fig 1 - 4 b).

Una vez obtenidas las colonias fungicas se determind su identidad en base a la

macromorfologia y las mismas se conservaron en tubos inclinados de APGA (Fig 1 - 4 c).

Fig. 1 - 4: a. Secciones de tallo sembrados en placas de petri con APGA; b: Placa de Petri con APGA con colonias

de Colletotrichum spp; c: Cultivo puro de Colletotrichum spp obtenido por transferencia o repique a tubo de ensayo
con medio APGA en plano inclinado.

1.3.2 Determinacion de presencia y frecuencia de aislados fungicos obtenidos de dos

sustratos diferentes (plantas y muestras de rastrojo)

La Tabla 1 — 4 muestra los valores de Frecuencia relativa (Fr %) de los aislados fungicos

obtenidos desde plantas sintomaticas de diferentes regiones agroecoldgicas de las provincias de

Santa Fe (Bombal, San Genaro, Elortondo, Esperanza, Buenos Aires (Pergamino,
Banderald),Cordoba y Entre Rios (Fig 1.1) mostrando lo siguiente: Gliocladium spp. (5,8%),
Aspergillus niger (9,6%) (Fig. 1 - 5), A. flavus (11,5%), Penicillium spp. (5,8%), Phomopsis spp.
(5,8%), Fusarium spp. (13,8%), F. graminearum (Fg) (13,5%) (Fig. 1 -6), Alternaria spp. (Al)
(19,2%), Glomerella/Colletotrichum spp. (G/C) (21,2%) (Fig. 1 — 7, 8) y F. oxysporum (Fo)
(25%)
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Tabla 1 - 4: Valores de frecuencia relativa expresados en porcentaje (Fr %), de los patdgenos

obtenidos de tallos de soja y maiz de diversas areas ecoldgicas.

Pat6geno Frecuencia relativa (%)

Gliocladium spp 5,8%

Aspergillus niger (Fig. 1 - 5) 9,6%

Aspergillus flavus 11,5%
Penicillium spp. 5,8%
Phomopsisspp. 5,8%
Fusarium spp. 13,8%
Fusarium graminearum (Fig. 1 - 6) 13,5%
Alternaria spp. 19,2%
Glomerella/Colletotrichum spp. (Fig. 1 -7y 8) 21,2%
Fusarium oxysporum 25%

Adicionalmente al evaluar muestras de rastrojo de maiz procedentes de diferentes regiones

ecoldgicas por ser un sustrato o reservorio de indculo fungico se observaron diferencias en la
colonizacion fangica conjunta de los géneros Fusarium (F) y Colletotrichum (Co) (F= 4,04; p<
0,0002). (Tabla 1 - 5).

Las muestras de rastrojo procedentes de Buenos Aires y Cordoba mostraron la minima 1%
de F y Co, mientras las muestras de Santa Fe mostraron los valores intermedios (10 a 16%) y
mayores (25 a 30%) de 1% de F y Co (Incremona et al., 2009a).
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Tabla 1 - 5:Valores de Incidencia (%) de los principales agentes patdgenos en muestras de
rastrojos de maiz.

Muestras de rastrojo de % Incidencia de F. graminearum,
maiz F. oxysporum, Colletotrichum spp. UGS IIEEN

1 Pcia. Bs. As. 1,0 a
2 Pcia. Bs. As. 1,0 a
3 Pcia.Cordoba 1,0 a
4 Pcia. Bs. As 1,0 a
6 Pcia. Sta. Fe 9,7 ab
7 Pcia. Sta. Fe 9a1l7% 10,3 ab
9 Pcia. Sta. Fe 16,4 ab
8 Pcia. Sta. Fe 25,2 b
10 Pcia. Sta. Fe 25 a 30% 27,0 b
5 Pcia. Sta. Fe 29,9 b

De las especies aisladas e identificadas del género Fusarium, las méas relevantes por su
importancia epidemioldgica y patogénica fueron: F. graminearum (F. g.) y Fusarium oxysporum
(F.0). Esto se debe a que F.g es el agente causal de la podredumbre basal de la cafia y de la espiga,
y F.o suele aislarse de raices, tallos de cereales y leguminosas. En cuanto al complejo G/C es el

causante de antracnosis en soja y podredumbre de la cafia y apice en maiz.

1.3.3 Desarrollo de colonias de la coleccion fungica

Las Figuras 1 -5 a 8 muestran la macro (colonias) y micromorfologia (fructicaciones) de

los géneros fungicos obtenidos a partir de las muestras analizadas (Incremona et al., 2009a).
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Fig. 1- 5Colonia de
Aspergillus niger

Fig. 1- 6: colonia, esporodoquios y :
macroconidios de Fusarium Fig. 1 -7: Acérvulas con setas de - =)

graminearum Collectotrichum spp. Fig. 1 -8 a. Conidios

Colletotrichum
graminicola. b Conidios
C. gloeosporioides

1.3.4. Caracterizacion de aislados de Glomerella/Colletotrichum por marcadores macro y

micromorfologicos

La caracterizacion morfologica de la coleccion de aislados del complejo
Glomerella/Colletotrichum, permitidé identificar cepas de C. truncatum; C. gloeosporioides
(teleomorfo G. cingulata) y C. graminicola (teleomorfo G. graminicola) (Tabla 1 - 6),
conformando una coleccion de 10 aislados de G/C identificados morfologicamente y evaluados
en invernadero sobre el genotipo DM 4870 en ajuste metodoldgico. Estas especies de
Colletotrichum spp son mencionadas dentro del complejo fangico causal de la antracnosis en

soja y en maiz (Tabla 1 — 6).
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Tabla 1 - 6: Detalle de codificacion, hospedantes, localidades agro ecoldgicas de procedencia de los
aislados de Glomerella-Colletotrichum

Aislado de Identificacién por
Colletotrichum spp Hospedantes Procedencia marcadores
(AC) morfologicos
AC1 Maiz Pergamino (Bs. As) ~C. graminicola
AC5 Soja Bombal (Santa Fe) ~C. truncatum
AC6 Maiz Bombal (Santa Fe) ~C. graminicola
AC7 Alfalfa Entre Rios ~C. truncatum
AC15 Soja Chilibroste (Cordoba) ~C. truncatum
AC16 Soja Banderalao (Bs. As) ~C. truncatum
AC17 Maiz Entre Rios ~C. graminicola
AC23 Soja Entre Rios ~C. gloeosporioides
AC24 Mandarina Helvecia (Santa Fe) ~ ~C. gloeosporioides
AC25 Soja Esperanza (Santa Fe) ~C. truncatum

~ indica que la determinacidn de la identidad de los aislados fue realizada en base a caracteres morfol6gicos.

A dicha coleccidn se incorporaron el AC 8 obtenido de otra especie hospedante —alfalfa-
de la provincia de Entre Rios, el AC32 de hospedante soja de la provincia de Santa Fe, y los
aislados AC 11 y AC 13 obtenidos de hospedante maiz del Elortondo provincia de Santa Fe.
Estos aislados también fueron caracterizados morfolégicamente, lograndose asi determinar la
identidad de 14 cepas (Tablasl - 7) obtenidas de 4 hospedantes y diversas areas ecoldgicas de las
provincias de Santa Fe, Buenos Aires, Cérdoba y Entre Rios.

Los aislados G/C identificados fueron: a) en soja (Glycine max), aislados de C. truncatum;
b) en maiz (Zea mays), aislados de C. graminicola (teleomorfo G. graminicola), aislados de C.
gloeosporioides (teleomorfo G. cingulata) Colletotrichum.spp.; ¢) en alfalfa (Medicago sativa)
aislados de C. gloeosporioides (teleomorfo G. cingulata) y d) en mandarina (Citrus reticulata)
aislados de C. gloeosporioides (teleomorfo G. cingulata) (Tabla 1 - 7) (Incremona et al., 2009 a

- b).
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Tabla 1 - 7: Hospedantes y procedencia de la coleccion de aislados del complejo Glomerella
/Colletotrichum obtenidos.

Aislados

AC1

AC5

AC6

AC7

AC8

ACl11

AC13

AC15

AC16

AC17

AC23

AC24

AC25

AC32

Hospedante
Maiz
Soja
Maiz

Alfalfa
Alfalfa
Maiz
Maiz
Soja
Soja
Maiz
Soja
Mandarina
Soja

Soja

Procedencia
Pergamino (Bs. As)
Bombal (Santa Fe)
Bombal (Santa Fe)

Entre Rios
Entre Rios
Elortondo (Santa Fe)
Elortondo (Santa Fe)
Chilibroste (Cérdoba)
Banderal6 (Bs. As)
Entre Rios
Entre Rios
Helvecia (Santa Fe)
Esperanza (Santa Fe)

Firmat (Santa Fe)

Identificacion por
marcadores morfologicos

~C. graminicola
C. truncatum
~C. graminicola
~C. truncatum
~C. truncatum
C. graminicola
~C. graminicola
~C. truncatum
~C. truncatum
C. graminicola
C. gloeosporioides
~C. gloeosporioides
~C. truncatum

~C. gloeosporioides

~ indica que la determinacion de la identidad de los aislados fue realizada en base a caracteres morfoldgicos.

A continuacion, se detallan las caracteristicas macro y micro-morfolégicas observadas en cada

uno de los 14 aislados de G/C obtenidos incluidos en la Tabla 1 - 8.
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Tabla 1 - 8:

obtenidos de la coleccién Glomerella / Colletotrichum indicando procedencia y hospedante.

Identificacion morfoldgica de colonias y fructificaciones de los principales aislados

AC1 C. graminicola MAIZ Pergamino (Buenos Aires)

Colonias
Bordes y texturas en placas

Fructificaciones asexuales
Forma, largo y ancho de los conidios(pum) /
Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3 4

Iniciales: lineas estrométicas marron claro,
puntos negros sobre ellos, gotas de color
crema

Maduras: colonias con fondo y borde
estromatico, con borde neto o definido
superado por nuevo crecimiento de micelio.
Envés fondo laxo oscuro negro. curvos; mas
gruesos.

Estroma: estromatico oscuro a negro, borde
neto o definido superado por nuevo
crecimiento de micelio. Envés fondo laxo
oscuro negro. Aplanado. Con pelos

Los conidios son anchos, curvos, a la

madurez tienen forma de hoz.

Tamafio promedio:

Largo: 21.36 — 23.36 um. Ancho: 5,05 um
Organos de resistencia: clamidosporas, con
2 a 3 gotas dentro de cada conidio.

Acérvulas: maduras con setas negras.
Tamario: 37, 40, 40, 40,43um

Iniciales: puntos negros sobre ellos gotas
color crema.
Maduras: setas y negras

Fig 1 - 9: a, b y c: conidios curvos tipo luna de C. graminicola; d: colonia en tubo inclinado de APGA, e:
colonia en caja de petri en APGA,con presencia de acervulas (flecha roja) con sus setas negras.
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Tabla 1 - 8: Continuacion

AC5 C. truncatum Grupo Il. SOJA Bombal (Santa Fe)

Colonias

Bordes y texturas en placas

Fructificaciones Asexuales
Forma, largo y ancho de los conidios(pum) /
Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3 4

Inicial: colonia aplanada, color gris claro con
algunas hifas blanquecinas.Colonias con
pelos blancos que dan un aspecto elevado.
Presencia de gutulas color crema.

Madura: base estromética de color verde
oliva a negro, cubierta por micelio blanco
grisaceo, a veces afelpado. Fondo con areas
estromaticas olivaceo a negro, formando
grumos o motitas que luego constituyen los
esclerocios. Bordes de las colonias
irregulares negros, punteados, radiales o
estriados.

Envés: negro aparentemente homogéneo,
pero en la lupa se ve entramado.

Conidios curvos, delgados, tipo sonrisa.

Acérvulas: fructificaciones son negras y se
muestran gutulas de color gris claro o crema.
Al madurar se presentan con setas negras.
(47, 45, 43, 37,50) x 2,75

Tamafo Promedio:
Largo: 21,79um

Ancho: 2,75um o menor
Grupo Il

Fig 1 - 10: ay b: conidios curvos tipo sonrisa de C. truncatum; c: peritecios, signo sexual de C. truncatum; d:
colonia en tubo inclinado de APGA; e: tallo de soja con presencia de micelio y gutulas color crema en medio

de APGA.
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Tabla 1 - 8: Continuacion

AC6 C.graminicola MAIZ Bombal (Santa Fe)

Colonias

Bordes y texturas en placas

Fructificaciones Asexuales
Forma, largo y ancho de los conidios(pum) /
Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3 4

Inicial: Pelo blanco aplanado (frente)

Madura: Tinte rojizo (envés) con borde
negro Sustancia mucilaginosa marrén sobre
el material. Puntos negros muy pequefios.
Setas (27, 40; 40 um)

Fondo rosado con tintes rosa viejo. Colonia
con micelio blanco-grisaceo.  Envés
borravino.

Estroma: discontinuo, negruzco

Curvos y rectos. (tipo boomerang) Con2a 3
gotas dentro de cada conidio. Conidios
unicelulares gutulados, algunos rectos otros
con forma de hoz.

Tamafo Promedio:

Largo: 18,44 - 20,12 ym

Ancho:3.3 um

Acérvulas negras y pequefias. Setas oscuras
(27, 40; 40 um).

Fig 1 —11: a: conidios curvos y acérvula con setas oscuras en medio de APGA; by c: conidios curvos de C.
graminicola; d: colonia en tubo inclinado de APGA, e: tallo de soja con acervulas de C. graminicola.
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Tabla 1 - 8: Continuacion

AC7 C. truncatum ALFALFA Entre Rios

Colonias
Bordes y texturas en placas

Fructificaciones Asexuales
Forma, largo y ancho de los conidios(pum) /
Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3 4

Inicial: colonia oscura brillosa con grumos,
con pelos blancos

Madura: base estromtica de color verde
oliva a negro, cubierta por micelio blanco
grisaceo,envés: fondo con areas estromaticas
olivaceo a negro, bordes irregulares negros,
formando grumos.

Conidios: delgados, curvados levemente, no
tabicados, con célula central. Puntas
redondeadas en sus extremos.

Acérvulas con gutulas crema. Setas cortas
(25; 20, 22, 30, 24, 30) x 2,75.

Tamafo Promedio:

Largo: 27.6um

Ancho:3.8 um

de Colletotrichum spp, presencia de gutulas cremas.

Fig 1-12:ayb: conidios curvos en medio de APGA; c: acervulas con setas negras en APGA,; d: colonia en
tubo inclinado de APGA; e: tallo de soja con acervulas alineadas de C. truncatum; f: tallo de soja con micelio

ACS8 C. truncatum ALFALFA Entre Rios

Colonias
Bordes y texturas en placas

Fructificaciones Asexuales
Forma, largo y ancho de los conidios(pum) /
Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3

Inicio: micelio escaso de crecimiento lento.
Pelo ralo, adherido a la base.

Conidios curvos, no tipo sonrisa
Acérvulas sobre areas estromaticas, con
gutula conidial color crema grisacea.
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Madura: base estroméatica de color verde
oliva a negro, cubierta por micelio blanco
grisaceo, micelio con copos 0 motitas
blancos luego oscuros. Gutulas naranjas.
Envés: fondo con areas estromaticas olivaceo
a negro, bordes mas netos o regulares negros
y estromaticos.

Setas: 57.2um.

Tamafio Promedio:
Largo: 8.7 —9.9 um
Ancho: 5.3 um

Fig. 1 — 13: a y b: conidios cilindricos con bordes redondeados en medio de APGA; c: micelio de
Colletotrichum truncatum con presencia de gutulas anaranjadas.

Inicial: colonia blanca luego comienza con
un aro oscuro y micelio central blanco,
formando un copete.

Madura: micelio afelpado, de color verde
oscuro con tintes rojizos. Con estroma negro.
Hifas gruesas tubulares.

AC11 C. graminicola MAIZ Elortondo (Santa Fe)

Conidios con forma de media luna. Con
extremos de puntas finas.
Acérvulas con setas largas, oscuras.

Tamafo Promedio:
Largo: 30.8um
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Fig. 1—-14: ay b: conidios curvos de C. graminicola en medio de APGA; c: acérvulas con setas de color negras
alargadas; d:micelio de Colletotrichum spp afelpado de color negruzco: e: colonia en tubo inclinado en APGA.
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Tabla 1 - 8: Continuacion

AC13 C. graminicola MAIZ Elortondo (Santa Fe)

Colonias
Bordes y texturas en placas

Fructificaciones Asexuales
Forma, largo y ancho de los conidios(um) /
Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3 4

Inicial: verde oliviceo, micelioelevado
grisaceas con tintes de pelo blanco.

Madura: en placas: micelio elevado-
afelpado de color verde olivaceo
grisaceo. La base de las colonias es
estromatica, cubierta por micelio, por
ello, es observado en los bordes de las
colonias. Textura del estroma es denso
oscuro-negro y aplanado, con bordes
irregulares y estriados. Sobre él se
ubican las fructificaciones (acérvulas).
En tubo: verde olivaceo a negro,
afelpada, plana. Envés: micelio negro,
estriado discontinuo, mas evidente en los
bordes.

Inicial: acérvulas con exudado (cirro) color
crema.

Madura: acérvulas con cirro naranja se ven como
exudados globosos color crema y mucilaginosas.
Setas negras, alongadas. Distribucién de
acérvulas: localizadas a las zonas estromaticas de
los bordes de las colonias.

Curvos con una gutula clara en el centro.

Tamafio Promedio:

Largo: 24.1um

Ancho:3.25 um
Conidios: presencia de dos tipos de conidios,
unos falcados y otros mas pequefios ovalados.

graminicola en tubo inclinado en APGA.

Fig. 1 - 15: a: conidios curvos de C. graminicola en medio de APGA, b- d : presencia de dos tipos de conidios,
unos falcados y otros méas pequefios ovalados; e: cafia de maiz con presencia de acérvulas; f: colonia de C.
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Tabla 1 - 8: Continuacion

AC15 C. truncatum (Grupo Il o 111) SOJA Chilibroste (Cérdoba)

Fructificaciones Asexuales

Colonias
Forma, largo y ancho de los conidios(um) /

Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3 4

Inicial:colonia oscura irradiada, plana con | Conidios tipo sonrisa, alargados, con puntas
finos pelos blancos sobre la misma. alargadas.

Bordes y texturas en placas

Maduras: colonias aplanadas con un
circulos verdosoia griseaceos. Rodeadas | Tamafio Promedio:
por pelos blancos. En el envés de color
oscuro. Gutulas color crema al inicio y
luego se tornan color naranja.

Largo: 30,3 um

a S
Fig. 1-16: ay b: conidios de C. truncatum en medio de APGA; c: colonia de C. truncatum con gUtulas naranjas;
d: colonias en tubo inclinado en medio de APGA, e: tallo de soja con infeccidn latente con presencia de signos
(acérvulas) : f: acérvulas
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Tabla 1 - 8: Continuacion

AC16 C. truncatum SOJA Banderal6 (Buenos Aires)

Inicial: colonias oscuras, planas irradiada,
sin sobre elevarse.

Maduras: colonias de color cremas a
negro. Con setas negras pequefias. Pelos
blancos sobre el micelio. En colonias
maduras pasan de color verde a negro.
Brillosa. Con grumos. Enves: estroma con
puntos negros y estriado. Gutulas color
crema que luego se tornan naranjas.

Conidios ligeramente curvos, con bordes
redondeados, delgados y sin célula central

Tamafio Promedio:
Largo: 21.1um// Ancho: 2.75 um

Acérvulas: Negras abundantes o desarrolladas
estroma. Ovales o alongadas, extremo coOnico
hemisférico o truncado con numerosas Yy
pequefias setas.

Setas marrones oscuras 0 negras y abundantes,
forma de aguja, 3- 8 x 60 a 300 pum.

Fig. 1-17: a: conidios de C. truncatum en medio de APGA,; b : tallo de soja con acérvulas ubicadas linealmente;
c: colonia de C. truncatum en tubo inclinado en medio de APGA.
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Tabla 1 - 8: Continuacion

AC17 C. graminicola MAIZ Entre Rios

Colonias

Bordes y texturas en placas

Fructificaciones Asexuales
Forma, largo y ancho de los conidios(um) /
Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3 4

Inicial: colonias blancas con bordes

0SCUros.
Maduras: el haz del micelio de color
blanco a grisaceo claro tornandose

oscuro, micelo formado por cordones o
mechones irregulares mas oscuros.

Areas estomaticas segmentadas
distribuidas en el centro y bordes

Envés: fondo blanquecino,

Conidios ligeramente curvos.

Tamafio Promedio:

Largo: 21.3um// Ancho: 1 a 1,5um

Acérvulas: Negras abundantes o desarrolladas
estroma.

Setas marrones oscuras 0 negras con forma de
aguja.

Fig. 1 - 18: a: conidios y acérvulas de C. graminicola en medio de APGA; by c: tubo inclinado en medio de
APGA con colonia de C. graminicola; d: planta de soja inoculada con AC17; e: cafia de maiz con sintomas de
antracnosis inoculada con AC 17.
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Tabla 1 - 8: Continuacion

AC23 C. gloeosporioides SOJA Entre Rios

Inicial: rosa claro

Maduras: colonias grises 0 oscura con
pelos blancos, elevada, plumosas con
gutulas color cremas.

Envés: estroma negro entero y irradiado.
Color verdosas con radios que van desde
el centro de la colonia a los extremos, con

Conidios elipsoidales, con una celula central, en
los extremos redondeadas.

Tamafio Promedio:
Largo: 11.82 pm
Ancho: 2.75 um

puntos negros.

en medio de APGA.

Fig. 1-19: ay b: conidios de C. gloeosporiodes en medio de APGA,; c: colonia de C. truncatum en tubo inclinado
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Tabla 1 - 8: Continuacion

AC24 C. gloeosporioides MANDARINA Helvecia (Santa Fe)

Colonias

Bordes y texturas en placas

Fructificaciones Asexuales
Forma, largo y ancho de los conidios(um) /
Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3 4

Inicial: colonia sobre estroma oscuro méas
laxo menos consistente o disgregado,
radial. Micelio verde oliva cubierto con
hifas gris verdoso claro-blanquecino, a
veces como un manto afelpado, otras mas
ralo, con motitas de similar color que la
colonia.

Madura: puntos naranjas, envés: borde
oscuro en cada colonia e interior marron
(beige). Micelio gris oscuro Oscuras con
copos color crema a oscuros. Estroma
negro (envés). Copos amarillos a negros.
Lineas negras.

Estroma:oscuro no homogeneamente
consistente, disgregado, y radial.

Conidios pequefios bastones cortos divididos en
el medio o con una célula naranja.

Acérvulas:
Inicial: con gutula o cirro color cremoso

Tamafio Promedio:
Largo: 10.72 pum
Ancho: 5 um

Madura: Acérvulas con gutula o cirro color
naranja.

APGA..

Fig. 1-20: ay b: conidios de C. gloeosporiodes en medio de APGA; c: colonia de C. truncatum en tubo inclinado
en medio de APGA; d: colonia de C. gloeosporiodes en medio de APGA,; e: presencia de acérvulas en medio de
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Tabla 1 - 8: Continuacion

AC25 C. truncatum Grupo | SOJA Esperanza (Santa Fe )

. Fructificaciones Asexuales
Colonias

Forma, largo y ancho de los conidios(pum) /
Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3 4

Bordes y texturas en placas

Incial: grisacea. Conidios tipo sonrisa, con extremos finos,

Madura: colonia oscura, plumosa, con pelos con célula central.

blancos sobre la superficie, cubriéndola en su

totalidad. Aterciopelada. Tamafio Promedio:

Largo: 25 um

Fig. 1 -21: ay b: conidios de C. truncatum en medio de APGA, c: colonia de C. truncatum en tubo inclinado
en medio de APGA.

AC32 C. gloeosporioides Grupo 3 SOJA Firmat (Santa Fe)

. Fructificaciones Asexuales
Colonias

Forma, largo y ancho de los conidios(um) /
Acérvulas. 10 x 1 div: 13 p40 x 1 div: 3

Bordes y texturas en placas

Incial:color crema a claro Conidios en forma de baston elipsoides alargados
con extremos redondeados y células en sus
Madura: micelio afelpado color gris | extremos.

oscuro, con conidios tipo bastones.
Estroma: estriado y negro Tamafio Promedio:
Largo: 17 pm.




Fig. 1 - 22: a - c: conidios de Colletotrichum gloeosporioides en medio de APGA; d colonia de C.
gloeosporioides en caja de petri en medio de APGA, donde se observa el crecimiento de la colonia (linea de
puntos negros ubicadas en la parte central de la caja; e: cafia de maiz con sintomas de atizonamiento del aislado
AC32.

1.3.5 Identificacion molecular por secuenciacion de fragmentos y caracterizacién molecular
de aislados Glomerella/Colletotrichum por RAPDs

a) Caracterizacion molecular por RAPDs

En la Fig 1 —23 se muestra el perfil de bandas o amplicones obtenidos a partir de la técnica
de RAPDs utilizando los cebadores OPA 1y OPA 6, resueltos en gel de poliacrilamida, de 10
aislados de G/C (Tabla 1 - 9). Los aislados G/C (AC1, AC6, AC7, AC8, AC13, AC15, AC 16,
AC24, AC25 y AC32) fueron seleccionados a partir de la coleccion original (Tabla 1 -7).

Tabla 1 -9: Nomina de losaislados Glomerella/Colletotrichum y sus respectivos hospedantes que
fueron caracterizados molecularmente por RAPDs mediante los cebadores OPA 1y OPA6

AC1 Maiz
AC 6 Maiz
AC7 Alfalfa
AC8 Alfalfa
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AC 13 Maiz

AC 15 Soja

AC 16 Soja

AC 24 Mandarina

AC 25 Soja

AC 32 Soja
OPA 1l OPA 6

Fig 1 - 23:Gel de poliacrilamida tefiido con nitrato de plata mostrando los productos de amplificacion de
ADN a partir de la técnica de RAPDs utilizando los cebadores OPAL y OPA6 y en 10 aislados de la
coleccion de Collectotrichum spp,1: aislado de Colletotrichum spp de maiz, 6: aislado de Colletotrichum
spp de maiz, 7 y 8: aislado de Colletotrichum spp de alfalfa, 13: aislado de Colletotrichum spp de maiz,
15y 16: aislado de Colletotrichum spp de soja, 24: aislado de Colletotrichum spp de mandarina, 25y 32:
aislado de Colletotrichum spp de soja.

Los perfiles de bandas obtenidos para los aislados evaluados de Colletotrichum spp.
mostraron un tamafio de bandas entre 200 - 2000 y 400 - 1500 pb segun el cebador (OPA1 u
OPA 6) utilizados (Fig 1 - 23).

El dendrograma obtenido a partir del anélisis de estos perfiles se observa en la Fig 1 —24.
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Fig. 1 —24: Dendrograma de los aislados de Collectotrichum spp obtenido en base al analisis de presencia
ausencia de bandas generadas por la técnica de RAPDs utilizando los cebadores OPA 1y OPA 6.

La mayor distancia observada fue de 20.06 ud E (unidades Euclidea), que significa que
entre los 10 aislados G/C estudiados, existe 78,9 % de Similitud (S) validando que pertenecen al

género Colletotrichum; ya que el maximo valor de ud E es menor a 40 ud E y el valor % de

similitud S es mayor al valor % minimo de similitud S requerido para que los aislados se
consideren pertenecientes al mismo taxon) (Solomon et al., 2007)
Con el uso de estos 2 cebadores, OPA 1y 6, se definieron 2 Grupos Mayores (GM1 y

GM) a 88,5y 87% de S respectivamente. EI GM1 contiene a 2 subgrupos: SG1, SG2 que estan a
96,7 y 94,2% de S respectivamente incluyendo cada uno 2 aislados. Y el GM2 contiene un SG3
que contiene dos sub grupos con 2 aislados cada uno.
El GM contiene:

SGareune 2 cepas: A8y A7 (Hospedante alfalfa) a 5,3 udk (96,7 % S)

SG2reune 2 cepas Al16 y Al5 (Hospedante soja) a 5,8 udE (94,2 % S)
El GMacontiene:

SGs:retne 2 subgrupos: Ga redne a las cepas A32 (Hospedante soja) y A 24 (Hospedante

mandarina) a 7,4 udk (92,6% de S) y Gbreune a las cepas A6 y A 13 (Hospedante maiz) a

10,5 udE (89,5 % S)

SG4: contiene 2 cepas A25 (Hospedante soja) y Al (Hospedante maiz) a 11 udE (89 % S).
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b) Dendogramas obtenidos para los seis aislados G/C empleados para inocular,
analizados por la técnica de RAPDs utilizando los cebadores OPA 1, 3, 5, 6, 8.

En la Tabla 1 —10 se muestran los dendrogramas obtenidos a partir del analisis de los fragmentos
de amplificacion generados por RAPDs utilizando ADN genomico de las cepas de
Colletotrichum spp y los cebadores OPA 1, OPA 6, OPA 3, OPA 5, OPA 8. La evaluacion se
realizd utilizando el programa Infostast, por analisis de conglomerados. Distancia:Euclideana.
Correlacion cofenética= 0,798 (Tabla 1 -10). A partir de los analisis realizados con cada primer,
se analizaron numerosas combinaciones hasta seleccionar aquellas que aportaron mayor
informacion y permitieron establecer la relacion de similitud o parentesco entre los aislados de

G/ C evaluados.
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Tabla 1 - 10: Dendogramas obtenidos con los cebadores individuales OPA 1, 6, 3,
inoculaciones.

5y 8 para los aislados de Colletotrichum spp usados en las

Cebador 1

Cebador 6

Cebador 3
(C. graminicola)

Cebador 5
(C. truncatum)

Cebador 8 (C. graminicolay
C. truncatum)

COLL 16

COLL 6

COLL 13

COLL 32

I

COLL 24

COLL1

]

r
0,00

T
2,10

T T
4,20 6,30

d
8,40

COLL 16

COLL32 ————————
COLL 24

COLL 13

COLL 6

COLL 1

r
0,00

T
2,19

T T 1
4,38 6,57 8,76

COLL 24

COLL 16

COLL 32

COLL 6

COLL 13

COoLL 1

%%

r
0,00

T
1,49

T T
2,97 4,46

1
5,94

COLL 32

COLL 6

COLL 13

COLL 24

COLL 16

COLL 1

]

r
0,00

T
1,32

T T
2,65 3,97

COLL 32

COLL24 ————————————————————
COLL 16

COLL 13

COLL6

COLL1

r
0,00

T T 1
2,65 3,98 531

Aislado Hospedante Aislado Hospedante Aislado Hospedante Aislado Hospedante Aislado Hospedante
16 Soja 16 Soja 24 Mandarina 32 Soja 32 Soja
6 Maiz 32 Soja 16 Soja 6 Maiz 24 Mandarina
13 Maiz 24 Mandarina 32 Soja 13 Maiz 16 Soja
32 Soja 13 Maiz 6 Maiz 24 Mandarina 13 Maiz
24 Mandarina 6 Maiz 13 Maiz 16 Soja 6 Maiz
1 Maiz 1 Maiz 1 Maiz 1 Maiz 1 Maiz

Criterios para la lectura del Dendograma:;

v' se definieron los colores de los aislados y su agrupamiento, que en general, fue como se indica: soja/mandarina en color verde y maiz en

color celeste y los aislados que se separaron de sus grupos se sefialaron: en color rosa los de soja y en blanco los de maiz.

v en la columna de los aislamientos este criterio se mantuvo siempre,

v en la columna de hospedantes se destacaron en amarillo, los casos que no separaron aislados de distintos hospedantes soja y maiz.

v" Se resaltaron en color los cebadores especificos 3 y 8 que aportaron informacién significativa y general con el cebador 1.
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Los diferentes colores muestran la efectividad de los cebadores (Tabla 1- 1) para la
validacion molecular de los 6 aislados seleccionados. El cebador 3 agrup6é de acuerdo a su
especificidad a los aislados de C. graminicola (AC1, AC6, AC13) diferencidndolos de los
aislados de soja y mandarino. El cebador 8 especifico para C. truncatum y C. graminicola
diferencié los aislados de C. graminicola (AC1, AC 6, AC 13) pero no diferencio los aislados
de C. truncatum (por caracterizacién morfolégica AC16) de los aislados de C. gloeosporiodes
(AC32 y AC24). El cebador genérico 1 diferenci6 los aislados de las especies: C. truncatum
(AC16 de soja), C. graminicola (AC 6, AC 13 de maiz) y C. gloeosporioides (AC 24 de
mandarino y AC 32 de soja). El cebador 6 también logré diferenciar al aislado de C. truncatum
(AC16 de soja) pero el resto de la informacion resulté inconsistente de manera similar a lo

observado en el caso del cebador 5 (Tabla 1 -11).

Tabla 1 - 11: Validacion de la identidad de cada aislado de Glomerella / Colletotrichum por
marcadores morfolégicos (MM) y la caracterizacion molecular por RAPDs

AC 1 - Maiz C. graminicola OP3y8
AC 6 — Maiz C. graminicola OP1,3y8
AC 13 — Maiz C. graminicola OP1,3y8
AC 16 — Soja C. truncatum OP1ly6
AC 24 - Mandarina C. gloeosporioides OP1ly8
AC 32 - Soja C. gloeosporioides OP1ly8

c) ldentificacion molecular de los aislados fangicos por secuenciacion de fragmentos por ITs.

La Fig. 1 -25 muestra la calidad del ADN genomico extraido de los aislados de Glomerella /

Colletotrichum.
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Fig. 1 - 25: Gel de agarosa mostrando la calidad del ADN gendmico obtenidos de los 10 aislados de
Glomerella / Colletotrichum.

Los productos de PCR fueron observados en el gel de agarosa (Fig. 1 — 26) y luego
enviados a secuenciar a la compafiia MACROGEN (Seul, Korea). La validacion molecular de
la identidad de las cepas se realizd comparando la secuencia obtenida para cada aislado contra
todas las secuencias nucleotidicas de hongos reportadas en la base de datos del NCBI (National

Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nIm.nih.gov).

Fig 1 - 26: Productos de amplificacion de la region 1TS1-5.8s - ITS4 del ADNr de 10 aislados de la
coleccidn de Colletotrichum spp. obtenidos a partir de los cebadores I1Tsl e ITs4.

Este analisis corrobord la identidad (Fig 1 -25) de los siguientes aislados de Glomerella

/Colletotrichum con su género y especie (Tabla 1 - 12) (Voet, 2004).
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Tabla 1 - 12: Validacion de la identidad de cada aislado de Glomerella / Colletotrichum por
marcadores morfoldgicos y la secuenciacion del fragmento amplificado por ITs 1 - 4 con su
puntuacion (score) y porcentaje de identidad.

: : Total de Porcentaje Identidad validada por
Aislado de Colletotrichum > L >
puntuacion de secuenciacion de la region
spp (AC) y Hospedante : _
(score) Identidad genémica ITs 1 -4
AC 7 - Alfalfa 977 99,26 C. truncatum
AC 8 — Allfalfa 979 98,52 C. truncatum
AC 15 - Soja 994 99,45 C. truncatum
AC 16 — Soja 998 99,28 C. truncatum
AC 24 - Mandarina 965 100 C. gloeosporioides
AC 32 - Soja 970 99,44 C. gloeosporioides

Los aislados de Glomerella/Colletotrichum fueron validados por secuenciacion de la
region ITs 1-4 del DNAr (Tabla 1 - 13), excepto los AC 1, AC6 y 13 que por la baja calidad del

ADN genomico extraido no se logré secuenciar.

Tabla 1 -13: Validacion de la identidad de cada aislado de Glomerella/Colletotrichum
identificado por por marcadores morfologicos (MM) y secuencias moleculares (MMo) por
RAPDs y ITS 4.

Identidad por

Aislado de : Identidad secuenciacion de
: Identidad por _ »
Colletotrichum (AC) y MM validada por la region
Hospedante RAPDs gendmica
ITs1-4
AC 1 — Maiz** C. graminicola OP3y8 Sin resultados
AC 6 — Maiz** C. graminicola OP1,3y8 Sin resultados
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OP1y6

AC 7 - Alfalfa C. truncatum C. truncatum
AC 8 — Alfalfa C. truncatum OP1ly6 C. truncatum
AC 13 — Maiz** C. graminicola OP1,3y8 Sin resultados
AC 15 - Soja C. truncatum OP1ly6 C. truncatum
AC 16 — Soja** C. truncatum OP1y6 C. truncatum
AC 24 — Mandarina** C. gloeosporioides OP1ly8 C. gloeosporioides
AC 32 — Soja** C. gloeosporioides OP 1y 8 C. gloeosporioides

Los aislados de Collectotrichum sp. sefialados** y coloreados fueron seleccionados para las inoculaciones

De acuerdo a la informacion provista por la Tabla 1 — 13, 6 aislados de
Glomerella/Colletotrichum proveniente de diverso origen (sitio y hospedante) utilizados en las
diferentes series de inoculaciones fueron validados en su identidad de género (Colletotrichum
Spp) Yy su especie por caracterizacion morfologica y molecular, por secuenciacion de fragmentos
ITs y tres mas caracterizados morfologicamente pueden considerarse validados ya que la
caracterizacion por RAPDs indica porcentaje de similitud mayores a 78,9 % entre los 9 aislados

estudiados (Sharma y Tewari, 1998).
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1.4 DISCUSION

El género Collectotrichum ha sido considerado recientemente como el octavo grupo mas
importante de hongos patdgenos en plantas, en el mundo, con base en la importancia cientifica
y economica percibida (Dean et al, 2012). Nuestro trabajo permitié realizar estudios
preliminares en nuestro pais y mas estrechamente en la zona agricola nucleo sobre la
caracterizacion morfolégica donde se identificO una gama de aislados del complejo G/C,
obtenidos de 4 hospedantes: cereales, fruticola y forrajero y de dos regiones agroecolégicas de
la Argentina: de los &mbitos de la Pampa Humeda y Mesopotamia, ratificando la presencia
predominante de este patdgeno y su variabilidad. Estos resultados son de importancia
epidemiologica considerando la secuencia de cultivos en los sistemas de produccion agricolo-
ganadera.

Los estudios preliminares, permitieron la evaluacion de residuos de cosecha infectados
constituyendo el principal reservorio de los patégenos hemi-biotréfos y algunas otras especies
fungicas como F. graminearum, F. oxysporum, y Colletotrichum spp, especificamente en las
provincias de Santa Fe, Buenos Aires y Cérdoba, que forman parte de la Pampa Humeda, donde
se registran los mayores niveles de producion de los cultivos de soja y maiz, esto ultimo
coincide con lo establecido por Ramos et al. (2013) quienes analizaron toda el area de cultivo
de soja de Argentina que se encuentra bajo sistemas de siembra directa y determiné que los
restos de cultivos que permanecen en la superficie del suelo proporcionan condiciones 6ptimas
para el desarrollo activo de estructuras reproductivas de C. truncatum y C. destructivum y que
cualquier evento de mutacion o recombinacion sexual o vegetativa se ve incrementada por la
alta tasa reproductiva que ocurre en estas condiciones. El nivel de variabilidad genética dentro
de las poblaciones de patdgenos de plantas proporciona un indicador de la adaptabilidad de los
patdgenos para superar la resistencia de las plantas y las medidas utilizadas para controlar el
patogeno, tal como la aplicacion de fungicidas. Considerando que el 90% de nuestros sistemas
productivos agricolas, estan basados en el sistema de siembra directa, donde la presencia de
rastrojos en superficie son la principal fuente de indculo, es un desafio encarar una alternativa
de manejo en el sistema de labranza equilibrando el sostenimiento de un perfil y la presencia
activa y latente de estos patdgenos.

La caracterizacién morfoldgica pudo determinar que la especie C. graminicola en

hospedante maiz, presenta valores de tamafio de conidio menores a los descriptos por

Manandhar y Hartman (1999), pero con igual forma de conidio. Du et al. en 2005 expresaron

87



que los aislados pertenecientes a C. graminicola produjeron esporas falcadas, pero los aislados
de la subfamilia Poideae produjeron esporas que varian en forma de falcadas a rectas y
fusiformes. Sin embargo, en nuestro trabajo las esporas de C. graminicola presentan forma de
hoz y media luna (curvos). A diferencia de Sutton (1980) que observé que las colonias de C.
graminicola se difundian con un margen irregular, el micelio aéreo era esponjoso y gris las
masas conidiales de color naranja salmén, con setas en cantidad abundante, nuestras colonias
aisladas de hospedantes provenientes de la region nicleo, expresaron una coloracion blanca que
luego comienza con un aro oscuro y micelio central blanco, formando un copete en su madurez,
de micelio afelpado color verde oscuro con tintes rojizos y estromas negros.

Con respecto a C. truncatum, Chongo et al. (2002) en su estudio sobre lenteja realizaron
una descripcion morfologica de los aislados utilizados: los conidios eran ligeramente falcados
y conicos en los extremos, con tamafio promedio de 15,4 / 16,6 um x 5,4 um y rango de 11,4-
21,5 x 4,1-5,8 um. Este rango de tamafio de los conidios es similar al de C. truncatum descrito
por Sutton (1992). Sin embargo, en otros trabajos de este autor, los conidios de sus aislados
fueron ligeramente mas cortos, mas anchos y menos falcados que los aislados de C. truncatum
descriptos en soja (Manandhar et al., 1985; Staples et al, 1976). Ford et al(2004) describieron a
los conidios de C. truncatum en soja como falcados, puntiagudos en ambos extremos,
generalmente mas largos y estrechos. En este trabajo y en contraposicidn con estos autores, los
conidios de C. truncatum en soja fueron curvos, delgados, tipo sonrisa, no tabicados,
redondeados en los extremos, con tamafio mas largo que los descriptos por Chongo et al., (2002)
y por Dias et al., (2019) obtenidos del mismo cultivo. Con respecto a las colonias, descriptas
en esta tesis son de diferente aspecto, color y forma a las referidas por Chongo et al. (2002)
pero son coincidentes en los colores de las obtenidos por Dias et al., (2019) que variaron de gris
claro a oscuro con masas de esporas naranja o beige / naranja.

En la caracterizacion de los aislados obtenidos de la region nucleo argentina, se
determind la presencia de C. truncatum y C. gloeosporioides, proveniente de soja de muestras
extraidas de las provincias de Santa Fe, Cérdoba, Buenos Aires y Entre Rios, en coincidencia
con varios autores mencionados anteriormente (Manandhar et al., 1985, Latunde-Dada et al.,
2001). Si bien C. truncatum se ubica dentro de la especie que afecta a Glycine max, Cabrera et
al., (2001) determin6 en plantas de soja con antracnosis la presencia constante de C.
gloeosporioides (Penz.) Sacc. junto a C. truncatum, pero las pruebas de patogenicidad fueron

positivas solamente con la cepa C.truncatum truncata. En esta tesis se demostré por los
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postulados de Koch la presencia de C. gloeosporioides en genotipos de soja, donde el tamafio de
los conidioses similar a lo expresado por Bose et al, 1973 con un valor de 11-16 X 4-6 pum.
Simmonds (1965) informo conidios 11,9-17,0 x 3,6-5,8 um (promedio 13,8x4,8 um) anchos
oblongos con extremos redondeados y 11,1-17,7 x 3,1-5,0 pum (promedio 14,0 x 3,7 um) para
C. gloeosporioides. Sutton (1992) reconocié a la especie como un grupo heterogéneo con una
gran variacion en la morfologia, aunque seguin lo expresado por Meenakshi Sharma (2015), estas
caracteristicas no son confiables porque Colletotrichum spp con frecuencia produce conidias
secundarias de diferentes formas y tamafios. Sin embargo, en cuanto a lo morfoldgico, diferimos
en la forma, color de colonia y tamafio de conidios a lo expresado por Manandhar y Hartman
(1999).

En los aislados de alfalfa obtenidos de la region de Entre Rios se determino la presencia de
C. truncatum, en oposicion con lo expresado por Damm et al., (2012) que considero a C.
destructivum patogeno de alfalfa. La presencia de C. truncatum en alfala, se ratificd
morfologica y molecularmente, en este trabajo.

Nuestros estudios coinciden con Weir y Damm (2012), quienes reportan que la especie
C. gloeosporioides fue recolectada de citrus y en nuestro hospedante Citrus reticulata se
determino también la presencia de C. gloeosporioides morfoldgicamente y la secuenciacion de
segmento ITs confirmo su presencia.

En la caracterizacion molecular de los aislados obtuvimos resultados preliminares
logrados por el analisis de los cinco oligonucledtidos OPA que muestra que los 9 aislados de
Colletotrichum spp evaluados, estan estrechamente relacionados (> 96 unidades de distancias
Euclideas). La corrida electroforética con los productos de amplificacion, OPAl y OPAG6
mostré un perfil de bandas entre 200 y 2000 bp. El analisis combinado de ambos cebadores
diferenci6 2 grupos de cepas estrechamente asociados aunque sin relacion morfoldgica,
hospedantes o ambiente.

En cuanto a la secuenciacion realizada de los productos de amplificacion con cebadores
ITs, permitié ratificar la identidad molecular de varios aislados con su correspondiente
identidad morfoldgica, entre ellos los AC7 y AC8 con hospedante alfalfa confirmando la
presencia de C. truncatum, en contraposicion por lo expresado por Manandhar et al., (1985),
Latunde-Dada (2001) y lo expresado por Damm (2012) que informaron s6lo a C. destructivum

como patogeno en la alfalfa y soja.
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Ramos et al. (2013) informaron sobre la presencia de C. truncatum y C. destructivum en
soja de Argentina validados por AFLP; sin embargo, los aislados AC15, AC16 y AC 32
provenientes de hospedante soja en este estudio, confirmados molecularmente por RAPDs y
ITs, correspondieron a C. truncatum y C. gloeosporioides en este cultivo.

Respecto del aislado AC 24, cuyo hospedante es mandarina, se identific6 como C.
gloeosporiodes tanto molecular como morfolégicamente en coincidencia con Freeman (1998)
que presenta a C. gloeosporioides como un patdgeno de poscosecha en esta especie de citricos
sobreviviendo en el campo como saproéfito, los aislados AC1, AC6 y AC13 provenientes de
maiz, por la técnica de RAPDs, el cebador 3 los diferencié del resto y el cebador 8 que resulto
ser especifico para C. truncatum y C. graminicola separo ambas especies en maiz y soja Si
bien no se pudo confirmar la identidad genética por secuencias de ITs por la mala calidad del
ADN, avalamos los mismos con la caracterizacion morfoldgica realizada y por el porcentaje de
similitud obtenido RAPDs, confirmando como C. graminicola las 3 cepas.

Los cebadores 1, 6 y 8 proporcionaron informacion significativa en la separacion de C.
truncatum y C. gloeosporioides en los cultivos de soja y mandarina.

En el AC 13 identificado morfolégicamente como C. graminicola, se encontrd la
presencia de dos tipos de conidios, unos falcados y otros mas pequefios, ovalados, acordando
con Sukno et al (2008) quienes describen en C. graminicola estos dos tipos de conidios, donde
la forma falcada se asocia a acérvulas de las superficies de las lesiones y actuantes en la
dispersion de la enfermedad, mientras que los conidios ovalados se encontraron en el interior
de tallos y hojas. En cuanto a la identidad molecular, este aislado correspondié a C. graminicola
validado morfoldgicamente.

De acuerdo a lo expresado por Menezes et al., (2006) y por Dias et al., (2019) la técnica
de RAPDs como una herramienta auxiliar en la caracterizacién de la taxonomia de hongos,
permitié ampliar el conocimiento de este patdgeno y sumar una caracteristica molecular a lo
morfoldgico, determinando la taxonomia de este género.

En conicidencia con Dias et al., (2019) el sistema de marcadores moleculares (RAPDS)
fue capaz de establecer un alto grado de similitud entre y dentro de las poblaciones (aislados)
de Colletotrichum spp y las especies C. truncatum y C. gloesosporioides, lo que permitié

orientar la busqueda y determinar fuentes de resistencia en el germoplasma de Glycine max.

90



1.5 CONCLUSIONES

Los patdgenos fangicos Fusarium spp y Colletotrichum spp. fueron los géneros mas
relevantes aislados de plantas y restos de cosecha de soja y maiz en la region pampeana,
dando los mayores registros en la provincia de Santa Fe.

Se determind morfoldégica y molecularmente la presencia de tres especies de
Colletotrichum sp. causales de Antracnosis: C. truncatum y C. gloeosporioides en el
hospedante soja, C. graminicola en maiz, C. gloeosporioides en mandarina y C.

truncatum en alfalfa.

Estas tres especies del género Colletotrichum causales de antracnosis (C. truncatum, C.
gloeosporioides y C. graminicola), validadas morfologica y molecularmente, estan
distribuidas en las provincias de Santa Fe, Buenos Aires, Cordoba y Entre Rios.

Los conidios de C. truncatum obtenidos de variedades de soja, fueron curvos, delgados,
no tabicados redondeados en el extremo y mas largos que los descriptos por la mayoria

de los autores.

La especie C. graminicola de hospedante maiz, proveniente de la region nucleo, presenta
conidios menores a los informados por Manandhar y Hartman (1999), con forma de hoz

y media luna.

En el aislado AC13 proveniente de maiz descripto morfolégica y molecularmente. se
identificaron los dos tipos de conidios, falcados y ovalados, en concordancia con Sukno
(2008).

La técnica de RAPDs vy la secuenciacion de los fragmentos amplificados con cebadores
ITs sirvieron como herramientas auxiliares que fortalecieron y validaron la identificacion
realizada por marcadores morfoldgicos, expresando la plasticidad fenotipica de los

patdgenos.
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Capitulo 2
Caracterizacion de las interacciones entre cultivos y el complejo Glomerella

/Colletotrichum y deteccion de fuentes de resistente a la enfermedad
Seccién I: Soja
Obijetivo Especifico

Caracterizar el comportamiento (avirulencia/virulencia) de los diversos aislados del complejo
fungico y la reaccion (resistencia/susceptibilidad) de los hospedantes en base a la observacion

fenotipica, e identificar fuentes de resistencia a la enfermedad en los cultivos evaluados.

1 2.1 INTRODUCCION

El cultivo de la soja (Glycine max (L.) Merr) ha sufrido importantes cambios en la
expansion del area cultivada y crecimiento sostenido de la produccion e industrializacion que
lo convirtieron en un recurso relevante para la economia argentina (Rossi, 2006). Santa Fe es
la tercera provincia en importancia, detras de Buenos Aires y Cordoba, con el 17,5% de la
superficie sembrada, el 22 % de la produccion y un rendimiento promedio de 3.200 kg/ha
(Ybran et al., 2016), que ademas concentra una moderna infraestructura para la industria
aceitera con 16 puertos en los 200 km en torno a la ciudad de Rosario (33° Lat. Sur) a partir de
los cuales, el grano y/o sus subproductos son exportados a diferentes destinos (Rossi, 2006).

El 75 % del volumen producido a nivel nacional es transportado a este polo agro-
industrial, que se ha constituido en una de las zonas portuarias exportadoras de soja mas
importante del Mercosur y el mundo (Pontdn et al., 2006).

La soja es el cultivo mas importante en Argentina con enfermedades tardias causadas
por Septoria glycines (Mancha marrén), Cercospora kikuchii (Tizén de la hoja y mancha
purpura en semillas), Phomopsis sojae (Tizén de la vaina y tallo) Colletotrichum destructivum
y C. truncatum causantes de la antracnosis, que en conjunto constituyen el complejo conocido
como enfermedades de fin de ciclo (EFC) los que causan un dafio promedio de 10 % con un

méaximo de hasta 30% en el rendimiento del cultivo (Carmona et al., 2014).

En su interaccién con este cultivo, el complejo Glomerella-Colletotrichum (G/C)

comprende un estado sexual y un estado asexual, en términos generales, el estado sexual aporta
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a la variabilidad genética y el estado asexual, es responsable de los ciclos secundarios y de su
diseminacion. La recombinacion sexual en la mayoria de especies de este género es poco
frecuente en la naturaleza y a la fecha solo 11 de 20 especies, tienen como telemorfo a
Glomerella (Wharton y Diaguez, 2004; Santacruz Delgado, 2013).

La enfermedad puede presentarse en todos los estadios del cultivo produciendo el
atizonamiento u oscurecimiento de tallos y vainas, con pequefios cancros en peciolos y
cotiledones, enrollamiento de laminas foliares y defoliacion prematura. El signo caracteristico
de la enfermedad en su fase asexual (Colletotrichum spp.) es la presencia de acérvulas
distribuidas en forma irregular y no alineada sobre los tallos, que es empleada en el diagnéstico
de la enfermedad y lo diferencia de otras EFC (Armstrong et al., 2006; EMPPO, 2004;
Manandhar y Hartman, 1999). Las dos especies mas frecuentemente asociadas al cultivo de
soja son Colletotrichum truncatum (Schwein Andrus y W.D Moore) (Teleomorfo: Glomerela
truncata spp nov) (Armstrong-Cho y Banniza, 2006). y C. destructivum O'Gara (Glomerella

glycines, Lehman y F.A. Wolf).

Esta patologia afecta diversas especies vegetales de las familias fabaceae (Vicia faba L)
(Buchwald et al., 2004), poaceae (Gramineas) (Casela et al., 2001), solanaceae (Capsicum spp)
y rosaceas (Fragaria ananassa) entre otras. Este complejo de hongos hemibidtrofos muestra
amplia diversidad genética inter e intraespecifica (Buchwald et al., 2004) promoviendo la
formacidn de razas fisioldgicas al interactuar con diferentes genotipos de un mismo o diferente
hospedante (Von Arx et al., 1970; Domsch et al., 1980; Prusky et al., 2000; Buchwald et al.,
2004). La promocion de la aparicion de nuevas razas de los patégenos fungicos e infecciones
en nuevos hospedantes constituye un riesgo epidemiolégico permanente. EI conocimiento de
las estrategias desarrolladas por los patégenos durante sus ciclos bioldgicos y de las reacciones
de defensa involucradas en la resistencia inducida (Hammerschmidt et al., 1999), permiten
seleccionar y aplicar alternativas de control genético basadas en la busqueda de resistencia
frente a cepas del hongo causante de antracnosis de diferente origen u hospedantes, resultando

éstas mas efectivas y sustentables.

En el caso de C. truncatum, su infeccion se presenta en las partes aéreas de las plantas
en cualquier etapa de crecimiento, pero los sintomas generalmente aparecen durante las etapas
iniciales de la plantula o la etapa reproductiva tardia y en la senescencia. La infeccion

permanece latente durante las etapas vegetativas, pero afecta el grado de establecimiento de las
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plantas, los rendimientos y la calidad de la semilla a cosecha. En cuanto a la patogenicidad,
Mahmaood et al. (1992) reportaron la presencia de esclerocios, estructura de resistencia,
formados por C. truncatum. La produccion de esclerocios permite que el hongo habite en los
residuos del suelo y de los cultivos en una forma mas resistente que los micelios. Por lo tanto,

la epidemiologia de la antracnosis puede ser mas complicada de lo expuesto hasta el presente.

Por otro lado, se considera que las semillas y los residuos de cosecha son las principales
fuentes de infeccion por Colletotrichum spp. La pérdida econémica se correlaciona con el
porcentaje de vainas infectadas con antracnosis (Chen et al., 2006).

Respecto a C. destructivum, el peritecio del teleomorfo Glomerella glycines (estado al
que se hace referencia en la nomenclatura binomial) se encuentra con frecuencia en los campos
de Argentina, lo que indica que el mecanismo sexual es una importante fuente de variabilidad
en las poblaciones de esta especie. Sin embargo, la recombinacion sexual en la mayoria de las
especies de Colletotrichum spp es observable esporadicamente (Wharton y Diéguez-
Uribeondo, 2004; Hyde et al., 2009; Ramos et al., 2013).

La reproduccién sexual ocurre con poca frecuencia en las especies de Colletotrichum
spp y para la mayoria de las especies el teleomorfo ain no se ha descrito en la naturaleza. La
reproduccion sexual en el caso de Colletotrichum lentis puede inducirse con éxito en
condiciones de laboratorio, pero nunca se ha informado su presencia en el campo, aunque C.
lentis es una especie sexual en condiciones de laboratorio, pero no se obtuvieron registros de la
presencia de la fase sexual en el lote, sigue siendo un evento no hallado aun. La estructura de
la poblacién y la presencia de reproduccion sexual en el campo varian entre las especies de
Colletotrichum spp. C. gloeosporioides es una especie sexual en algunos hospedantes, lo que
ha llevado a altos niveles de diversidad genética en algunas de sus poblaciones (Weeds et al.,
2003), pero este patron es poco comun en el género Colletotrichum. C. graminicola del sorgo
(syn. C. sublineola) es una especie para la cual se obtuvo un teleomorfo in vitro pero no se

considera que juegue un papel en el campo. (Mennat et al., 2016; Armstrong — Cho et al., 2006).

C. truncatum y C. destructivum son patdgenos altamente variables en Argentina;
Sharma (2009) inform6é de un alto grado de variabilidad entre diferentes aislados de C.

truncatum estudiados mediante analisis de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPDS).

El objetivo del siguiente capitulo fue caracterizar el comportamiento

(avirulencia/virulencia) de los diversos aislados del complejo fungico y la reaccion
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(resistencia/susceptibilidad) de los hospedantes en base a la observacion fenotipica, e identificar

fuentes de resistencia a la enfermedad en los cultivos evaluados.
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| 2.2 MATERIALES y METODOS

I 2.2.1 Ajustes metodoldgicos. Aplicacion del 3° Postulado de Koch

Para cumplimentar la caracterizacion patogénica se realizaron ajustes metodoldgicos que
permitieron evaluar las condiciones ambientales conducentes a la expresion de la enfermedad,
los mismos se efectuaronen camara de crecimiento (Fig | 2 — 1 a) y/o condiciones de
invernadero (Fig 21 — 1 b).

Material vegetal

En el experimento preliminar se utilizé el cultivar (cv) comercial DM 4870, el mismo se
condujo desde siembra hasta la etapa Vs (3° nudo con 2° hoja trifoliada totalmente expandida
y 3° hoja trifoliada con el borde de sus foliolos sin tocarse) (Fehr & Caviness, 1977) en una
camara de crecimiento. La misma es un habitaculo cerrado con luz blanca (fluorescente) con
alternancia de 12 hs luz / 12 hs oscuridad ycontrol de temperatura en un rango promedio de 20
- 30 °C (Fig 1 2 — 1a). El disefio de experimento fueron macetas de 1 Litro (L) conteniendo una
mezcla de partes iguales de tierra y arena, ubicandose 2 a 3 semillas por maceta. Luego las
plantas fueron trasladadas a invernadero cerrado con control de temperatura y aireacion (Fig |
2-1b)).

Fig | 2 — 1: a: plantas de soja a inocular e inoculadas en la camara de crecimiento b) Bandejas con los
genotipos de soja preparados para ser noculados en invernadero.
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a) Recoleccion del inéculo: Material fungico
Los aislados de Glomerella /Colletotrichum (G/C) fueron obtenidos de porciones de
tallos de soja con sintomas de antracnosis (Fig | 2- 2) o bien de la coleccion fungica obtenida
en el Capitulo 1.

Fig I 2— 2: Tallos de soja con sintomas de antracnosis, se observa la presencia de acérvulas (flecha),
signo de la enfermedad.

Se utilizé la misma coleccién fungica usada para evaluar maiz (Seccién: I, Capitulo:
2). La coleccion fungica se obtuvo a partir tallos con sintomas de antracnosis, cuyos
hospedantes fueron: soja, familia fabaceae (punto 1.2.1) y maiz, familia poaceae, especies no
cereales como Citrus reticulata (mandarina) y Medicago sativa (alfalfa) en produccion,
obtenidos de la regién agricola que abarcé las provincias de Santa Fe, Cérdoba, Entre Rios y
Buenos Aires, con caracteristicas bio-ecoldgicas diferentes y ya descriptos en el Capitulo 1,
Tablal - 6.

A este grupo de aislados se los multiplico y mantuvo en tubos de ensayo con APGA en

plano inclinado (Fig | 2 - 3) hasta su uso.

Fig 1 2— 3:Coleccion de aislado de Glomerella/Colletotrichum en tubos con medio de APGA.
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En esta etapa preliminar y ajuste metodoldgico se utilizé aislados de G/C, para ser
inoculados en el genotipo DM 4870 (Tabla 1 — 6), a esta coleccidn se le incorporaron nuevos
materiales, formando una colecciébn de aislados de G/C (Tabla 1-7) validados

morfolégicamente (Tabla 1- 8).

b) Inoculacién: ubicacion y forma

Las inoculaciones se realizaron en el estado V3, cuando las plantas mostraban dos hojas
trifoliadas totalmente expandidas. Las mismas se realizaron a través de una herida superficial
con aguja delgada en la axila de la hoja unifoliada a partir del 1° entrenudo, donde se ubic6 una
pequefia porcion de micelio fangico (2 mm?), y se cubri6 con vaselina para evitar
deshidratacion. Luego de las inoculaciones, el experimento se continué en el invernadero, en

condiciones controladas de temperatura, entre 24 — 29 °C (Incremona et al., 2009 ).

¢) Evaluacién

Al finalizar los 30 dias pos inoculacién (dpi) y a fin de cumplimentar el 4° postulado de
Koch, se cosecharon entre 4 y 6 porciones de tallos inoculados tanto sintomaticos como
asintomaticos / interaccion planta patdégeno (IPP), se desinfectaron superficialmente con una
solucién de hipoclorito de sodio al 1 %, se enjuagaron con agua estéril y orearon sobre papel
absorbente. Para la confirmacion del agente causal y las pruebas de patogenicidad fueron
sembradas en APGA hasta desarrollar colonias de G/C (Pioli, et al; 2003). La unidad

experimental fue de 4 a 6 porciones de tallo por placa.

El ajuste metodoldgico se realizd con el objetivo de observar el comportamiento del
genotipo de soja utilizado en este experimento preliminar, determinar la sintomatologia externa
o expresion fenotipica de la enfermedad; la respuesta o su reaccion de resistencia/

susceptibilidad y la expresion de avirulencia/virulencia de los aislados fungicos evaluados.

La evaluacidon de la enfermedad se realizd a través de la observacion de la reaccion del

cultivar inoculado y se cuantifico a traves de las siguentes variables.

Incidencia (I %): namero de plantas necrosadas sobre el nimero total de plantas evaluadas
por 100 (% PE).

Severidad (S %): sumatoria del area necrosada sobre el nimero total de plantas evaluadas.
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En esta etapa de ajuste metodoldgico, para realizar las estimaciones de S % se utilizé la
Escala de severidad de Nash y Jansen (1973) con 5 grados de porcentaje de severidad de los
sintomas de antracnosis (S %) de tejido enfermo: 1: planta sana (0%); 2: planta verde con
sintomas de color violaceo- grisaceo (1 a 20%); 3: planta seca con entrenudos grisaceos claro
(20 a 40%); 4: planta seca, grisdcea con 2 - 3 entrenudos con atizonamiento oscuro
(sintomatologia caracteristica en antracnosis) (40 a 60%); 5: planta seca, grisdcea con 4 - 5
entrenudos con atizonamiento oscuro (antracnosis) (60 a 100%) (Nash y Jansen, 1973).

Las reacciones de | % y S % en cada una de las interacciones de los aislados de
Glomerella/Colletotrichum por el genotipo de soja evaluado, fueron registradas cada 10 dias
posteriores a la inoculacion (dpi) y hasta finalizar el ciclo de cultivo. Para evaluar la expresion

de la enfermedad e implementarlo en las nuevas inoculaciones y evaluaciones (Tabla | 2 - 1).
La variable calculada fue la siguiente:

Incidencia de entrenudos (IE %) = (n° de secciones de entrenudos necrosados por un hongo

por el n° total de secciones de entrenudos de cada tallo y por tratamiento evaluado) x 100.
Se presento una propuesta de Escala de severidad adaptada de Colletotrichum spp.

Severidad % o area sintomatica en cada entrenudo (SE%) Escala de 5 grados: sano;
hasta 25; 50; 75 y 100% de area con sintomas de antracnosis: se confeccioné una escala,
tomando como base la escala de Nash y Jansen (1973), la cual fue modificada para la evaluacion
de Colletotrichum spp en tallos de soja. La misma esta basada en el porcentaje (%) de tejido
afectado (severidad), con 5 grados: 1 entrenudo sano con atizonamiento (oscurecimiento)
circunscripto al punto de inoculacion (0%); 2 hasta 25 % de area con sintomas de
oscurecimiento; 3 hasta 50 % de area con sintomas de antracnosis; 4 hasta 75 % de area con
sintomas de antracnosis; 5hasta 100% de area con sintomas de antracnosis (Tabla | 2 -1)

(Incremona et al., 2013).
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Tabla I 2 —1: Escala con 5 grados de severidad propuesta para cuantificar antracnosis en soja.

atizonamiento circunscripto

GRADO SIGNIFICADO IMAGEN TALLO ESCALA
—
Sano con

1 al punto de inoculacion
N —ee”
T
I
hasta 25 % de area
2 con sintomas de antracnosis
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O

hasta 50 % de area

con sintomas de antracnosis

hasta 75 % de area

con sintomas de antracnosis

hasta 100 % de area

con sintomas de antracnosis
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Con la variable 1E% se realizd6 un Anova factorial para aislados Glomerella
/Colletotrichum por el genotipo de soja. Los datos fueron usados transformados con Vx+1 y sin

transformar segun correspondid (Incremona et al., 2009a).
I 2.2.2 Aplicacion del 3° Postulado de Koch

Para la aplicacién del 3° postulado de Koch se utiliz6 el genotipo susceptible de soja,
DM 4870. Se utilizaron macetas con un volumen de 4 L conteniendo una mezcla de partes
iguales de tierra y arena, donde se sembraron entre 5 a 6 semillas. Posteriormente, se inocularon
un total de 4 plantas por maceta con los aislados descriptos en la Tabla 1 - 6. El disefio utilizado
fueron 4 repeticiones por cada interaccion planta-patdégeno fungico (IPP); con un total del6
plantas por interaccion. Las inoculaciones se llevaron a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia
de la Facultad de Ciencias Agrarias, las mismas se efectuaron en el tallo simulando la
penetracion natural que usualmente es por heridas en la zona de insercion de los peciolos
foliares. Para ello, se generd una Unica herida con aguja delgada (tipo tuberculina) o con tip de
micropipeta (0,1 a 10 ul) en la axila de la hoja unifoliada, depositdndose en la misma una gota
de 5ul de una suspension de micelio y conidios (1.10%%conidios por pl) ajustado en
hematocitometro. Las inoculaciones se efectuaron en el estadio fenologico Vs (Fig. 1 2 - 4 a, b).
Este método de inoculacién difiere a lo presentado por Chongo et al. (1999) donde in6culo a
las 4 semanas de edad con 5-6 mL de suspension conidial usando un atomizador afiadiendo
Tween 20 (monolaurato de sorbitan de polioxietileno) como agente humectante (Chongo et al.,
1999).

Fig | 2 - 4: a: planta de soja inoculada con el aislado AC13, se observa el comienzo de la expresion de
la enfermedad; b: planta de soja inoculada con el aislado AC 24. La flecha roja indica punto de
inoculacion.

En el experimento se incluyeron plantas testigo no inoculadas, a las mismas se les

realizaron las heridas en la porcion del tallo con agujas estériles sin indculo. La totalidad de las
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plantas fueron mantenidas en ambiente con alta humedad relativa durante las 24 hs posteriores
a la inoculacion.

Las reacciones fueron evaluadas semanalmente en base a la expresion de sintomas, hasta
obtener un valor final de progreso de la enfermedad a los 30 dias posteriores a la inoculacién
(dpi) (Incremona et al., 2009).

Los datos fueron analizados por analisis de la variancia (ANOVA) factorial basado en:
4 bloques por 10 aislados de G/C por 4 individuos o plantas y la variable porcentaje (%) de
severidad de los sintomas de antracnosis evaluado para cada entrenudo del tallo (SE %).

Al finalizar el periodo de evaluacion de 30 dpi y a fin de cumplimentar el 4° PK, se
cosecharon entre 4 y 6 porciones de tallos inoculados tanto sintomaticos como asintomaticos
por cada IPP, se desinfectaron superficialmente con una solucion de hipoclorito de Na 1 %, se
enjuagaron con agua estéril y orearon sobre papel absorbente. Luego fueron sembradas en
APGA hasta desarrollar colonias de G/C, confirmando el agente causal y las pruebas de

patogenicidad.

I 2.2.3 Siembra, inoculacion ycuantificacion en el 1° afio de experimentacion

En este 1° afio, la caracterizacion de la avirulencia / virulencia de las cepas en estudio y
la metodologia utilizada en la inoculacion y evaluacion permitié diferenciar las reaciones de

resistencia / susceptibilidad de los genotipos utilizados.

a) Material biologico vegetal

Los genotipos de soja usados fueronel cultivar (cv) Corsoy 79 citado como susceptible
(S) a C. truncatum (Khan & Sinclair, 1992), el 155 (Pl 95860) reconocido como de buen
comportamiento o resistente (R) a antracnosis (Devine, TE y BH Breithaupt, 1981) y un
cultivar comercial DM 4870 utilizado en estudios previos de ajuste metodoldgico. Se sembraron
3 semillas por macetas de 15 cm de didmetro (1litro) conteniendo una mezcla con una
proporcion de 2:1 partes de tierra y arena (Incremona et al., 2013). EIl experimento se realizo
en el sector de Fitopatologia de la Facultad de Cs Agrarias, ubicado en el Campo Experimental
“J. F. Villarino” (Zavalla) (Fig | 2 -5 a,b).
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Fig I 2 - 5: a: invernadero de vidrio donde se realizé la siembra e inoculaciones de los genotipos de soja
con los distintos aislados; b: plantas de soja inoculadas en macetas.

b) Material bioldgico fungico
Como material biolégico fungico en este 1° afio de experimentacién se seleccionaron y
utlizaron los aislados AC1, AC6, AC13, AC16, AC24 y AC32 de G/C (Tabla I 2 — 2) a partir
de la dltima coleccién fangica (Tabla 1 — 7); quedando conformado un grupo de 6 aislados,
validados morfoldgica y molecularmente, de diferente procedencia bio-ecoldgica y virulencia.
Los aislados se multiplicaron en placas con APGA y se conservaron en tubos cubiertos con
vaselina estéril (Pioli et al.; 2003) (Tabla | 2— 2; Fig. | 2 - 6).

Fig |1 2 — 6:a: Tallos de soja obtenidos de las distintas regiones sojeras y maiceras con sintomas de
atizonamiento y acérvulas (signo); b: aislados que se multiplicaron en APGA,; c: cultivos puros de
aislados de Colletotrichum spp.

105



Tabla I 2 - 2: Aislados de Glomerella /Colletotrichum inoculados en soja con el detalle de
hospedante y procedencia agroecoldgica.

Aislados de : ~ Identificacion por
Procedencia Hospedante
Colletotrichum spp marcadores
Agroecoldgica aislado _

(AC) morfolégicos
AC1 Pergamino (Bs As) Maiz C. graminicola
AC 6 Bombal (Sta. Fe) Maiz C. graminicola
AC 13 Elortondo (Sta. Fe) Maiz C. graminicola
AC 16 Banderal6 (Bs As) Soja C. truncatum
AC 24 Helvecia (Sta. Fe) Mandarina C. gloeosporioides
AC 32 Firmat (Sta. Fe) Soja C. gloeosporioides

¢) Inoculacion: ubicacién y forma

Las inoculaciones se realizaron de manera similar a las realizadas en el ajuste

metodolodgico, (1 2.2.1) (Incremona et al., 2013). Luego de las inoculaciones, el experimento se

continué en el invernadero, en condiciones controladas de temperatura, entre 24 — 29 °C

(Incremona et al., 2009 ).

d) Evaluacion

La reaccion de la enfermedad fue evaluada y cuantificada semanalmente en base a la

expresion de los sintomas de antracnosis observados en los entrenudos del tallo de soja, al

finalizar el ciclo del cultivo. Los parametros utilizados fueron: IE % y SE%. Las reacciones

fueron evaluadas semanalmente, donde se estimaron 4 entrenudos de cada tallo principal de

planta y los valores de SE % se asignaron de acuerdo al area infectada de cada entrenudo,

utilizandose la Propuesta de Escala de severidad con 5 grados (Tabla | 2 -1).
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1 2.2.3.1 Aplicacion de 4° Postulado de Koch

Al finalizar el periodo de evaluacion de 30 dpi y a fin de cumplimentar el 4° postulado
de Koch, se cosecharon entre 4 y 6 porciones de tallos inoculados tanto sintomaticos como
asintomaticos por IPP, se desinfectaron superficialmente con una solucién de hipoclorito de Na
1 % vlv, se enjuagaron con agua estéril y se dejaron secar sobre papel absorbente. Luego fueron
sembrados en APGA hasta desarrollar colonias de G/C y confirmar el agente causal mediante
las pruebas de patogenicidad (Agrios, 2005).

| 2.2.4 Siembra, inoculacién y cuantificacion en el 2° afio de experimentacion

Durante el 2° afio de experimentacion, se repitd en invernadero la siembra de los
genotipos estudiados: cv Corsoy 79; DM4870 y cv 155, y se inocularon con las cepas de
Colletotrichum spp utilizadas en el 1° afio de experimentacion (Tabla I 2-2), la metodologia de
inoculacion fue la misma que se utilizo en el anterior ciclo de inoculaciones (1° afio). Se
definieron los aislados en cuanto a su virulencia, su validacion morfologica y reaccion de los
genotipos en evaluacion. En las evaluaciones de los tallos de soja se utilizaron los parametros
IE % y SE %.
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| 2. 3RESULTADOS

I 2.3.1 Ajustes metodoldgicos. Aplicacion del 3° Postulados de Koch con los aislados

obtenidos en el capitulo 1

Durante el ajuste metodoldgico,las inoculaciones realizadas con los aislados de
Glomerella /Colletotrichum (G/C) (Tabla 1 — 6 del Capitulo 1 (1.3.4) a un genotipo de soja en
invernadero, se logré establecer infecciones efectivas en el cultivar de soja DM 4870

seleccionado para este estudio.

Las cepas de G/C estudiadas, fueron significativamente diferentes en su virulencia (F=
5,29; p< 0,0001). Los valores promedios de la SE% de cada uno de los aislados evaluados de
antracnosis fueron analizados por el Test de comparacion de medias LSD (Tabla | 2 - 3 y Fig.
| 2— 7).

En base a los niveles de SE % de la antracnosis se pueden considerar 3 subgrupos de
aislados de diferente virulencia. EI grupo mas virulento (49 - 59 SE%) esta formado por los
aislados AC15 y AC16 (C. truncatum) obtenidos del mismo hospedante soja pero de diferente
localidad agroecoldgica (Cordoba y Buenos Aires). Otro subgrupo de virulencia intermedia (39
- 42,5 SE%) en soja, que esta formado por AC7, AC5 (C. truncatum)y AC24 (C.
gloeosporioides) los cuales proceden de 3 hospedantes diferentes (alfalfa, soja y mandarino,
respectivamente) y de localidades de 2 provincias (Santa Fe y Cérdoba). El tercer subgrupo de
menor virulencia (29 - 35 SE%) esta formado por AC1 yAC6 (C. graminicola), AC23 (C.
gloeosporioides); AC17 hospedante maiz, procedente de Entre Rios no se encontraba en la
coleccidn original y fue incorporado en esta evaluacion y AC25 (C. truncatum) obtenidos de
un hospedante cereal y leguminosa (maiz y soja), estas cepas son de diversas areas agro

ecoldgicas de 3 provincias (Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios) (Tablal12 -3, Fig12-7).
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Tabla I 2 - 3: Severidad promedio (SE %) de la antracnosis de soja producidos por cepas de
diferentes especies de Colletotrichum spp. obtenidas de distintos hospedantes y localidades,
inoculadas en soja cv DM4870.

Aislados de Severidad L
_ ~ Identificacion por
Colletotrichum spp de :
Hospedante y Localidad marcadores
(AC) Entrenudos .
morfoldgicos
(SE %)

AC25 29,1a Soja, Esperanza (Sta. Fe) ~C. truncatum
AC6 29,4 a Maiz, Bombal (Sta. Fe) ~C. graminicola
AC23 31,5ab Soja, ER C. gloeosporioides
AC17 31,9 ab Maiz, ER ~C. graminicola
ACl 35,1 ab Maiz, Pergamino (Bs As) ~C. graminicola
AC5 39,1 abc Soja, Bombal (Sta. Fe) ~C. truncatum
AC24 41,8 bc Mandarina, Helvecia (Sta. Fe) | ~C. gloeosporioides
AC7 42,4 bc Alfalfa, ER ~C. truncatum
AC16 49,4 cd Soja, Chilibroste (Cbha) ~C. truncatum
AC15 59,4d Soja, Banderald (Bs As) ~C. truncatum

~ indica que la identidad de los aislados validados morfol6gicamente en este trabajo (Capitulo 1, Tabla 1 -8).
Referencias: Bs As. Buenos Aires ; Sta. Fe: Santa Fe; Cba: Cérdoba; ER: Entre Rios.
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Figura | 2 - 7: Valor promedio de Severidad de entrenudos (SE %) de antracnosis en las cepas
de G/C, utilizadas en el ajuste metodoldgico, referenciados en la Tabla | 2 - 3.

Severidad de entrenudos (SE %)

g 8 8 8 3

N
o

=
o

Timr

¥/ AC15

AC16 AC17 AC23 AC24 AC25

Aislados de Colletotrichum (AC)

En la verificacion y confirmacion del 4° postulado de Koch, de las secciones de tejido

inoculados se logro reaislar 8 de los 10 aislados de G/C, tanto de tejidos sintomaticos como

asintomaticos siendo estas ultimas, infecciones latentes (Klingelfuss, 2001) (Tabla | 2 - 4, Fig

12-8).

Tabla I 2 - 4: Cumplimiento del 4° postulado de Koch mediante el reaislado de Colletotrichum
spp a partir de tallos de soja inoculados e incubados en APGA.

Aislado de Colletotrichum spp % de tallos positivos

(AC) para el 4° Postulado de Koch
AC5 40

AC 6 50

AC7 100

AC 15 70

AC 16 60

AC 23 10

AC 24 100

AC 25 80
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Fig | 2 - 8: a: plantas de soja para inocular en la camara de luz; b: tallos de soja con sintomas de
antracnosis, presencia de acérvulas; c: tallos de soja con atizonamiento; d: placas de APGA con tallos
de soja con sintomas (izquierda) y asintomaticos (derecha).

I 2.3.2 Resultados del 1° afio de experimentacion
El anélisis de la varianza que se observa en el Cuadro I 2 -1, se evalud la severidad
analizada en los 6 entrenudos que fueron inoculados con las 6 cepas de G/C en los 3 cultivares

de soja donde se obtuvo diferencias significativas en todas las interacciones (Cuadro | 2-1).

Cuadro I 2 -1: Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I).

93,57 2 46,79 8,60 0,0002
200,98 5 40,20 7,39 <0,0001
1608,62 5 321,72 59,14 <0,0001
161,92 10 16,19 2,98 0,0010

82,43 10 8,24 1,52 0,1281
219,93 15 14,66 2,70 0,0005
7175,63 1319 5,44
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El andlisis de comparacion de medias se realizo por la Prueba LSD Fischer (Infostat,
2018), indicando que los cultivares Resistente y Susceptible alcanzaron minimo y méaximo valor
de Severidad, respectivamente, en este andlisis se evaluaron los 3 genotipos utilizados (1 2.2.3a)
a través de su comportamiento en la interaccion hospedante - patogeno. El cv Corsoy 79 (3,2
SE %) se comporto como susceptible, el cv DM 4870 (2,8 SE %) actu6 como un genotipo

intermedio y el Cv 155 (2,6 SE %) se expresd como resistente (Fig. | 2 -9).

Figura I 2 - 9: Valor promedio de Severidad de entrenudos (SE%) expresado en porcentaje de
los entrenudos infectados de los cultivares estudiados: cv Corsoy 79; cv DM 4870; cv 155.

Severidad de entrenudos SE %)

3,5
: I
2,5 a
2
1,5
1
0,5

155 DM 4870 Corsoy 79

Cultivares de Soja

Asimismo, las cepas de G/C AC6 (3.2) y AC13 (3,4), provenientes de hospedante maiz
resultaron ser las mas virulentas. Los aislados AC32 (2,8), AC16 (3) y AC24 (2,7) obtenidos
de hospedante maiz, soja y mandarina respectivamente, mostraron un comportamiento
intermedio pero con valores altos de severidad. Finalmente, el aislado ACL1 (2,2) de hospedante

maiz resulté ser avirulento (Fig I 2 - 10).
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Figura 1 2 - 10: Valor promedio de Severidad de entrenudos (SE %) de las cepas de
Glomerella/Colletotrichum en los 3 cultivares cv Corsoy 79; cv DM4870 y cv155 en el 1° afio
de experimentacion.
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Letras distintas indican diferencias significativas(p<=0,05)

En cuanto a los entrenudos infectados a partir de la inoculacion en la axila foliar de la
hoja unifoliada, el 1°entrenudo (basal) fue el mas afectado (4,1) continuando un sentido
acropeto hacia el 2° nudo (3,6) y siguiendo con entrenudos menos enfermos como el 3° y 4°
entrenudo (2,7 y 1,6 respectivamente) y con valor muy bajo en el 5° y 6° entrenudo. Se observa

un progreso de la enfermedad desde 1° entrenudo hacia los entrenudos superiores (Fig | 2 - 11).
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Figura I 2 - 11: Valores promedios de Severidad de entrenudos (SE %) expresados en
porcentaje de los entrenudos infectados con las 6 cepas de Colletotrichum spp (valor promedio
de las cepas) en los 3 genotipos de soja.
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Las interacciones entre los genotipos de soja implicados en este trabajo y su relacion
especifica con los aislados de Colletotrichum spp han manifestado diferencias especificas entre
ellos, donde el cv 155 con un comportamiento resistente en un 69 % de resistencia a las cepas
AC13, AC16, AC32 y AC24, cuyos hospedante son maiz, soja y mandarina respectivamente y
un comportamiento intermedio de las cepas AC1 y AC6. con respecto a los otros cultivares (F:
2,98, p: 0,0010)

El cv Corsoy con un desempefio susceptible se expresé coincidentemente con su
comportamiento en todas las cepas de AC, excepto la AC24 con un comportamiento intermedio
con respecto al Cv 155 y Cv DM4870. EI Cv DM4870 comercial, expreso una respuesta
resistente en los aislados AC1, AC6, AC13 y AC16, sin embargo, tuvo en los AC24 y AC32

un accionar susceptible (Cuadro | 2 -2).
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Cuadro | 2 -2: Cuadro de interacciones especificas entre los genotipos de soja evaluados y los

aislados de Glomerella/Colletotrichum.

Aislados (AC) 155 DM 4870 Corsoy 79
AC1 2,4 bed 13a 2,9 cdef
AC 6 3,1 defg 2,8 cdef 3,51y
AC 13 3,2 efg 3,2 efg 3990
AC 16 2,9 cdef 2,9 cdef 3,3 efg
AC 24 2,2 bc 3,1 def 2,7 cde
AC 32 2 ab 3,2 efg 3,1defg

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05).

1 2.3.2.1 Aplicacion de 4° Postulado de Koch

Con el fin de cumplimentar el 4° postulado de Koch, luego de finalizado el periodo de
pos inoculacion, se procedi6 a la cosecha de los tallos inoculados sintomaticos y asintomaticos
(Fig 1 2-12 a), se los desinfectdé y sembré en APGA hasta desarrollar colonias de G/C y

confirmar el agente causal y las pruebas de patogenicidad (Fig | 2— 12 b y c).

Fig 1 2 - 12: a: tallos se soja inoculados con el aislado AC16; b: siembra en APGA de los tallos de soja
sintomaticos y asintomaticos pos inoculacion; c: tallos de soja en APGA con signos y sintomas de
Colletotrichum spp.
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I 2.3.3 Resultados del 2° afio de experimentacion

El anélisis de la varianza que se observa en el Cuadro 1 2 - 3, se evalud la severidad
promedio (SE %) analizada en los 6 entrenudos que fueron inoculados con las 6 aislados de
G/C en los 3 cultivares de soja donde se obtuvo diferencias significativas en todas las

interacciones.

Cuadro | 2 -3: Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I)

108,87 2 54,43 11,72 <0,0001
349,88 5 69,98 15,06 <0,0001
1852,12 5 370,42 79,74 <0,0001
483,88 10 48,39 10,42 <0,0001
141,85 10 14,19 3,05 0,0008
525,32 15 35,02 7,54 <0,0001

6122,90 1318 4,65

En este 2° afo de evaluacion se buscd reafirmar la virulencia de los distintos aislados y
la reaccidn de los genotipos estudiados en cuanto a su caracter de resistencia y susceptibilidad.

La metodologia de evaluacién de la interaccion de los 3 genotipos de soja (resistente,
comercial, susceptible) y los 6 aislados G/C seleccionados, se realizo en forma similar al 1° afio
de experimentacion. En esta segunda evaluacion de los cultivares de soja los mismos
conservaron el mismo comportamiento con respecto al 1° afio de experimentacion, donde el Cv
155 de comportamiento resistente se comportd con 66 % de las cepas de G/C como resistente,
los Cv DM4870 comercial su actuacién fue entre intermedia y susceptible, el Cv Corsoy 79

tuvo un 33 % de resistencia (Fig | 2 - 13).
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Figura | 2 — 13: Comparacion de los cultivares estudiados: Cv Corsoy 79; Cv DM4870; Cv
155, obtenido a traves de los valores promedios de Severidad expresados en porcentaje (SE %)
de los entrenudos inoculados e infectados con Glomerella /Colletotrichum

Severidad Entrenudos (SE%)
25

20

15 I .

155 DM 4870 Corsoy 79
Cultivares de Soja

En cuanto a la virulencia de las cepas de G/C inoculadas, los aislados AC13 (3,8 SE %),
AC16 (3,5 SE %) y AC6 (3,5 SE %) provienen de hospedante cereal y leguminosa (maiz y soja)
de las provincias de Santa Fe y Buenos Aires se expresaron con alta virulencia. Con una
avirulencia el aislado AC24 (2,4 SE %) procendente de Helvecia — Santa Fe, cuyo hospedante
fue mandarina. Finalmente, con un comportamiento intermedio se encontraron los aislados AC1
(2,9SE %) y AC32 (2,8 SE%) aislados de los hospedante maiz y soja, oriundos de Pergamino

— Buenos Aires y Firmat — Santa Fe, respectivamente (Fig | 2 - 14).
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Figura | 2 - 14:Virulencia de las cepas de Colletotrichum spp de cada aislado: AC1, AC6,
AC13, AC16, AC24 y AC32, referenciados en la Tabla 2, expresado por el valor promedio de
Severidad de entrenudos (SE %) de antracnosis en los 3 cultivares (genotipos).
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Letras distintas indican diferencias significativas(p<=0,05).

Se evalu6 la posicion y ubicacion en los entrenudos infectados con colonias de
Glomerella /Colletotrichum en su correlacion con el progreso de la enfermedad. Se mantuvo la
misma relacion que en el 1° afio, en cuanto su sentido hacia el pice el avance de la enfermedad,
sin embargo, en este afio el 2° entrenudo fue el mas infectado siguiendo con el 3° entrenudo,

descendiendo la presencia de antracnosis hacia el 4° entrenudo (Fig 1 2 -15).
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Figura 1 2 — 15: Valores promedios de Severidad de entrenudos (SE%) expresados en
porcentaje de los entrenudos infectados con las 6 cepas de Colletotrichum spp (valor promedio
de las cepas) en los 3 genotipos evaluados.

Severidad de entrenudos (SE%)

Entrenudos infectados (EI)

En el cuadro | 2- 4 se observa la interaccion especifica entre los genotipos en estudio de
soja y los aislados de G/C que fueron inoculados en estos cultivares, de esta interaccion surgen
los siguientes resultados, el cv Corsoy tuvo un comportamiento susceptible en 66% de las seis
cepas evaluadas, mientras que el cv 155 actud en un 33% de susceptibilidad en los 6 aislados
estudiados, mientras que el cv comercial DM4870 tuvo un comportamiento intermedio entre
moderadamente resistente a susceptible. Puede observarse que las cepas AC1, AC6, AC13 y
AC16 tuvieron en este 2° afio una virulencia mucho mayor en los cv Corsoy y cv DM4870, en
el cv 155 las cepas con mayor porcentaje de severidad fueron AC6, AC32. En todos los

genotipos el 2°y 3° entrenudo fueron los de mayor porcentaje de infeccion (F:10,42; p: 0,0001).
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Cuadro I 2 -4: Cuadro de interacciones especificas entre los genotipos de soja evaluados y las

cepas de Glomerella/Colletotrichum.

Aislados (AC) 155 DM 4870 Corsoy 79
AC1 19ab 3,2 def 3,6 fg
AC 6 3,1 cdef 3 cdef 4,3 gh
AC 13 2,9 cde 3,4 ef 5h
AC 16 2,7 cde 3,3 ef 45h
AC 24 2,6 cde 2,6 bed 1,7a
AC 32 3,2 ef 2,8 cde 2,4 be

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

| 2.3.3.1 Aplicacion de 4° Postulado de Koch

Se efectuod el mismo procedimiento realizado en el 1 afio de experimentacion (I 2.- 3.2.1) para

la concrecidn del 4° postulado de Koch en los materiales evaluados en este 2 afio.

| 2.3.4 Resultados integrados de ambos ciclos experimentales

En esta etapa se evalud el comportamiento de la enfermedad, integrando ambos ciclos
agricolas donde se evaluo las interacciones genotipo (cultivares de soja) — patdgeno (aislados
de Colletotrichum spp) expresandose las mismas por la Severidad de entrenudos (SE %) en
porcentaje, evaluada en los entrenudos afectados por la enfermedad.

Los datos se analizaron mediante un ANOV A Factorial que permitio comparar 2 Ciclos
de inoculacion en los afios agricolas (1° y 2° afio), 3 cultivares (155, DM 4870 y Corsoy 79) y
6 Aislados de Colletotrichum spp y 4 Entrenudos del tallo: Factorial (2x3x6x4) y sus
interacciones. Complementariamente, se analizaron los afios individualmente, mediante

factoriales (3x6x4) para comparar comportamiento genotipos vs patdgenos y sus interacciones.

Enla Fig | 2 -16 se muestra la comparacidon de ambos ciclos agricolas, evaluada por los
valores de Severidad% (SE%) promedio de antracnosis, expresados en porcentaje en valores
promedio de los 3 genotipos evaluados. Los valores obtenidos surgen de la observacion del
grado de severidad de los entrenudos inoculados con las 6 cepas de Colletotrichum spp, los

smismos fueron 16,3 y 16,6 SE %, para el 1°’Afio y 2° Afio, respectivamente. No se observaron
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diferencias entre los ciclos de inoculaciones evaluados (F= 0.06, p < 0,8093). Adicionalmente,
se observaron diferencias significativas en las interacciones afio x aislados fungicos (F= 3.91;
p< 0,0016) y cultivares x aislados (F=5,11; p<0,0001) (Cuadro | 2 —5).

Cuadro | 2 -5: Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

_ 2861,20 28 102,19 18,46 <0,0001
_ 48,49 1 48,49 0,06 0,8093
_ 137,92 2 68,96 12,46 <0,0001
_ 346,48 5 69,30 12,52 <0,0001
_ 1930,13 3 643,38 116,22 <0,0001
_ 6,74 2 3,37 0,61 0,5443
_ 108,29 5 21,66 3,91 0,0016
_ 283,15 10 28,31 5,11 <0,0001
_ 2861,20 28 102,19 18,46 <0,0001

Figura | 2 -16: Severidad de entrenudos expresada en porcentaje (SE %) de antracnosis en los
3 genotipos de soja (valor promedio), inoculados con las 6 cepas de Colletotrichum spp en los
dos ciclos evaluados.

Severidad de entrenudos (SE %)
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18,8 16.3a 16.6 a
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0,0 1

Afios de experimentacion
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes p > 0,05
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En la Fig | 2 -17 se muestran los valores de SE% promedio de antracnosis registrados
en los cultivares de soja utilizados, causados por 6 aislados de Colletotrichum spp en los dos
ciclos de inoculaciones (1° y 2° afio de experimentacion). EI cv155 resultd ser el mas resistente
con un valor de 14,2 SE %, el cv DM4870 con una reaccion intermedia de 16,3 % SE y el cv
Corsoy79 fue el més susceptible de los genotipos evaluados con valores de 18.7 SE %. Las

diferencias entre los valores de SE % mostrados fueron significativas (F: 12.46; p<0,0001).

Figura | 2 -17: Severidad expresada en porcentaje (SE%) de antracnosis en los entrenudos de
los tres genotipos estudiados: 1: Cv Corsoy 79; 2: Cv DM 4870; 3: Cv 155.
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Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

La respuesta fenotipica resultante de la interaccion de los 3 genotipos con las cepas de
Colletotrichum spp expresada en SE % promedio, fue observada y sostenida en ambos ciclos
de inoculaciones.

Complementariamente se analizo la distribucion basipeta y acropeto de la enfermedad
en cuatro entrenudos del tallo, observandose diferencias significativas, (p <0,0001) a partir del
2° entrenudo que se defini6 como punto de inoculacion (P1). Las inoculaciones resultaron
fenotipicamente mas efectivas en el 2° y el 1° entrenudo, mostrando entre 23,7 y 20,8 SE %
promedio, respectivamente. El progreso espacial acropeto de antracnosis alcanzd niveles
decrecientes que varian entre 15,4 y 6,1 SE%, para el 3° y 4° entrenudos, respectivamente.
(Figura 12 -18), quedando los entrenudos superiores con valores de 1 SE % (F: 116,22, p
<0,0001).
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Figura | 2 — 18: Efecto de la antracnosis en los genotipos de soja, sobre los entrenudos
infectados con diferentes aislados de Colletotrichum spp.
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Los resultados observados en la virulencia de los 6 aislados de Colletotrichum spp
inoculados en los 3 genotipos estudiados se comportaron diferencialmente. ElI AC1
(Hospedante: maiz, Localidad: Pergamino — Buenos Aires) y AC32 (Hospedante: maiz;
Localidad Firmat - Santa. Fe) resultaron ser los aislados menos virulentos con niveles entre 10,1
y 12,7 SE% promedio respectivamente al interactuar con los cultivares evaluados. El aislado
de virulencia intermedia fue el AC6 (Hospedante: maiz; Localidad: Bombal- Santa. Fe), con
un valor de 16.5 SE%. Las cepas AC13 (Hospedante: maiz; Localidad: Elortondo — Santa. Fe)
y AC16 (Hospedante: soja; Localidad: Banderalé — Buenos Aires) ambas con valores de 18,6
SE% evidenciaron ser virulentas junto con el AC24 (Hospedante: mandarina; Localidad:
Helvecia — Santa. Fe) aislado de una especie arborea y frutal, con valor con de 21,3 SE % result6
ser la mas virulenta a partir de todas las interacciones evaluadas (Fig. | 2 - 19). (F: 12,52,
p:<0,0001).
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Figura |1 2 - 19: Severidad de entrenudos (SE%) promedio expresada en porcentaje de
antracnosis causa por la virulencia de las 6 cepas de Glomerella/Colletotrichum
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Las interacciones registradas entre los aislados fungicos por ambiente (afios) resultaron
diferenciales y/o especificas (F: 3.91, p: 0,0016) (Fig. | 2-20). Las cepas AC1, AC32 mostraron
los menores valores de SE % de enfermedad en los entrenudos del tallo, considerandose como
avirulentos en ambos ciclos, aunque difieren su virulencia en ambos afios, donde el AC1 se
manifesto con un valor de 9,1 para el 1° afio y 12,7 en el 2° afio, mientras que el AC32 tuvo un
menor valor de 12,6 SE% y 12,8 SE % en el 1° y 2° afio respectivamente, observandose un
incremento de la severidad en el 2° afio del AC1, sin embargo en esta interaccion fueron los

menores valores obtenidos.

Las cepas AC6 y AC13 mantuvieron su nivel de virulencia en ambos afios, aungque con
niveles de 16,5 SE % para AC 6 en ambos afios y de 19,4 SE %, en el 1° afio y 17,.8 en el 2°
afio para el AC13. Para el aislado AC16 se comport6 de manera diferencial en ambos afios, con
una mayor virulencia en el 2° afio con un valor de 21,6 SE % y de 15,4 en el 1° afio, el AC24
también manifesto una virulencia disimil en ambos afios con una severidad de 24,2 SE %y 18,3
SE % en el 1° y 2° afio respectivamente. Estos resultados ponen de manifiesto el efecto del

ambiente sobre el comportamiento fungico. (Fig | 2 - 20). En el 1° afio la interaccion ambiente
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por aislado muestra una virulencia mayor en las cepas AC6, AC13 y AC16 con valores entre
15,4y 16,5 SE %; el AC24 (24,2 SE %) si bien puede considerarse dentro grupo, supero el
valor de los aislados mencionados anteriormente, por lo que se considera con una virulencia
mayor. Con un comportamiento bajo el AC1 y el AC32 en ambos afios. En el 2° afio los ACG,
AC13 y AC24 tuvieron valores intermedios y con una mayor virulencia el aislado AC16 (Fig
12 - 20).

Figura I 2 - 20: Interaccién aislado fangico (6 aislados) Colletotrichum x ambiente (2 afios),
evaluado segun la variable Severidad % promedio de antracnosis en los entrenudos sintomaticos
del valor promedio de los 3 genotipos.
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Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Esta interaccion entre genotipo y ambiente expreso diferencias significativas (F: 0,61,
p: 0,5443).

En el analisis del comportamiento de los diferentes genotipos de soja evaluados en la
integracion de ambos ciclos agricolas (afios), mostraron diferencias significativas. En el 1° afio
el cv Corsoy 79 que se manifestd como susceptible se comport6 con altos valores de virulencia
en ambos afios. El cv DM 4870 es un cultivar comercial que tuvo un comportamiento diferencial
y mayor en el 2° afio, pero se mantuvo en un estado intermedio en ambos afios, el cv 155 de
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comportamiento resistente, también muestra una severidad mayor en el 2° afio, pero continua

su actuacion como cultivar resistente frente al cv Corsoy79 (Cuadro | 2— 6; Fig. | 2 - 21).

Cuadro | 2 - 6: Cuadro de interacciones especificas entre los dos ciclos evaluados (afios) y los
genotipos de soja evaluados.

ARos Genotipos medias
1 Cv 155 13.9 a
2 Cv 155 14.6 ab
1 CvDM 15.9 abc
2 CvDM 16.8 b cd
2 Cv Corsoy 79 18.5 cd
1 Cv Corsoy 79 19.3 d

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

Figura | 2- 21: Interaccion cultivares x ambiente (2 Afos), evaluado segln la variable
Severidad promedio de antracnosis en los entrenudos (SE %) sintomaticos de los 3 genotipos.
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En las interacciones especiificas entre los genotipos de soja (cv) evaluados y los 6
aislados de Colletotrichum spp (AC) fueron significativas (F: 5,11; p: <0,0001), en cuanto a

esta interaccion, se evalud por separado cada cultivar donde:
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cv Corsoy 79 considerado en su comportamiento como susceptible a la antracnosis
causada por cuatro (83 %) de los seis aislados de Colletotrichum spp evaluados. Registrd los
mayores valores de SE % promedio en entrenudos: 18 a 24 %, y particularmente para cada
interaccion: AC6, AC13, AC16, AC24 y AC32. Solo en la interaccidn de este cultivar con la
cepa AC1 el cultivar se comportdé como intermedio entre los Cv 155 y Cv DM 4870. (Fig 12 -
22, Cuadro 12 -7).

cv 155, sefialado previamente un genotipo de buen comportamiento con un valor de 67
SE % frente a algunas cepas de Colletotrichum spp causales de antracnosis (Devine et al.,
1981). Mostrando tres patrones de comportamiento diferenciales seglin las interacciones
establecidas con los aislados AC. Se comporté como resistente frente a AC32, AC24 y AC16
y un comportamiento moderadamente resistente frente al AC6. Mientras que se manifesto
fenotipicamente susceptible frente a la cepa AC1, mientras que el AC13 tuvo una actuacion
intermedia y similar en los 3 cultivares (Fig 12 - 22, Cuadro 12 - 7).

Por su parte, el cv DM4870 comercial resultd tener un comportamiento resistente al
interactuar con AC1 que reflejé una actuacion como avirulento en esta interaccion, por el
contrario, resultd altamente susceptible al interactuar con AC24 que se expresé como muy
virulento en esta interaccion. Se observa ademas otras interacciones donde DM4870 manifestd
un comportamiento de susceptibilidad intermedia frente al resto de las cepas (Fig 12 - 22,
Cuadro 12 -7).

Cuadro I 2- 7: Cuadro de interacciones especificas entre los 3 genotipos de soja y las 6 cepas

de Glomerella /Colletotrichum inoculadas.

Genotipo (cv) Aislados (AC) Medias

155 AC 32 7,14 a
DM 4870 AC1 9,84 ab
Corsoy 79 AC 1 10,97 abec
155 AC1 11,89 abcd
DM 4870 AC 32 13,38 bcde
155 AC 24 14,36 bcdef
DM 4870 AC 6 14,76 cdef
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155 AC6 15,78 def
DM 4870 AC 16 16,23 def
Corsoy 79 AC 32 17,52 e fghi
155 AC 16 17,76 efg
DM 4870 AC 13 18,24 fg
155 AC 13 18,53 fg
Corsoy 79 AC6 18,87 fg
Corsoy 79 AC 13 19 fg
Corsoy 79 AC 16 21,54 g h
Corsoy 79 AC 24 23,88 h
DM 4870 AC 24 25,48 h

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Figura 1 2 — 22: Valores promedios de Severidad expresada por el porcentaje (%) de
antracnosis observadas en los entrenudos infectados de 3 genotipos de soja con las 6 cepas de
Glomerella /Colletotrichum.
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I 2.3.5 Primer reporte de distribucion atipica de signos de Glomerella /Colletotrichum

El 10 % de los tallos inoculados presentaron acérvulas distribuidas en forma alineada y
asociada a los tejidos de sostén, colénquima y esclerénquima (pared celular primaria engrosada
y lignificada) (Fig. | 2 - 23 a-c). Las acérvulas fueron observadas e identificadas mediante la
caracterizaciobn macro y micro-morfolégica del patdégeno en laboratorio. El resultado
presentado aporta un dato de suma importancia en la evaluacién de cultivares a campo, ya que
esta distribucion de las fructificaciones asexuales suele estar asociada a otra enfermedad, el
Tizon de tallo y vaina causado por Phomopsis phaseoli var. sojae y P. longicolla, perteneciente

al complejo de las enfermedades de final de ciclo reproductivo de soja.

: N Ry T
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Fig 1 2 - 23: a - c) Tallo de soja inoculado con presencia de acérvulas (signo de Colletotrichum spp)

distribuidas en forma alineada; d) Acérvulas distribuidas al azar y en forma alineada; e y f: Tallo de soja
inoculado con presencia de acérvulas distribuidas al azar.
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| 2.4 DISCUSION

Respecto a la ocurrencia de antracnosis en el cultivo de soja, varios autores (Ramoset
al., 2013; Carmona et al., 2009; 2011) informaron sobre dos patdgenos que estan
frecuentemente asociados a este cultivo, estos son: Colletotrichum truncatum (Schwein).
Andrus & W.D Moore y C. destructivum O'Gara, [= Glomerella glycines Lehman & F.A. Wolf]
causando importantes pérdidas para el pais. En nuestros estudios experimentales, repetidos en
dos ciclos, se aislaron los patogenos: C. gloeosporioides, C. graminicola y C. truncatum
(grupos I y 1) en el cultivo de soja corroborados morfoldgica y molecularmente, provenientes

de hospedante maiz, mandarina y sojade diferentes regiones agroecoldgicas.

Los aislados provenientes de hospedante maiz y mandarina, C. graminicola y C.
gloeosporioides respectivamente, fueron los patdégenos que causaron mayor severidad de

entrenudos afectados en los genotipos de soja evaluados

Estos resultados nos interpelan en el manejo cultural de este cultivo, principalmente en
las rotaciones maiz — soja, donde la tasa de inoculo de C. graminicola sobre rastrojos de maiz
esta latente y en crecimiento exponencial sobre el cultivo de soja, ampliando el espectro de
especies de Colletotrichum spp que afectan al mismo. Se presenta como un primer reporte la

infeccion de C. graminicola en genotipos de soja.

En este trabajo de tesis se comprobd molecular y morfologicamente la presencia de C.
gloeosporioides en mandarina y en soja; Cabrera et al (2001) en el examén de muestras
recolectadas a campo, observaron la presencia constante de C. gloeosporioides, pero las pruebas
de patogenicidad fueron positivas solamente con la cepa de C. truncatum truncata en plantas

de soja.

Chen (2006) comunicé que los aislados de C. truncatum eran mas virulentos que los
aislados de C. gloeosporioides, por confirmacion fenotipica de la sintomatologia tipica y
severidad de antracnosis. Sin embargo, en este trabajo de tesis se ha evidenciado la presencia
de C. gloeosporioides, proveniente de los hospedantes: soja y mandarina, y C. graminicola del
hospedante maiz, como las cepas mas virulentas en la infeccion de los entrenudos en todos los

genotipos, en ambos afios agricolas estudiados.

En cuanto a la sintomatologia, se ha encontrado una alineacion de las acérvulas en los

tallos inoculados, aportando un dato de suma importancia en la evaluacion de cultivares a
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campo, donde esta distribucion alineada suele estar asociada a otra enfermedad (Tizon de tallo
y vaina por Phomopsis phaseoli var. sojae y P. longicolla), por lo tanto, es prioritario la
evaluacion a campo y su corroboracion en laboratorio para certificar eficientemente la presencia

de antracnosis.

Nuestros resultados coinciden con Khan y Sinclair (1992), con respecto a la etapa de
latencia de Colletotrichum spp, informando que la antracnosis en soja es una enfermedad de
toda la planta, donde la infeccién de raiz y parte aérea de la planta puede estar inicialmente
latente y por lo tanto no ser advertida, en coincidencia con Sinclair (1991) ratificando estas
infecciones latentes en otros hospedantes ademas de soja. Las plantas de soja son suscetibles a
Colletotrichum spp en todas las etapas de desarrollo, pero los sintomas aparecen en las primeras
etapas reproductivas (R1 y R2 escala fenoldgica segun Fehr y Caviness) (Sinclair et al., 1991).
En nuestro trabajo, la presencia de antracnosis se manifestd en etapas vegetativas, sintomatica
y asintomaticamente, esta Ultima etapa en forma latente, se expreso fenotipicamente al realizar

los postulados de Koch, estando en coincidencia con los autores antes mencionado

Respecto de la respuesta de resistencia y/o susceptibilidad de los genotipos evaluados
en los dos ciclos agricolas, se mantiene el mismo comportamiento, calificando al cv 155 como
resistente, el cv DM comercial como un genotipo intermedio y el cv Corsoy susceptible. Sin
embargo, al estudiar en forma independiente cada ciclo, podemos observar diferencias. En el
1° afio el cv 155 respondid en su caracter de resistente o moderadamente resistente a los
aislados, mientras que en el 2° afio su respuesta fue resistente a moderadamene resistente frente
a 4 de los aislados estudiados, expresando un comportamiento susceptible con C.
gloeosporioides. EI ambiente considerado, uno de los factores que integran el triangulo de
enfermedad, presentd condiciones de temperatura superiores a 30° C, baja humedad y
precipitaciones, estas condiciones no son las preponderantes para la enfermedad, ya que el
desarrollo de Colletotrichum spp es favorecido con temperaturas superiores a 25°C, altas
precipitaciones y humedad (Hartman et al., 1999). Sin embargo, el porcentaje de severidad de
entrenudos infectados fue mayor en este 2° afio. Por esta razon consideramos que se ha
ampliado el espectro de condiciones predominantes de la antracnosis. Otro aspecto a tener en
cuenta en esta discusidn, es la severidad de C. graminicola sobre genotipos de soja, denotando

una agresividad mayor de los aislados provenientes de hospedante maiz.
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En cuanto al cv Corsoy en el 2° afio solo afirmé su resistencia frente a los aislados de
C. gloeosporioides, mientras que a C. graminicola tuvo una respuesta susceptible a
moderadamente susceptible; por otro lado, el cv comercial DM 4870 tuvo un comportamiento
intermedio en los dos ciclos agricolas. Analizando los dos ciclos integrados, los genotipos
respondieron satisfactoriamente en la evaluacion de su comportamiento. En lo referido a los

aislados de G/C los provenientes de maiz fueron los de mayor virulencia.

En coincidencia con Chongo et al., 2000, tanto la temperatura como el genotipo afectan
significativamente la incidencia de la enfermedad; el tamafio de la lesion y la esporulacion. La
temperatura éptima para el desarrollo de la antracnosis en lenteja ocurre con temperaturas entre
20 - 24 ° C, independientemente del nivel de resistencia del hospedante, sin embargo, con
temperaturas de 28 °C la frecuencia de las lesiones aumento, pero con lesiones de menor
tamafo. Por su parte, las temperaturas mas bajas reducirian la cantidad de esporulacion del
patogeno, el tamario de la lesion y la gravedad general de la enfermedad. En el presente trabajo
las temperaturas medias fueron entre 25 -30 © C en ambos afos, si bien se compara lenteja y
soja, ambas son leguminosas (familia fabaceae), en este caso la temperatura incidiria en la
capacidad de esporulacion y colonizacion el patdgeno y en consecuencia en el tamafio de las

lesiones y nivel de severidad.

En la colonizacion de los vastagos por Colletotrichum spp, Klingelfuss et al (2001)
manifestaron una infeccion latente de antracnosis, donde los segmentos de la porcién
intermedia presentaron el menor nivel de colonizacion mientras que en la base y en la parte
superior fueron superiores en la etapa R5 a R7 (inicio de formacion de semillas hasta inicio de
maduracion, escala fenolégica segin Fehr y Caviness). Nuestros estudios nos muestran un
sentido ascendente de la enfermedad manifestando los mayores valores entre el 1° y 3°
entrenudo. Considerando que el rastrojo que queda sobre la superficie en los sistemas de
siembra directa, estamos en presencia de 1° y 2° entrenudo, aumentando la fuente de inoculo
predisponente para un cultivo de soja 0 maiz. En lotes de cultivos extensivos que provienen de
frutales, un rastrojo no cereal como la mandarina, de acuerdo al presente estudio, actuaria como
fuente de indculo latente para una préxma siembra de soja sobre el mismo, ya que en base a

nuestros resultados la infeccidn a partir de este no cereal a la leguminosa, resulto positiva.

Al analizar el grupo de asilados de mayor virulencia: AC13, AC16 y AC24, se detecta

que el ambiente del 1° afio de experimentacion fue mas propicio para el AC13 y AC24 vy el
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ambiente del 2° afio de experimentacion fue més favorable para AC16 frente a los 3 genotipos
de soja evaluados. Este ultimo ambiente también favorecid al AC1, mientras que el
comportamiento de AC6 y AC32 fue indiferente al ambiente en ambos afios evaluados. No
obstante, se evalué una mayor virulencia de las cepas en el 2° afio, donde se observé la
influencia del ambiente sobre el cultivar y el patdgeno. Esta respuesta puede deberse a que la
antracnosis es una enfermedad de amplia distribucidn en regiones de clima célido, de acuerdo
con Hall et al., (1994) y Hartmann et al., (1999), en regiones tropicales a subtropicales, donde
las infecciones suelen ocurrir con la presencia de lluvia, rocio o niebla, que proporcionan

humedad por periodos de 12 horas 0 mas, que estimulan la germinacion de los conidios.
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I 2.5 CONCLUSIONES

El método de inoculacion por inyeccion en la axila de la hoja unifoliada a partir del 1°
entrenudofue positivo para el cumplimiento del objetivo.

Se confirmd el postulado de Koch 3 (inoculaciones e infecciones efectivas) y el
postulado de Koch 4 (reaislamiento del patdgeno causal) para antracnosis en soja.

La escala de severidad aplicada para cuantificar la antracnosis a nivel de los entrenudos
del tallo, permitié diferenciar el comportamiento de los genotipos de soja (resistente /

susceptible) y fungicos (avirulento / virulento).

En los dos ciclos de evaluacion se diferenciaron 3 tipos de genotipos de acuerdo a su

respuesta frente al patégeno: resistente, intermedio y susceptible.

La distribucion de la enfermedad en los 6 entrenudos evaluados tuvo un avance acrépeto
y basipeto a partir del 2 entrenudo, teniendo niveles decrecientes para el 3° y 4°

entrenudos.

El aislado AC 24 (C. gloeosporioides) obtenido de mandarina fue el mas virulento en

generar antracnosis en soja.

El aislado AC13 (C. graminicola) obtenido de maiz, no gener6 comportamientos
diferenciales (resistentes / susceptibles) en los genotipos de soja infectados, mientras
que frente al AC1, también de maiz, el genotipo resistente de soja fue fenotipicamente

susceptible.

El 10 % de los tallos inoculados presentaron acérvulas distribuidas en forma alineada,

sintomatologia no reportada en antracnosis.
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Capitulo 2
Caracterizacion de las interacciones entre cultivos y el complejo Glomerella /

Colletotrichum y deteccion de fuentes de resistente a la enfermedad

Seccién I1: Maiz

Objetivo Especifico:

Caracterizar el comportamiento (avirulencia/virulencia) de los diversos aislados del complejo
fungico y la reaccion (resistencia/susceptibilidad) de los hospedantes en base a la observacion

fenotipica, e identificar fuentes de resistencia a la enfermedad en los cultivos evaluados.

11 2.1 INTRODUCCION

El maiz, Zea mays L., es el segundo cultivo mas importante de la Argentina luego de la
soja, con una participacion del 24% de la produccion total de granos del pais. Desde 1997 se
verifico un gran crecimiento del area sembrada con soja, alcanzandose una relacion de casi
cuatro hectareas de soja por una de maiz. Sin embargo, la imposibilidad de su reemplazo como
materia prima en diversas industrias y la necesidad de una agricultura sustentable a través de su
participacion en la rotacion de cultivos, sigue teniendo un aporte sustancial en el sistema
agricola en la actualidad. Asimismo, el aumento de los precios internacionales a partir de 2006,
determinan significativamente que el area sembrada con maiz presente una tendencia creciente
(Maizar, 2013).

La produccion de maiz se concentra en las provincias argentinas de Buenos Aires,
Cordoba y Santa Fe, que en conjunto conforman la zona nucleo, la cual concentra un poco mas
del 70% de la superficie total sembrada con maiz (Maizar, 2013). El area sembrada en elciclo
2017/18 fue de 7 Mha, con una produccion de 51.5Mt (Informe Bolsa de Comercio, 2018). Para
elciclo 2019/2020 de confirmase las 6,9 Mha de siembra de maiz, se estaria frente a una base
cosechable de 5,9 Mha. Esto permitiria proyectar un ciclo de maiz con un volumen cercano a
los 47,5 Mt.

Los hongos son los patdgenos que causan las pérdidas econdémicas mas importantes a
nivel mundial (Agrios, 2005). Se estima que aproximadamente el 40% de la produccién agricola

se pierde cada afio debido principalmente a las infecciones fungicas (Oerke et al., 2006; Cuming
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et al., 2009; Flood et al., 2010; Fisher et al., 2012) y las consecuencias del creciente cambio

climatico se espera que estas pérdidas se incrementen aun méas (Gregory et al., 2009).

Las especies de Colletotrichum spp causan enfermedades por antracnosis en cereales y
pastos en todo el mundo, al menos en 42 géneros de la familia poaceae. Aunque se conocen
mejor como patdgenos en cereales, cepas endofiticas de Colletotrichum cereale encontradas
recientemente en la naturaleza, han sido reportadas en gramineas de la subfamilia poideae,
incluyendo el Trigo, el Pasto Orchard, el Wildry canadiense y el Pasto Bromo Liso (Triticum
aestivum, Dactylis glomerata, Elymus canadensis y Bromus inermis respectivamente) (Crouch
y Beirn, 2009c).

La antracnosis en maiz es una de las enfermedades mas importantes en America del
Norte y Sudamerica, las Antillas y Asia, afectando el follaje, el tallo y los granos (Kumar et al.,
2006) En nuestro pais, la antracnosis de la hoja y podredumbre de tallo son causadas por el
hongo Colletotrichum graminicola (Teleomorfo Glomerella graminicola).

En Argentina fue descripta la enfermedad en 1957, adquiriendo importancia en el ciclo
1982/83, manifestando una mayor intensidad en la zona de Pergamino (Buenos Aires) en el
periodo 1989/90. Este patdgeno al colonizar al hospedante pudre los tallos, que se vuelven
fragiles, y finalmente induce que las plantas se marchiten, se vuelquen al suelo y mueran. “El
impacto socio econdmico que tiene la enfermedad en los cultivos es altisimo, existen reportes
que evidencian pérdidas del 90 por ciento en algunas regiones de Estados Unidos. Hubo casos en
India donde esta enfermedad afect6 la totalidad del cultivo de sorgo, fundamental para la
alimentacion humana en esa regién, y también se registraron pérdidas de hasta el 100 por ciento

de la cosecha de soja en dicho pais” (Vargas, 2016).

Es una enfermedad econdmicamente importante a nivel mundial, que estimula nuevas
lineas de investigacion sobre la genética de Colletotrichum, la patologia y las interacciones
hospedante - patdégeno. Nicholson (1992), Bergstrom y Nicholson (1999), Vaillancourt et
al.(2000) y Crouch y Beirn (2009c) proporcionaron revisiones exhaustivas de C. graminicola

como patodgeno del maiz.

Se consideraba que C. graminicola era sélo un patdgeno del maiz en América del Norte.
Esta percepcion cambié después de varias epidemias severas de antracnosis de la hoja que
ocurrieron durante 1970 en el norte-central y el este de los Estados Unidos, para luego

extenderse por toda América. Boning y Wallner (1936) describieron por primera vez la
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marchitez y la podredumbre del pie en el maiz, el hongo fue aislado en cultivo puro y lo
identificaron como C. graminicola.

El hongo C. graminicola, cuyo hospedante es maiz, tiene un amplio rango de
hospedantes entre especies cultivadas y especies silvestres de cereales y pastos. Colletotrichum
spp puede causar enfermedades destructivas de avena, trigo, centeno y, en menor medida, de
maiz y cebada (Rekha, 2006). Afecta todas las partes de la planta y se puede encontrar en
cualquier momento durante la estacion de crecimiento, observandose con mayor frecuencia en
hojas y en la podredumbre del tallo (cafia) a la madurez o cerca de antesis (Bergstrom and
Nicholson, 1999). También suele observarse sobre plantulas y plantas adultas a senescentes.

Vaillancourt et al. (1991) expresa que C. graminicola puede cultivarse facilmente bajo
una variedad de condiciones y es muy adecuado para estudios fisiologicos y bioquimicos en el
laboratorio y en condiciones de invernadero.

Al revisar todos los hongos Coelomycetes, Chowdhury et al. (1936) estudio la
morfologia del patdgeno e informd que las setas eran de color marron oscuro a negro, de color
claro en las puntas, no ramificadas, 2-5 septadas, mas anchas en la base y disminuyendo
gradualmente hacia el &pice, midiendo hasta 170 um de longitud y 4-6 um de ancho. Los
conidiéforos estaban llenos, hialinos y median 2 — 7 x1-2 um. Los conidios fueron falcados con
uno o dos globulos centrales de aceite y miden 17 — 32 X 4-6 um de diametro. Los detalles
morfologicos reportados por Tiffany y Gilman (1954), no difirieron apreciablemente y
midieron conidios entre 18-31 x 3,5 - 4 um. Por otra parte, Sutton (1966) informé que los
conidios de C. graminicola median entre 21-32 x 3-7 um (longitud y ancho). Las setas eran
negras, midiendo 175 um de longitud y 4-6 pum de ancho en su base; las setas imparten color
negro a las acérvulas, luego en 1980 observé que las colonias de C. graminicola se difundian
con margenes irregulares, el micelio aéreo era esponjoso y gris. Las masas conidiales era de
color naranja salmén, las setas fueron abundantes, los conidios falcados, fusiformes con una
medicion de 23,5 — 29,0 x 3,5 — 5,0 um esto denotaria la especie graminicola auténtica, del
género Colletotrichum spp.

Sukno et al (2008) identificaron a C. graminicola como patdgeno de maiz estableciendo
una vision general de la biologia, el ciclo de vida y el proceso de infeccion del mismo, utilizando

el sistema de cultivo de maiz (Fig Il 2 - 1).
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Ciclo de vida de
Colletotrichum graminicola
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Fig 11 2 -1: Ciclo de vida de Colletotrichum graminicola (imagen tomada de Sukno, 2008).

Una vez geminadas las conidias, la penetracion de C. graminicola se produce por el
ingreso a través de los estomas o por la epidermis donde se adherien, desarrollandose un tubo
germinativo, formandose luego un apresorio que permite atravesar la cuticula del hospedante.
Inicialmennte se produce una breve fase de biotrofa, y luego una etapa necrotréfica a partir de

la formacion de hifas secundarias (Sanz Martin et al., 2016).

La germinacién de los conidios y la formacion del apresorio se producen por debajo de
los 35 °C. Los conidios son de corta duracién y sensibles a la desecacion, la exposicion al aire
seco por mas de 5 horas puede reducir la germinacién de los mismos al 98%. Las infecciones
ocurren si la lluvia, el rocio o la niebla proporcionan humedad libre por periodos de 12 horas o
mas para la dispersidén de esporas. La informacidn sobre las condiciones ambientales que
promueven el desarrollo de la enfermedad es poco precisa, la produccion de esporas se ve

favorecida por humedades relativas altas y temperaturas que oscilan entre 21y 27 °C.

139



Los tipos de reaccién exhibidos por seis lineas de sorgo a aislados de C. graminicola
fueron similares tanto en campo como en invernadero, la gravedad de la enfermedad fue mas

intensa a campo (Rekha, 2013).

El anélisis RAPDs ha demostrado ser una técnica Gtil para la deteccion del polimorfismo
entre razas de hongos patdgenos de plantas (Ouellet y Seifert, 1993; Manulis et al., 1994).
Guthrie et al., (1992) utilizaron esta técnica para diferenciar aislados de C. graminicola del
sorgo. Se encontr6 una mayor diversidad genética utilizando analisis de RAPDs que analisis de
virulencia en los diferenciales del hospedante (Casela et al., 1993).

C. graminicola es un patégeno que muestra variabilidad patogénica en el desarrollo e
induce una resistencia efectiva en el hospedante, siendo el factor de resistencia un medio
confiable y econdmico para el manejo de enfermedades. Los distintos enfoques planteados para
minimizar el efecto de la antracnosis han tenido diferentes éxitos, dependiendo de los sistemas
patogénicos. El mejoramiento para resistencia sigue siendo el método mas préactico y factible
para controlar las enfermedades de las plantas, sin embargo, es dificil de acompafar en el

desarrollo de patdgenos mas virulentos (Rekha, 2013).

El objetivo del presente capitulo fue caracterizar el comportamiento
(avirulencia/virulencia) de los diversos aislados del complejo fungico y la reaccion
(resistencia/susceptibilidad) de los genotipos de maiz evaluados (hospedante) e identificar

fuentes de resistencia a la enfermedad.
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I1 2.2 MATERIALES Y METODOS

Il 2.2.1 Ajustes Metodoldgicos. Aplicacién del 3°Postulado de Koch con los aislados

identificados en Capitulo 1.

Para el cumplimiento de los postulados de Koch (PK), el PK 2 (aislamiento e identificacion
fue realizado en el Capitulo 1y los postulados 3 y 4 (inoculacion y pruebas patogénicas) de la
interaccion planta, patogeno y ambiente (IPPA) se realiz6 en el Capitulo 2, seccion soja y maiz,
que establecen una relacion de causalidad entre un patdgeno y la enfermedad que podia causar.
Se llevaron a cabo experimentos preliminares en condiciones de invernadero y/o cadmara de
crecimiento (Fig 11 2 - 2 ay b), a fin de realizar ajustes metodoldgicos en cuanto a condiciones
ambientales conducentes a la expresion de la enfermedad, formas de inoculacion y escalas de
evaluacion. Durante el desarrollo de los mismos se comenzé a caracterizar el comportamiento
de genotipos vegetales segun la sintomatologia externa o expresién fenotipica de su reaccion
de resistencia/susceptibilidad y la expresidn de avirulencia/virulencia de los aislados fungicos.

Fig Il 2 -2: a: invernaculo donde se realizaron las inoculaciones; b: planta de maiz preparada para ser inoculada
en invernadero.

2.2.1.1 Material bioldgico fungico y vegetal

Tal lo sefialado en el Capitulo 1 se recolectaron cafias de maiz con sintomas del
complejo Glomerella/Collectotrichum (G/C) de diferentes localidades (Tabla Il 2 - 1) y se
selecciond un grupo de aislados con caracteristicas bio-ecoldgicas diferentes e identidad
validada morfolégica y molecularmente (Cap 1). Los mismos fueron multiplicados en APGA,
en el laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Cs. Agrarias, UNR (Fig. 1l 2 - 3), a fin de
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inocularlos y poder evaluar sus cualidades de avirulencia/virulencia al interactuar con el grupo
de genotipos (lineas e hibridos) de maiz difundidos en la zona nicleo como otro de los cultivos
hospedantes en estudio. Se solicité a empresas semilleras los genotipos vegetales con
antecedentes de reaccion diferencial y si fuese accesible, genotipos portadores de genes de

resistencia identificados (Cap 1).

Fig Il 2 - 3: a-b: Colonias de diferentes aislados de Colletotrichum seleccionados para ser multiplicados en APGA
y posteriormente inoculados en condiciones de invernadero.

Tabla 11 2 - 1: Detalle de codificacion, localidades agro ecoldgicas de procedencia y
hospedante de aislados de Colletotrichum spp (AC) utilizados en el ajuste metodoldgico.

Aislados de Procedencia Hospedante de
Colletotrichum spp (AC) origen
AC1 Pergamino (Buenos Aires) Maiz
AC6 Bombal (Santa Fe) Maiz
AC17 Entre Rios Maiz

Los materiales genéticos de maiz utilizados fueron: H1979 Syngenta y Sygenta 747, que
fueron inoculados con los aisladosde Colletotrichum spp (AC) seleccionados:AC1, AC6 y

AC17 con caracteristicas bio-ecoldgicas diferentes (Tabla Il 2 - 2).

Tabla Il 2 - 2: Caracteristica de los hibridos comerciales de maiz inoculados con diferentes
aislados de Glomerella-Colletotrichum en condiciones de invernadero durante el ajuste
metodoldgico.

Hibrido Resistencia / Susceptibilidad
Syngenta 747 Moderadamente susceptible o susceptible
Syngenta H 1979 Moderadamente resistente

142



Para los experimentos de ajuste metodoldgico en invernadero, de cada uno de los genotipos
de maiz utilizados, se sembraron 3 semillas en macetas de 25 cm de diametro conteniendo una
mezcla de suelo y arena en una proporcién 2:1. Se realiz6 un raleo y se conservaron dos plantas
por maceta para luego ser inoculadas (Fig Il 2 - 4).

El disefio de experimento utilizado para las inoculaciones fueron 3 bloques, cada bloque
consta de 3 macetas por genotipo (2 o 3 semillas por maceta), 6 a 9 plantas por interaccion
planta — patégeno (IPP), con un minimo de 5 plantulas por bloque, dentro de cada bloque se
sumo ademds una maceta testigo con 2 semillas por maceta.

La inoculacion se realizo entre las vainas y ldminas de plantulas de maiz con 3 a 5 hojas,
donde se ubicé una porcion de micelio entre las vainas y ldminas foliares acartuchadas. (Fig Il
2-4).

Figura 11 2 -4: planta de maiz para inocular (las flechas indican el lugar de la inoculacion).

La totalidad de las plantas (inoculadas + testigos) fueron mantenidas en un ambiente con
alta humedad relativa en los dias posteriores a la inoculacion, a fin de asegurar la infeccion y el

progreso de la enfermedad.

11 2.2.1.2 Propuesta de Escala de Severidad

Se presentd una propuesta de una escala de severidad y la evaluacién del punto de
inoculacion mas efectivo para las nuevas inoculaciones y evaluaciones. Las reacciones fueron
evaluadas cada 10 dias posterior a la inoculacion (dpi) y hasta finalizar el ciclo de cultivo, en
esta instancia se evaluaron los siguientes parametros (Incremona et al., 2011).

143



a) Incidencia en entrenudos (IE%): nimero de entrenudos necrosados / el numero total
de entrenudos evaluados x 100)

b) Severidad % o area sintomatica en cada entrenudo (SE%): Escala de 5 grados (sano;
hasta 25; 50; 75 y 100% de area con sintomas de antracnosis):se confecciono la escala
tomando como base la escala de Nash & Jansen (1973), la cual fue modificada para la
evaluacion de Colletotrichum spp en cafias de maiz. La misma estd basada en el
porcentaje (%) de tejido afectado (severidad para cada entrenudo) y define 5 grados: 1
entrenudo sano con atizonamiento (oscurecimiento) circunscripto al punto de
inoculacion (0%); 2 hasta un 25 % de area con sintomas de oscurecimiento; 3 hasta un
50 % de area con sintomas de antracnosis; 4 hasta un 75 % de area con sintomas de

antracnosis;5 hasta un 100% de area con sintomas de antracnosis (Tabla Il 2 - 3).
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Tabla Il 2 - 3: Escala con 5 grados de severidad propuesta para cuantificar antracnosis en

maiz
VALOR SIGNIFICADO IMAGEN
sano con
atizonamiento circunscripto
1

al punto de inoculacion

2 hasta un 25 % de area
con sintomas de antracnosis

2 hasta un 50 % de area
con sintomas de antracnosis

s hasta un 75 % de area
con sintomas de antracnosis
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5 hasta un 100 % de area

con sintomas de antracnosis

Il 2.2.1.3 Aplicacién del 4° Postulado de Koch - reaislado e identificacion a partir del

material inoculado

Al finalizar el periodo de evaluacion de 30 dpi y a fin de cumplimentar el 4° PK, se cortaron
trozos delgados de las cafias inoculadas sintomaticas por aislado G/C, se desinfectaron
superficialmente con solucion de hipoclorito de sodio al 1 %, se enjuagaron 3 veces con agua
estéril y se desecaron sobre papel absorbente. Luego fueron sembrados en APGA hasta

desarrollar colonias de G/C y confirmar el agente causal y las pruebas de patogenicidad.

I1 2.2.2 Siembra e inoculacion en condiciones seminaturales de invernadero. 1° Afio de
Experimentacion

Il 2.2.2.1 Seleccion de los hibridos del cultivo hospedante maiz y de los aislados de
Glomerella /Colletotrichum

El ensayo se realizo en condiciones seminaturales de invernadero, ésto es, el reemplazo

de la cobertura plastica superior por una malla antigranizo de proteccion permitiendo que las
plantas estén expuestas a las condiciones naturales de humedad y precipitaciones similares a
las condiciones de cultivo. EI mismo se ubicé en el area comprendida en la Facultad de Ciencias
Agrarias de la UNRosario, de la localidad de Zavalla, departamento Rosario, provincia de Santa
Fe, a los 33°01" de Lat. Sur y 60°53’ de Long. Oeste. Durante este 1° afio se procedid a la
siembra e inoculacién de los hibridos de maiz cuyas caracteristicas genéticas son descriptas en
laTabla 1l 2 - 4 (Fig.1l 2 -5 a-h).

Los hibridos seleccionados para este 1° afio de experimentacion fueron lo mismos

utilizados en el proceso de ajuste metodolégico (Tabla Il 2 - 2) y se sumaron dos hibridos: AX

146



878 MG Ry AX 886 MG NideraMR con distinta caracteristica de resistencia y susceptibilidad
para ser evaluados (Tabla Il 2 - 4).
Tabla 11 2 - 4: Comportamiento de los hibridos comerciales de maiz inoculados con diferentes

aislados de Glomerella-Colletotrichumen bajo condiciones de campo durante el ajuste
metodoldgico. Las celdas coloreadas hacen referencia a los hibridos nuevos incorporados.

Hibrido Resistencia / Susceptibilidad
Sygenta 747 Moderadamente susceptible / susceptible
Syngenta 1979 Moderadamente resistente
AX 886 MG Nidera Moderadamente resistente o resistente
AX 878 MG Nidera Resistente

Fig Il 2 - 5: a: estado adulto de los hibridos de maiz inoculados bajo la cubierta plastica; b: punto de inoculacién
del aislado AC 1

La coleccion fangica utilizada en este 1° afio de experimentacion, estuvo conformada
por aislados obtenidos de hospedantes oleaginosos y cereales, como soja y maiz, procedentes
de diversas localidades y ecosistemas citados en el Cap. 1 y reaislados del ensayo de ajuste
metodoldgico (PK4) (Tabla II 2- 5). Respecto al hospedante maiz, los aislados se obtuvieron a
partir de porciones de tallos (cafia) con sintomas de antracnosis, la misma esta indicada por un
atizonamiento oscuro y por la presencia de cuerpos fructiferos, denominados acérvulas, signo

del patégeno (Fig 11 2-6 a). En cuanto al hospedante soja, la misma presenta una sintomatologia
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con puntuaciones al azar (acérvulas) que se extienden en todo el tallo (Fig 1l 2 -6b). A esta
coleccion flngica, seleccionada a partir del proceso de ajuste metodoldgico, se incorpord un
aislado procedente de un hospedante citrico, Citrus reticulata (mandarina), la sintomatologia
observada en este hospedante fueron lesiones necroticas de color oscuro con puntuaciones

negras (acérvulas) como signo del patdégeno (Fig Il 2 -6¢).

Los tejidos infectados se desinfectaron superficialmente, se sembraron e incubaron en
placas al 0,2 % de APGA.

Fig Il 2 -6: a: cafias de maiz con sintomas de atizonamiento; b: tallos de soja con sintomas de puntuaciones al
azar; c: tallos de mandarina con sintomas de antracnosis.

Tabla Il 2 -5: Detalle de codificacidn, hospedantes, localidades agro ecoldgicas de procedencia
de los aislados de Glomerella / Colletotrichum

Aislados Localidad Cultivo
AC1 Pergamino (Buenos Aires) Maiz
AC5 Bombal (Santa Fe) Soja
AC 6 Bombal (Santa Fe) Maiz
AC 11 Elortondo (Santa Fe) Maiz
AC 13 Elortondo (Santa Fe) Maiz
AC 15 Chilibroste (Cérdoba) Soja
AC 16 Banderalao (Buenos Aires) Soja
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AC 25 Esperanza (Santa Fe) Soja
AC 26 Zavalla (Santa Fe) Maiz
AC 32 Firmat (Santa Fe) Soja

Luego se conformd un grupo de 6 AC seleccionados por su virulencia, tomando aislados

de la coleccion fangica original (Tabla Il 2 - 5) sumado el aislado del no cereal (citrico),

quedando una nueva lista de aislados de Colletotrichum spp que fueron utilizados en las

inoculaciones en ambos ciclos de experimentacion (Tabla 1l 2 - 6).

Tabla 1l 2 - 6: Detalle de codificacion, hospedantes, localidades agro ecoldgicas de
procedencia de aislados inoculados de G-C en el 1°afio de experimentacion.

Aislados de ~ Identificacion por
Colletotrichum spp marcadores Localidad Cultivo

(AC) morfoldgicos

ACl C. graminicola Pergamino (Bs As) Maiz
AC6 C. graminicola Bombal (Sta. Fe) Maiz
AC13 C. graminicola Elortondo (Sta. Fe) Maiz
AC16 C. truncatum Banderalao (Bs As) Soja
AC24 C. gloeosporioides Helvecia (Sta. Fe) Mandarina
AC32 C. gloeosporioides Firmat (Sta. Fe) Soja

11 2.2.2.2 Metodologia aplicada para evaluar interaccion planta — patégeno -ambiente

Se utilizaron cuatro hibridos de maiz comerciales seleccionados: Syngenta 747, AX 878,

AX 886 MG Nidera; Syngenta 1979 elegidos en base a su susceptibilidad y resistencia (Tabla

Il 2 - 4), las semillas estaban tratadas con fungicidas comerciales. El disefio de experimento

utilizado fue en bloques con 3 repeticiones. Las siembras se realizaron en parcelas de seis surcos

separados a 0,70 m, 5 semillas por metro lineal. Se colocaron 10 semillas por repeticion,
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haciendo un total de 30 semillas por repeticion / aislado /hibrido. (Total: 90 plantas/ aislado
/hibrido) (Fig 2 11 - 7 a).

Las inoculaciones se realizaron con jeringa en el 2° nudo desde la base, inyectando 20pl.
de una suspension de micelio y conidios (1x10°pul.) ajustado en hematocitémetro, en el estadio
reproductivo de panoja y espigas emergidas (Vt y Ride la escala de Ritchie y Hanway, 1982)
(Fig. 11 2-7Db).

La evaluacién de las cafias se realizd al finalizar el ciclo del cultivo a través de los
pardmetros IE % y SE % (Fig. Il 2 - 7 ¢ —d).

En el cumplimiento del 4° PK, se re aislaron cada uno de los aislados de G/C utilizados
a partir de las porciones infectadas y sintomaticas y se procedio a su posterior identificacion

para la confirmacion del patdégeno en estudio (Fig.ll 2 -7 e —f).

o M- |
Fig 2 Il -7: a: cafias de maiz inoculadas en el invernadero; b: cafia de maiz inoculada y con sintomas de

atizomamiento; c- e: cafias de maiz recolectadas con sintomas de antracnosis ; f: cafias de maiz inoculada con el
aislado AC16.

I1 2.2.3 Siembra e inoculacion en condiciones de campo. 2° afio de experimentacion

11 2.2.3.1 Coleccion fungica a inocular y hospedantes seleccionados
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La siembra e inoculacién de los hibridos de maiz en el ensayo del 2° afio de
experimentacion se realizé en el Campo Experimental “J. F. Villarino” (Zavalla). En este 2°
afio, por un proceso de seleccion y evaluacién, se incorporaron 2 hibridos comerciales: DM
2741 y Pioneer (Py) 2310, evaluados como resistente y susceptible respectivamente (Gatica et
al., 2012).

Se descartd el material AX 886 MG Nidera evaluado como moderadamente resistente o
resistente y se optd por otros dos materiales considerados resistente y susceptible por tener un
comportamiento diferencial mas evidente. Por lo que en el segundo afio de experimentacion

fueron utilizados los hibridos cuyas caracteristicas se describen en la Tabla Il 2 -7.

Tabla Il 2 -7: Caracteristica de los hibridos comerciales de maiz inoculados con los aislados
de la Tabla Il 2 - 6 en condiciones de campo en el 2° afio de experimentacion. Las celdas
coloreadas hacen referencia a los hibridos nuevos incorporados.

Hibrido Resistencia / Susceptibilidad
Syngenta (Sy) 747 Moderadamente susceptible o susceptible
Syngenta 1979 Moderadamente resistente
AX 878 MG Nidera Resistente
DM 2741 Resistente
Pioneer (Py) 2310 Susceptible

Coleccion fungica

En cuanto a la coleccion de cultivos fangicos del complejo Glomerella/Colletotrichum,
se seleccionaron los siguientes aislados: AC1, AC6, AC13; AC16, AC 24 y AC32 con
caracteristicas bio-ecoldgicas y hospedantes diferentes (Tabla 1l 2 - 6). Esta coleccion de
aislados también fue usada en el 1° afio de experimentacién. La seleccion se realizé en base a
los ambientes, hospedantes diferentes y su virulencia y de esta manera expresan el tretraedro
de la enfermendad considerando los factores principales de la interacién hospedante — patégeno

— ambiente.

11 2.2.3.2 Inoculacién a campo
El disefio del experimento utilizado fue en bloques con 3 repeticiones, con parcelas de 5

surcos de 30 m de largo separados a 0,70 m entre surcos, 5 semillas por metro lineal (Fig Il 2 -
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8 a-b). Se colocaron 10 semillas por repeticion, haciendo un total de 30 semillas /repeticion /
aislado /hibrido. (Total: 90 plantas/ aislado /hibrido = 2700 plantas).

De manera similar a lo sefialado para el 1°afio, las inoculaciones se realizaron con jeringa
en el 2° nudo desde la base, inyectando 20pl. de una suspension de micelio y conidios (1x10°
®ul) ajustado en hematocitometro, en el estadio reproductivo de panoja y espigas emergidas (Vt
y Rs de la escala de Ritchie y Hanway, 1982) (Fig Il 2 - 8c).

Fig 2 11-8: a y b: siembra de los hibridos de maiz; c: inoculacion por inyeccion y d: recoleccion de las cafias
inoculadas.

2.2.1.3 Evaluacion y cuantificacion

La evaluacion se realiz al final del ciclo del cultivo. Se recolectaron las cafias
inoculadas (Fig Il 2 -8 d), las mismas fueron evaluadas por visualizacion de la sintomatologia
caracteristica de C. graminicola, la cual se expresa en el tallo por un atizonamiento oscuro

abarcando los entrenudos. (Fig 2 11 -9).
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Fig 2 11 -9: sintomatologia caracteristica de antracnosis en cafas inoculadas con los aislados AC1 y
AC32 respectivamente

La evaluacion de las cafias se realizé a través de los parametros de IE% y SE% incluidos
en la Escala de 5 grados de Nash & Jansen (1973) modificada (escala propuesta), utilizada en

el 1° afio de experimentacién. (Tabla Il 2 - 3).
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11 2.3 RESULTADOS

Avances en el periodo de ajuste metodoldgico
Durante esta etapa se seleccionaron los aislados en base a los resultados obtenidos
durante la etapa preliminar de evaluacion de los aislados G/C, detallada previamente en el

capitulo 2 seccion soja (I 2).

11 2.3.1 Efectividad de punto de inoculaciéon para ambos afios de experimentacion

El grado de severidad expresado en los entrenudos del tallo de maiz fue evaluado
mediante la escala propuesta anteriormente (Tabla Il 2 - 3), la cual facilitd la cuantificacién ya
gue no se contaba con una escala especifica para el complejo G/C, permitiendo evaluar la
efectividad de la ubicacion (entrenudo) del punto de inoculacion. Los resultados mostraron que
hubo diferencias significativas entre los valores de severidad de los entrenudos, segin se
ubicaran en el entorno del punto de inoculacion realizado en el tercio inferior, medio o superior
(F=10,02; p< 0,01) (Incremona, et al., 2011).

Los sitios de inoculacion ubicados en el tercio inferior y medio resultaron ser los mas
efectivos en generar la infeccion de los tallos de maiz con Colletotrichum spp, mostrando
niveles promedio de 69,4% Yy 64,6% de severidad de antracnosis respectivamente. El punto de
inoculacion ubicado en el tercio superior resulto ser el menos efectivo con 40,6% de severidad
de antracnosis (Fig. 1l 2 - 10).

Se realizo el 4° PK, a partir de porciones de cafias con sintomas de antracnosis,
realizando el reaislamiento e identificando cepas de Colletotrichum, confirmando la presencia

del patégeno causante de la enfermedad.
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Figura Il 2 -10: Evaluacion de la efectividad de los sitios de inoculacion en base a valores promedio
de Severidad de entrenudos (%) para antracnosis en maiz.

Severidad Entrenudos (SE %)

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Inferior Medio Superior

Punto de Inoculacién

Letras distintas indican diferencias significativas p<=0,05

11 2.3.2 Resultados del 1° afio de experimentacion

En el 1° afio de experimentacion hubo diferencias significativas entre los 4 hibridos
seleccionados con respecto a los pardmetros IE% (F=19,89; p< 0,0001) y SE% (F=9,23; p<
0,0001). En la Tabla 11 2 - 4 se expresé el comportamiento de estos materiales de acuerdo a la
escala de resistencia y susceptibilidad, la cual fue evaluada a través de los parametros de
Incidencia y Severidad de los entrenudos.

En la Figura Il 2 -11 se evalud la Incidencia de Entrenudos en los 4 hibridos utilizados
en este 1° afio de experimentacidn. El hibrido Sy 747 fue el que mostré la mayor susceptibilidad,
registrando valores promedios de 48,7 % de IE% y el hibrido AX 878 obtuvo 19,24% de IE%,
mientras que los hibridos Sy 1979 y AX 886 MG Nidera presentaron valores intermedios con
valores de 27,6 %y 23,6 %de IE% respectivamente (Figura 11 2 -11).
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Figura Il 2 -11: Rangos de Incidencia de Entrenudos expresados en porcentaje (IE%) en los 4
hibridos de maiz evaluados en el 1° afio de experimentacion.

Incidencia
Entrenudos (IE%)
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27.6b
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AX 878 AX 886 Sy 747 Sy1979

Hibridos de maiz
Letras distintas indican diferencias significativas p<=0,05.

Entre los aislados inoculados de Glomerella/Colletotrichum (G/C) en etapa, hubo
diferencias (F=2,10; p< 0,0454) respecto a IE promedio, AC32 y AC16 fueron las cepas mas
virulentas causando 44,4 y 36,3 1E%, provenientes de hospedante soja. Los aislados AC6,
AC13, AC25 y AC26 presentaron un comportamiento intermedio, cuyo origen son maiz y soja.
Las cepas AC1, AC5, AC11 y AC15 manifestaron valores menores de IE % (Fig. Il 2 -12).

Este estudio permitié identificar los aislados G/C con distinto grado de virulencia,
obtenidos de hospedantes cereales / no cereales y leguminosas confirmando las fuentes de

resistencia a la antracnosis de maiz causada por el complejo G/C.
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Figura Il 2 -12: Rangos de Incidencia de Entrenudos expresados en porcentaje (IE%)
infectados con los 10 aislados de Colletotrichum.

Incidencia de Entrenudos (IE%)

50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

22.3a 226a

32ab 30.2ab

36.3ab

I 2893

44.4b

29.9ab

AC1 AC5

I 2623 I 55
ACE

AC11 AC13 AC15

AC16 AC25

Aislados de Colletotrichum (AC)

Letras distintas indican diferencias significativas p<=0,05.

AC26 AC32

En cuanto a los hibridos seleccionados en este 1° afio, hubo diferencias significativas

entre los 4 hibridos con respecto al parametro de severidad de entrenudos (SE%) (Tabla 11 2 —

4) (F=9,23; p< 0,0001), el analisis estadistico utilizado fue un Anova tipo III.

El hibrido mas susceptible, Sy 747, registrd valores promedio de 17,9 de SE%

expresando un comportamiento susceptible, por otro lado, los hibridos AX 878 y AX 886 MG

Nidera mostraron valores intermedios 7,9y 6,7 SE% respectivamente que podrian indicar un

desempefio moderadamente resistente o resistente; mientras que el hibrido Sy 1979 mostro

valores de 9,8 SE % expresando un comportamiento moderadamente susceptible (Fig Il 2 - 13).
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Figura Il 2 -13: Rangos de Severidad expresados en porcentaje (SE %) de antracnosis en maiz,
en los hibridos que fueron estudiados en el 1° afio de experimentacion.
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Letras distintas indican diferencias significativas p<=0,05.

En la Figura Il 2 - 14 se muestra las diferencias significativas en el valor de Severidad
promedio evaluado en los aislados referenciados en la Tabla Il 2 - 5, donde los AC13 cuyo
hospedante es maiz mostro un valor bajo de SE % en su infeccion en los hibridos evaluados, y
el de mayor expresion fue el AC32, hospedante soja, con un valor de superior de 17,2 SE %, el
resto de los aislados provenientes de ambos cultivos, expresaron valores intermedios entre 8,5
a 14 SE % (F: 1.,22, p 0,300), se evidencia la misma predisposicion a producir infeccion, tanto
desde aislados obtenidos de hospedante maiz como de soja.; sin embargo, C. gloeosporioides

fue el de mayor severidad en estos hibridos.
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Figura Il 2 - 14: Rangos de Severidad promedio expresados en porcentaje (SE%) infectados
con los 10 aislados de Colletotrichum.
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11 2.3.2.1 Aplicacién del 4° Postulado de Koch - reaislado e identificacién a partir del
material inoculado

Con el fin de cumplimentar el 4° postulado de Koch, se procedio a la cosecha de las
cafias inoculadas sintomaticos y asintomaticos (Fig Il 2 - 15a), luego de finalizado su periodo

de pos inoculacion, se cortaron porciones de la misma, se desinfectaron y sembraron en APGA

hasta desarrollar colonias de G/C y confirmar el agente causal y las pruebas de patogenicidad
(Figl12-15byc).

Fig 2 11 -15: a: cafias de maiz inoculadas con el aislado AC16, con sintomas de atizonamiento por Colletotrichum
spp; b: Colonias de Colletotrichum spp obtenidas a partir de cafias sintomaticas inoculadas; c:trozos de tallos de
maiz mostrando micelio y acérvulas (signo de la enfermedad).

159



11 2.3.3 Resultados del 2° afio de experimentacion

En este 2° afio de experimentacion, se renovaron los materiales genéticos, descartando
al hibrido AX 886 y se incorporaron dos nuevos materiales comerciales: DM 2741 y Pioneer

(Py) 2310 para evaluar su respuesta frente a las cepas citadas en el 1° afio de experimentacion.

El analisis de la varianza realizado en este 2° afo, revel6 diferencias significativas en
los 5 hibridos evaluados (F: 31, 47, p< 0.0001), y en los 6 aislados inoculados en las cafias de
maiz (F: 8.45; p < 0.0001), asi también las interacciones fueron significativas entre los hibridos
y aislados G/C (F: 8,47; p < 0.0001).

En cuanto a los hibridos estudiados en este 2° afio, el material AX 878 presento respuesta
resistente frente a los otros materiales, mientras que los hibridos Sy 747, Sy 1979 y Py 2310,
tuvieron un comportamiento similar expresando un caracter de moderadamente susceptible a
susceptible y el genotipo DM 2741 tuvo una actuacion como un material susceptible. (Fig 11 2
- 16).

Figura 2 11 -16: Evaluacion de la Severidad de Entrenudos expresada en porcentaje (SE%) de
los hibridos estudiados en el 2°afio de experimentacion.
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Letras distintas indican diferencias significativas p<=0,05.

De acuerdo al Test de Fisher se observaron diferencias significativas en el grado de
virulencia de los distintos aislados, medidos por el porcentaje de severidad (SE%). El AC32 y

el AC16 aislados a partir del hospedate soja, obtuvieron bajos valores de severidad, un segundo
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grupo fueron los AC13, AC6 provenientes de hospedante maiz y el AC24, aislado de un frutal
como la mandarina, tuvieron altos valores de severidad, destacandose el AC24 con un mayor

valor, por ultimo el AC1, presenta valores intermedios de severidad (Fig Il 2 - 17).
Figura 11 2 -17: Evaluacion de la Severidad de Entrenudos expresada en porcentaje (SE%) de
los aislados inoculados en las cafias de maiz de los hibridos en estudio.
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Letras distintas indican diferencias significativas p<=0,05.

11 2.3.3.1 Aplicacion del 4° Postulado de Koch - re-aislado e identificacion a partir del

material inoculado en el 2° afio de experimentacion.

Con el fin de cumplimentar el 4° PK, se procedioa realizar el mismo procedimiento de
reaislamiento e identificacion del agente causal efectuado en el 1° afio de experimentaicion (11
2.3.2.1).

Il 2.3.4 Resultados comparativos de ciclos experimentales individuales y analizados

integralmente

En esta comparacion se analizd el comportamiento de los 3 hibridos que fueron
utilizados en ambos ciclos agricolas, para observar su comportamieno segln la fuente de
resistencia o susceptibilidad establecida por el semillero, se evalud la SE% causada por los 6
aislados inoculados en las cafias de maiz, en 5 entrenudos, tomados desde el entrenudo basal
hacia un sentido acrdpeto expresado por la IE%. Los hibridos estudiados fueron: Sy 747, Sy
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1979 y AX 878. Observamos en el Cuadro 112 -1, el anlisis de la varianza donde las variables

y sus interacciones son significativas (Infostat, 2018).

Cuadro Il 2 -1: Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo. 5466,13 51 107,18 25,62 <0,0001
A0S (Fig. 2 M -18) 78,19 1 78,19 18,69 <0,0001
Hibridos (Fig. 2M -19) 1020,19 2 510,10 121,91 <0,0001
Aislados (Fig.2m -21) 120,27 5 24,05 575 <0,0001
Entrenudos 811,57 5 162,31 38,79  <0,0001
Afios x Hibridos 209,00 2 104,50 2498  <0,0001
Afios x Aislados 800,95 5 160,19 38,29  <0,0001
Hibridos x Aislados 293,29 10 29,33 7,01 <0,0001
Error 22376,3 95348 4,18

En Figura Il 2 -18 se muestra el SE% en comparacion de los dos afios agricolas en
evaluacion observandose diferencias significativas entre ellos (F: 18,69; p <0.0001). En el 1°
afio se registré una mayor presencia de la enfermedad en los hibridos evaluados, con un valor
de 13,3 SE %. En cuanto a las condiciones predisponentes de la enfermedad, se evidencia la
presencia de precipitaciones elevadas luego de las inoculaciones en el 1° afio de
experimentacion, durante el periodo de enero a mayo, tiempo de mayor incidencia de la
enfermedad. Respecto del 2°afio, las condiciones ambientales se encuadraron dentro de los
parametros sugeridos para el desarrollo de esta enfermedad (Anexo 1) obteniendo un valor
menor de entrenudos infectados de 10,4 SE% (Fig 112 -18).
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Figura 11 2 -18: Comparacion de SE% promedio expresado en porcentaje de los dos afios de
experimentacion. En el andlisis se utilizaron los 3 hibridos estudiados en ambos afios agricolas.

Severidad de Entrenudos (SE %)
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Letras distintas indican diferencias significativas p<=0,05.

En la Figura Il 2 — 19 se observa la diferencia significativa de los 3 hibridos utilizados
en ambos afios de experimentacion (F: 121,91; p <0.0001). En la tabla 11 2—- 4 y 7 se indicé el
comportamiento de los hibridos estudiados, donde el hibrido Sy 747 caracterizado previamente
como susceptible (S) se expresd con tal comportamiento con un valor de 15,5 SE %. Por su
parte, el hibrido AX 878 fue sefialado como resistente (R) con un valor de 7,4 SE %, mientras
que el hibrido Sy 1979 como moderadamente resistente (MR) con un valor intermedio de 12,5
SE%. (Fig Il 2 - 19).
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Figura 11 2 — 19: Valores de Severidad de Entrenudos (SE %) expresado en porcentaje de los
3 hibridos evaluados en los dos ciclos agricolas.
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Letras distintas indican diferencias significativas p<=0,05.

Los aislados de G/C si bien tuvieron diferencias significativas (F: 5,75, p < 0.0001) el
66 % de los aislados tuvieron una virulencia similar con valores entre 11 a 12 SE%, el AC32,
proveniente de hospedante Soja, junto al AC24, hospedante mandarina, obtuvieron el mayor
valor de virulencia en una expresion de 13 a 14 SE%. en los 5 entrenudos evaluados. (Fig. Il 2
- 20). El aislado AC13 (9,5), de hospedante maiz se comport6 con una menor virulencia en la

evaluacion de todos los aislados. (Fig Il 2 -20).

Figura Il 2 -20: Evaluacion de los porcentajes de Severidad Entrenudos, (SE%) en los
diferentes aislados inoculados.
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11 2.3.4.1Anélisis de las interacciones afios por genotipos de maiz

En la interaccion de los afios agricolas en que se realizd la experimentacion y los 3
hibridos en estudio, se registraron diferencias significativas. (F. 24,98; p<0.0001). Se
confrontaron los afios con los hibridos duplicados en ambos ciclos, manifestando el hibrido AX
878 como un material resistente en ambos afios, el material Sy 1979 tuvo similar
comportamiento intermedio, en ambos afios, expresandose como material moderadamente
resistente, y el hibrido Sy 747, si bien fue diferente en ambos afios donde el 1° afio fue el de
mayor virulencia, sigui6 manteniendo altos valores de severidad pronunciandose como un
material de S a MS (Fig 11 2 - 21).

Figura Il 2 - 21: Rangos de Severidad promedio expresados en porcentaje (SE%) de la
interaccion entre los afios agricolas y genotipos de maiz.
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Letras distintas indican diferencias significativas p<=0,05

En la Figura Il 2 — 22 se observa la interaccion significativa (F: 38,29; p <0,0001) entre
los aislados de Colletotrichum spp (AC) comparados en ambos afios agricolas. Los aislados se
comportaron de manera diferente en cada afio, solamente AC6 proveniente de hospedante maiz
y AC24, hospedante mandarina, tuvieron el mismo comportamiento, donde AC24 tuvo la
mayor virulencia en ambos afios y AC6 tuvo un comportamiento intermedio en estos afos
agricolas. En el 1° afio de evaluacion las cepas AC16 y AC32, provenientes de hospedante soja
y mandarina respectivamente, expresaron los mayores valores de virulencia. Sin embargo, en

el 2° afio agricola estas cepas se comportaron como avirulentas, AC1 con un valor mayor de
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virulencia en el 2° afio y su comportamiento fue intermedio en el 1° afio, AC13 también se
mostro diferencialmente en ambos afios, en el 1° afio se comport6 avirulento y una forma
intermedia en el 2°afio. Los resultados expresan la virulencia de los aislados de C. truncatum y

C. gloeosporioides en su mayor expresion.

Figura Il 2 -22: Interaccion de los aislados de Colletotrichum spp (AC) en ambos afios
agricolas, expresados en rangos de Severidad entrenudos promedio en porcentaje (SE%)
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Se comparo la interaccion entre los 6 aislados seleccionados e inoculados en las cafias
de maiz, con los 3 genotipos utilizados en ambos afios agricolas (F: 7,01, p <0,0001),
observandose en el Cuadro Il 2—- 2 y en la Fig 1l 2 - 23 las interacciones significativas entre
estos dos pardmetros. Los hibridos confirmaron su comportamiento de resistencia y

susceptibilidad en su interaccion con los distintos aislados.
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Cuadro 11 2 -2: Interaccion entre los aislados de Colletotrichum spp inoculados en las cafas
de maiz y los 3 genotipos de maiz evaluados en los dos afios agricolas segun su intensidad.

Aislados de Colletotrichum spp (AC)
Hibridos
AC1 AC6 AC 13 AC 16 AC 24 AC 32
AX 878 6,5 abc 9,8 defg 55a 9,2 cdef 1,8ab 7,5 abcd
Sy 1979 11,7 efghi | 11,1efgh | 8,7 bcde | 12,5 ghi 14 hij 17 jk
Sy 747 16,8 jk 11,9 fghi | 14,3ijk 12,8 ghi 20,2 | 17,2 kl

Las celdas coloreadas indican su comportamiento resistente hasta susceptible.

Figura Il 2— 23: Interaccion entre los aislados de Colletotrichum inoculados en las
cafias de maiz y los 3 genotipos de maiz evaluados en los dos afios agricolas
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En Figura Il 2 - 24 se registrd el porcentaje de la Severidad de entrenudos (SE%)
infectados con Collectotrichum spp en los 5 primeros entrenudos evaluados en los hibridos en
estudio, evidenciando diferencias significativas (F. 38,79; p <0,0001). Se observo que el 1° fue
el entrenudo menos infectado, siguiendo el 5° entrenudo en una posicion intermedia. Los mas
infectados fueron el 2°, el 3° y el 4°, evidenciando el movimiento de la enfermedad en sentido

acropeto, concentrandose en los entrenudos medios de la cafia.
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Figura 1l 2-24: Evaluacion de la severidad de los entrenudos infectado con Colletotrichum
(SE %) al ser inoculados.
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Letras distintas indican diferencias significativas p<=0,05.
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11 2.4 DISCUSION

El presente trabajo de tesis amplia el rango de hospedantes y de especies de
Colletotrichum spp que afectan al maiz, encontrando como hospedantes a la soja y a un cultivo
no tradicional en el ambiente agricola, como la mandarina. En cuanto a las especies de
Colletotrichum spp, la presencia de C. gloeosporioides y C. truncatum se manifestaron en maiz
con alta virulencia. Desde el punto de vista epidemiolégico, es importante sefialar que entre los
aislados de G/C més virulentos se destacd el obtenido de mandarina. Si bien en nuestros
sistemas agricolas no es comdn, en situaciones particulares se roturan lotes con frutales para
continuar con cultivos extensivos; en estos casos el residuo vegetal de mandarino infectado
actuaria como fuente de inoculo latente de antracnosis en un cereal como maiz.

En cuanto a los aislados de Colletotrichum spp que produjeron infecciones en los
hibridos de maiz, los de mayor virulencia fueron AC16 y AC32 provenientes de soja, AC24 de
mandarina y luego los de maiz. En nuestro sistema agricola, la siembra directa, es una practica
que permite la mejora de los suelos. Sin embargo, este patdgeno, presente en rastrojos como
indculo primario, nos interpela respecto al manejo de la enfermedad, especialmente en el
sistema de rotaciones maiz — soja.

En el momento presente, no se cuenta en nuestro pais con una escala de evaluacion de
pérdidas que determine la severidad de las cafias de maiz con presencia de atizonamiento
causada por antracnosis. Por tal motivo se ha confeccionado una propuesta de escala de
severidad. La misma ha sido utilizada en este trabajo para evaluar los materiales en estudio. La
escala se presenta como original ya que durante este trabajo no se utilizé la propuesta por Hines
et al., (2001). Esta tltima utiliza para su estimacion la decoloracion de los tejidos internos de la
cafia pero nuestra valoracion se realizo en la cara externa de la misma, donde el evaluador
efectla su primera visualizacion. La presentacion de una escala modificada para nuestros
materiales servira para futuras evaluaciones a campo.

Se logro determinar el punto de inoculacion mas efectivo, considerado como la entrada
de los conidios en la cafia, simulando una herida y su dispersion en la misma. Se establecié un
sentido ascedente desde la base hacia el apice, donde el tercer y el cuarto entrenudo fueron los
que presentaron mayor incidencia. La enfermedad se extiende hacia arriba llegando a infectar
hasta el quinto entrenudo, mostrando una alta dispersién de los conidios por accion del agua y

viento.
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En antracnosis la produccion de esporas se ve favorecida por humedades relativas altas
y temperaturas que oscilan entre 21y 27 °C, sin embargo, en losciclos estudiados en este trabajo
la mayor severidad se present6 en el 1° afio de experimentacion, donde la temperatura oscild
entre 27 y 35° C durante el ciclo del cultivo, con humedades medias y bajas precipitaciones.
Esto evidencia la plasticidad de la enfermedad en cuanto a condiciones agrocliméticas
predisponentes.

Segun Rekha (2013) C. graminicola es un patdgeno muy variable, donde la variabilidad
patogénica plantea dificultades en el desarrollo y en la expresion de la resistencia efectiva del
hospedante, expresion que compartimos ampliamente, identificando fuentes de resistencia y
susceptibilidad a antracnosis ante el complejo G/C. Los hibridos estudiados expresaron diversas
respuestas en su comportamiento frente al patégeno y la enfermedad, diferenciando genotipos
resistentes, moderadamente resistentes y susceptibles, y manteniendo la respuesta en ambos
afios agricolas. Como resultado se caracterizo a los hibridos AX 878, Sy 1979 y Sy 747 como

resistente, moderadamente resistente y susceptible, respectivamente.
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I1 2.5 CONCLUSIONES

La escala de severidad propuesta para evaluar el resultado de las inoculaciones en base
a la expresién fenotipica a nivel del tallo - cafia de maiz result6 efectiva para diferenciar

genotipos de maiz resistentes / susceptibles y aislados de G/C avirulentos / virulentos.

La mayor severidad de antracnosis fue observada en los entrenudos medios (3° y 4°),

continuando en sentido acropeto del tallo-cafia.

Los aislados de Colletotrichum spp de mayor virulencia fueron AC16 y AC32
provenientes de soja y el AC24 proveniente de mandarina, en ambos afos agricolas,
demostrando el riesgo epidemioldgico de la enfermedad en diferentes secuencias de

cultivos.

Los dos aislados de soja AC16 (C. truncatum) y AC32 (C. gloeosporioides) fueron los

mas virulentos en maiz.

Los aislados G/C con distinto grado de virulencia obtenidos de distintos hospedantes
(cereal, frutal y leguminosa), permitieron identificar una potencial fuente de resistencia

a la antracnosis de maiz causada por el complejo G/C.

Se caracteriz0 diferencialmente a los hibridos AX 878, Sy 1979 y Sy 747 como
resistente, moderadamente resistente y susceptible, respectivamente. Resultando el

genotipo AX 878 una fuente potencial de resistencia a Antracnosis

El progreso de la enfermedad de Colletotrichum spp, se produjo con temperaturas entre
25 y 35 °C y humedades relativas bajas, en contraposicién con lo registrado hasta el
momento, observando una mayor plasticidad de estas cepas de G/C frente a las

condiciones agroclimaticas predisponentes a esta enfermedad.
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Capitulo 3

Efecto de la secuencia de cultivos (rotacion) sobre las interacciones de soja 'y
aislados del complejo Glomerella/Colletotrichum bajo condiciones

seminaturales. Estudio epidemioldgico

Obijetivo especifico:

Evaluar el complejo Glomerella/ Colletotrichum y sus interacciones bajo condiciones semi

naturales en una rotacion soja — maiz (ambos hospedantes de Antracnosis).

3.1 INTRODUCCION

La antracnosis es una enfermedad asociada a los estadios reproductivos del cultivo de
soja y junto a otras patologias, es conocida como enfermedades de fin de ciclo (EFC). El
complejo fungico Glomerella / Colletotrichum (G/C) constituido especies pertenecientes a la
division Ascomycota (fase sexual, perfecta o teleomorfo) y a la division Deuteromycota (fase
asexual, imperfecta 0 anamorfo), que causa antracnosis en numerosas especies vegetales
(Manandhar& Hartman, 1999). La antracnosis puede manifestarse tanto en precosecha como
en poscosecha, en virtud de la capacidad de infeccion latente que posee el hongo (Londofio et
al., 2007).

Es conocido que el rastrojo de soja, a través de su rapida mineralizacidn, tiene un papel
predominante al modificar la dindmica del nitrogeno (N) del suelo y su disponibilidad para el
cultivo subsiguiente; por lo tanto, el conocimiento de los cambios causados por soja como
antecesor es esencial para la caracterizacion de la rotacion maiz —soja (Gonzélez et al., 2015).
En materia de cultivos antecesores para maices de siembra tardia se suelen utilizar lotes con
barbechos largos provenientes del ciclo anterior, lo que permite una adecuada recarga en el
perfil. Para los maices de segunda el principal antecesor es el trigo, dénde la dindmica del N
sera afectada no solo por el efecto del cultivo antecesor, sino también por la mineralizacion del
N de la materia organica, ya que el cultivo de maiz se implantara en una época de elevada

disponibilidad de agua y mayores temperaturas (Ferragutti et al., 2014).

Los residuos de cosecha de los cultivos dejados sobre la superficie del suelo

normalmente persisten por mas tiempo que los incorporados, lo que genera una disponibilidad
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diferencial de nutrientes, en especial la de N, aunque funciona como fuente de inéculo para
algunas enfermedades causadas por hongos hemibiotrofos. Por lo tanto, la velocidad de
descomposicién de los rastrojos sobre el suelo condiciona la secuencia de cultivos y la
disponibilidad de nutrientes para éstos. El proceso de descomposicién de los residuos de
cosecha depende de factores del ambiente edafico como temperatura, humedad y disponibilidad
de nutrientes; factores inherentes al rastrojo como su concentracion de N o relacion carbono /
nitrégeno (C/N), contenido de lignina y carbohidratos solubles, y factores de manejo como la
cantidad de rastrojo, el tamafio de residuo y el lugar de descomposicion (sobre o dentro del
suelo). En los rastrojos que se descomponen sobre el suelo, la calidad de los mismos, definida
por su concentracion de N y lignina o relacion C/N, es determinante de su tasa de
descomposicion. La descomposicion de rastrojos con mas de 1,2 % de N es producida
fundamentalmente por bacterias, adquiriendo mayor relevancia la descomposicion por hongos
cuando los rastrojos tienen menos de 0,8% de N y alta proporcion de lignina en sus tejidos
(Betancur et al., 2002).

Las rotaciones de cultivos de maiz, soja y trigo / soja posibilitan una produccion
sustentable con balance de carbono positivo y junto a una fertilizacion correcta posibilitan un

buen balance de nutrientes con buenos resultados econémicos.

Se ha demostrado que C. graminicola, causante de antracnosis en maiz, causa mas
destruccion cuando el indculo primario proviene de residuos saprotroficos en la superficie del
suelo. En ausencia de material vegetal en descomposicion, la lisis de esporas de C. graminicola
y micelio ocurre rapidamente debido a la competencia de otros habitantes fungico del suelo. La
supervivencia en el suelo depende en gran medida de las condiciones ambientales, la
temperatura y otra microflora del suelo. Cuando hay gran cantidad de desechos, el patdgeno
puede invernar efectivamente durante periodos prolongados y proporcionar una fuente de

indculo primario para la siguiente temporada (Crouch y Beirn; 2009).

En cuanto al proceso de la penetracion del hongo en la planta hospedante, se produce
un breve periodo de biotrofia, durante el cual el hongo crece entre las paredes de las células
vegetales y las membranas plasmaticas sin entrar en la célula o inducir respuestas especificas
de defensa del hospedante. La fase biotrofica es breve. Aproximadamente 24 hs después de la
penetracion de C. sublineola, causante de antracnosis en sorgo y menos de 12 hs después de la

penetracion de C. graminicola, las células de la planta hospedante originalmente invadidas por
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el hongo comienzan a degradarse y las hifas comienzan a expandirse y entran en las células
cercanas. La fase de infeccion necrotrofica ocurre cuando las hifas secundarias comienzan a
ramificarse a través del tejido del hospedante. Las hifas secundarias son distintivamente mas
delgadas que las hifas primarias y la etapa necrotrofica comienza 48 - 72 hs después de la
penetracion de C. graminicola (Mims y Vaillancourt, 2002) (Fig.3 - 1).
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Fig 3 - 1 Ciclo bioldgico de Colletotrichum / Glomerella

Las infecciones originadas por ascosporas son ocasionales o esporadicas, pues suelen
ser poco eficientes energéticamente. La maduracion del apresorio se produce por inclusion de
capas de melaninay sintesis de componentes osméticos activos (Agrios, 2005 a, b) ocacionando
un poro de penetracion, del cual emerge un punto delgado de crecimiento para penetrar la
cuticula del hospedante y como resultado un punto de luz interior puede ser identificado en el

apresorio. A partir de ese momento el hongo puede adoptar dos tipos de estrategias de infeccion:

a) Hemibiotrofia intracelular

Este tipo de colonizacion del patdgeno comprende dos fases de nutricion, la primera
Ilamada bio6trofa que es de corta duracion y esta presente durante los estadios tempranos de la
colonizacion flangica, se asocia con hifas primarias intracelulares gruesas o vesiculas
multilobuladas que colonizan células epidermales y mesdéfilas adyacentes. Esta etapa se

caracteriza por ser asintomatica pospenetrativa, en ella el patdgeno restringe la expresion
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enzimatica asociada a degradacion de la pared vegetal, limitdndose a obtener alimento mientras
las células del hospedante penetradas permanecen viables. La segunda conocida como
necrétrofa ocurre en las etapas tardias de la infeccidn, se caracteriza por ser destructiva y se
asocia con hifas secundarias angostas, la cuales se ramifican a través del tejido hospedante inter
e intracelularmente, mientras secretan enzimas para degradar la pared celular vegetal causando
la muerte de las células hospedantes que posteriormente son usadas como alimento (Fig 3 - 2a).
Finaliza con la aparicion de sintomas de la enfermedad y produccion de conidios por parte del
patdégeno (Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004).

b) Necrotrofia intramural subcuticular

En esta etapa, una vez que el patdgeno penetra la cuticula, se restringe su entrada
inmediata al lumen celular, iniciando una extension, mediante hifas subcuticulares e
intramurales debajo de la cuticula y entre la pared periclinal y anticlinal de las células
epidermicas. Se desconoce si las células del hospedante permanecen vivas, pero los sintomas
aparecen 24 hs despues de la penetracion. Después de un breve periodo asintomatico, el hongo
comienza a expandirse rapidamente a través del tejido del hospedante intra e intercelularmente,
destruyendo las células vegetales y degradando las paredes celulares (Fig 3 - 2b).

En cualquiera de las dos estrategias expuestas, el micelio forma acérvulas debajo de la
cuticula dispuestas en forma concéntrica o dispersa en las lesiones y al romperse son liberados
conidios para iniciar las infecciones una vez mas. El hongo también puede albergarse en
residuos en descomposicion; tallos, hojas y frutos enfermos; semillas de plantas anuales;
hospedantes alternativos (como endofito) y como parésito vegetal a nivel subepidérmico en
forma de acérvulas, en donde puede sobrevivir en climas secos. En climas calidos himedos los
conidios pueden retomar su ciclo de vida y ser diseminados a través de la lluvia, viento e

insectos (Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004).
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Fig 3 - 2. Estrategias de infeccién adoptadas por las especies de Colletotrichum spp. Apresorio (A)
Conidia, (C). Germinacion y forma del apresorio: el apresorio produce un poro de penetracion y punto
de apoyo (PP) el cual penetra la cuticula (Cu) del hospedante como resultado se observa un punto de
luz interna (PLI) que puede ser visto en el apresorio. a: Hemibidtrofos intracelular: el apresorio realiza
un poro de penetracion en las células de la epidermis y produce una vesicula de infeccion y una hifa
alargada, llamada hifa primaria (HP) la cual puede colonizar la epidermis adyacente (E) y células del
mesofilo (M) durante las etapas tempranas en este tipo de colonizacion, la interaccion entre el
hospedante y el patdgeno es biotrofica (células vivas representadas en color verde) y las células muertas
0 necrdticas (N) (son representadas en color café). La interaccion esta caracterizada por medio de la
formacién de finas hifas secundarias (HS) las hifas secundarias crecen intra e intercelularmente mientras
secretan enzimas que degradan la pared celular y matan las células del hospedante.b: Necrotrofica
intramural subticuticular: la colonizacidn inicial se produce a través de hifas subticuticulares (HSc), e
hifas intramurales, la fase biotréfica es muy corta o no ocurre. ElI hongo rapidamente se disemina a
través del tejido y crece tanto inter como intracelularmente (Adaptado de Wharton y Diéguez-
Uribeondo 2004.

Adicionalmente, las malas practicas de manejo en cuanto al tratamiento de restos de
material vegetal, herramientas o semillas contaminada, contribuyen significantemente a la

dispersion del patdgeno (Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004).

La capacidad de la antracnosis en causar infecciones latentes o quiescentes la sitdan
entre las mas importantes enfermedades de postcosecha, con numerosos grupos de cultivo
afectados (Levin et al., 2007).

El objetivo de este capitulo fue evaluar al complejo Glomerella / Colletotrichum y sus

interacciones bajo condiciones seminaturales en una rotacién soja — maiz.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Experimentacion seminatural en condiciones parciales de invernadero.

Para el cumplimiento del objetivo planteado en este capitulo se realizé un experimento
de siembra de variedades de soja sobre rastrojo de maiz como cobertura en suelo y en
condiciones parcialmente controladas de invernadero ubicado en la Facultad de Cs Agrarias de
Universidad Nacional de Rosario, en el que se reemplazo la cobertura plastica superior por una
malla antigranizo para que las plantas estuviesen expuestas a las condiciones de humedad y
precipitaciones similares a las condiciones naturales (Fig. 3 - 3a).

El disefio utilizado en este experimento, fue de 3 bloques al azar con 3 repeticiones. Se
sembraron los mismos 3 cultivares de soja, seleccionados por su comportamiento diferencial
frente a G/C, y evaluados en el capitulo I 2 (1 2.2.3): cv Corsoy 79 (S), cv DM4870 (MR) y el
cv 155 (R). Se simulo un sistema de cultivo en siembra directa sobre residuos de cosecha de
maiz infectados con aislados conocidos causales de antracnosis. Los trozos de cafias de maiz
que provenian de tallos inoculados e infectados de manera independiente con cada uno de 5
aislados de Colletotrichum spp (Capitulo 11 2 Tabla 3 - 1;) se distribuyeron entre los surcos y
sobre la linea de siembra de cada cultivar de soja. Este residuo fue utilizado como fuente de

indculo primario de G/C (Fig. 3 -.3).

Cuadro 3 - 1 Procedencia y hospedante de los aislados de Glomerella /Colletotrichum
asociados al rastrojo de maiz infectado en ciclo anterior y que fue utilizado como fuente de
indculo seminatural en soja en condiciones de invernadero.

Aislados de Identificacion por
Colletotrichum (AC) marcadores Procedencia Hospedante
morfoldgicos
AC1 C. graminicola Pergamino (Bs As) Maiz
AC 6 C. graminicola Bombal(Sta. Fe) Maiz
AC 13 C. graminicola Elortondo(Sta. Fe) Maiz
AC 16 C. truncatum Banderalad (Bs As) Soja
AC 32 C. gloeosporioides Firmat(Sta. Fe) Soja
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El disefio de muestreo fueron bloques con 3 repeticiones, donde en cada bloque (surco)
se sembraron 10 semillas por aislado, haciendo un total de 30 plantas por genotipo por aislado
(Fig 3 - 3b - c) (Total: 450 plantas), los rastrojos se ubicaron en la linea de siembra de las
variedades simulando un sistema de siembra directa (Fig 3 - 3d).

PN 5 kel
Fig 3 — 3: a: invernadero con cobertura plastica superior con una malla antigranizo (flecha roja); by c:

siembra de los surcos con las variedades de soja; los carteles blancos que se observan indican cada
aislado de Colletotrichum (AC); d: variedades de soja con los rastrojos de maiz (flecha roja).

3.2.2 Evaluacion y cuantificacion de la enfermedad.

La reaccion de la enfermedad fue evaluada y cuantificada semanalmente en base a la
expresion fenotipica de los sintomas de antracnosis observados en los entrenudos del tallo de
soja (Fig. 3 - 4 ay b). En cada uno de los momentos de evaluacion se registro el valor de
Severidad de entrenudos promedio (SE %) con la Escala de Severidad modificada, con 5
grados, propuesta en el Capitulo | 2, basada en el porcentaje (%) de area con atizonamiento
(sintomas) y/o acérvulas (signos) de la antracnosis observados sobre los entrenudos

individuales, descripta en el Capitulo 1 2 (1 2.2.1e).
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Fig 3- 4: a: tallos de soja con sintomas de atizonamiento con presencia de acérvulas (signos) distribuidas
al azar; b: tallos de soja con presencia de acérvulas distribuidas al azar y en forma lineada.

El experimento se condujo de manera similar durante dos ciclos agricolas (afios), los
datos fueron analizados por un analisis de la variancia (Anova) factorial basado en: 3 bloques

por 5 aislados de Glomerella /Colletotrichum por 3 genotipos.
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3.3 RESULTADQOS
3.3.1 Resultados de los dos ciclos agricolas

Las evaluaciones estuvieron basadas en el registro de SE% observado en los entrenudos
de los tallos de soja infectados naturalmente a partir de ascosporas y conidios diseminados
desde de las fructificaciones de Glomerella /Colletotrichum (G/C) generadas sobre las cafias
(rastrojos) de maiz infectados con cepas de Colletotrichum del ciclo de cultivo anterior. Es
oportuno considerar, ademas que los aislados provienen de hospedantes maiz y soja.

Hubo diferencias significativas entre los afios (F:37,6 < 0.0001), cultivares (F:75,5 <
0.0001) y aislados (F:12,1 < 0.0001) con sus respectivas interacciones que también fueron
significativas, en todas sus combinaciones (Tabla 3 -1).

Tabla 3 -1: Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I) de las interacciones entre afios,
cultivares y aislados.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2548,22 44 57,91 17,84 <0,0001
Afios 122,76 1 122,76 37,82 <0,0001
Cultivares 493,25 2 246,63 75,98 <0,0001
Aislados 158,28 4 39,57 12,19 <0,0001
Entrenudos 883,57 6 147,26 45,36 <0,0001
Afios x Cultivar 97,21 2 48,60 14,97 <0,0001
Afio x Aislados 89,35 4 22,34 6,88 <0,0001
Cultivar x Aislados 179,39 8 22,42 6,91 <0,0001
Error 10371,45 3195 3,25

Los valores medios de severidad (SE %) de antracnosis analizados por el Test de
comparacion de medias LSD mostraron diferencias entre afios, entre cultivares de soja y entre

aislados de G/C que infectaron el rastrojo de maiz.

En la Fig 3 - 5, se observan diferencias significativas en la presencia de la enfermedad
en los dos ciclos agricolas, la mayor severidad se presento en el 2° afio agricola con un valor de
9,3 SE%, en contraposicion con el 1°afio con 5,1 SE%. (F: 37,82; p<0,0001).

181



Figura 3 - 5: Comparacion de los 2 ciclos agricolas, expresados por los valores promedios de
Severidad en porcentaje (SE %) de los tallos de soja de 3 genotipos: cv Corsoy 79; cv DM4870
y cv 155, infectados con rastrojos de maiz inoculados con 5 cepas Colletotrichum spp.

Severidad entrenudos (SE %)

12
9.3b

10

1° Afo 2° Aho
Afios agricolas de experimentacion

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

En cuanto a los cultivares analizados tuvieron un comportamiento diferencial en su
respuesta a la infeccion por los 5 aislados inoculados naturalmente. El cv Corsoy 79 tuvo un
comportamiento acorde a un genotipo susceptible con valores de SE% de 10,4, mientras que el
cv 155 respondio frente a todas las cepas como resistente presentando valores de 2,4 SE%. Por
su parte, el cv DM4870 comercial se evalué como moderadamente susceptible con valores de
8,8 SE %., este cultivar se mantuvo en forma intermedia con respecto a los otros cultivares (F:
75,98; p <0,0001) (Fig 3 -6).
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Figura 3 -6: Comparacion de los cultivares estudiados expresados por los valores promedio de
la Severidad en porcentaje de 3 cultivares de soja en su respuesta a la infeccion por 5 aislados
de Colletotrichum spp en los rastrojos de maiz.

Severidad entrenudos (SE %)
14
10.4c¢
12 8.8b

10

2.4

155 DM 4870 Corsoy 79
Cultivares de soja

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

Respecto al germoplasma fungico se observaron diferencias significativas entre los
distintos aislados de Colletotrichum spp, provenientes de los hospedantes soja y maiz, que
fueron inoculados en las cafias de maiz y actuaron como rastrojo de cobertura (F: 12,19; p <
0.0001).

En la Fig 3 - 7 se observa que el rastrojo infectado con los aislados AC1, AC6
provenientes de maiz y AC16 cuyo hospedante es soja, actuaron como fuente de in6culo méas
virulenta, donde C. graminicola y C. truncatum, mostraron su capacidad infectiva natural, el
AC13, hospedante maiz tuvo una actuacion intermedia. EI menos virulento resulté el AC 32,

cuya especie es C. gloeosporioides (Tabla 3 — 1).
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Figura 3 - 7: Comparacion de los aislados estudiados, expresados por los valores promedio de
la Severidad de entrenudos (SE %) indicados en porcentaje.

Severidad entrenudos (SE %)
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Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En cuanto a la severidad evaluada en los tres entrenudos infectados con Colletotrichum,
si bien no hubo diferencias significativas entre los entrenudos, se pudo observar que el
2°entrenudo fue el mas afectado con valores de SE % mayor, siguiendo el 1° y 3° entrenudo
con valores similares, mientras que la infeccién disminuye hacia los entrenudos superiores a
partir el 4° hasta el 6° entrenudo evaluado. Se observa una mayor presencia de la enfermedad

en los primeros 3 entrenudos de los genotipos evaluados (Fig 3 - 8) (F: 45,36, p <0,0001).
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Figura 3 - 8: Valores promedio de Severidad expresado en porcentaje de los entrenudos
infectados (SE %) en cultivares de soja en su respuesta a la infeccion por los aislados de
Colletotrichum spp.
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Al analizar la interaccion de los afios agricolas evaluados y los genotipos (cultivares) de

soja se observaron diferencias significativas (F: 14,97, p <0,0001) en la SE %.

En base a las reaciones de resistencia / susceptibilidad de los genotipos de soja evaluados
en condiciones de invernadero (Capitulo 1 2, Fig | 1 — 21) la respuesta en condiciones
seminaturales fue la siguiente: el cv 155 considerado en su respuesta como resistente (R)
mantuvo esa misma condicion en ambos afos, el cv comercial DM 4870 calificado como un
material moderadamente susceptible (MS), conservo esta respuesta intermedia con respecto a
los otros cultivares en ambos afios, el ¢ Corsoy 79 tuvo un comportamiento moderadamente
susceptible (MS) en el 1° afio de experimentacion, mientras que en el 2° afio su respuesta fue
como susceptible (S) (Fig 3 - 9). El ambiente del 2° afio promovié una interaccién compatible

y mas favorable a la antracnosis sobre los cvs Corsoy 79 y DM 4870.
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Figura 3 - 9: Valores de Severidad promedio, expresado en porcentaje en el comportamiento
de 3 cultivares de soja en un manejo de siembra directa, con rastrojo en superficie como fuente
de in6culo, en cada afio agricola evaluado.
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Respecto a la interaccion de los ciclos (afios) agricolas con los 5 aislados de G/C
evaluados, mostraron diferencias significativas (F: 6,88, p <0.0001). En la Figura 3 - 10, el 2°
afio de experimentacion registré los mayores valores de severidad de entrenudos afectados. El
aislado AC1, proveniente de maiz, generd el mayor valor (16%), y el aislado AC16, de soja, un
valor de 10 SE%; luego las cepas de maiz causaron valores intermedios de SE%, AC6 (8,4 SE
%) y AC13 (7,6 SE %), mientras que el aislado AC32 de soja causo el valor menor (4,7 SE%).
Con respecto al 1° afio todos los aislados tuvieron un comportamiento similar, excepto AC6

con valor superior a la media y el AC13 con un valor menor al resto de los aislados (Fig 3 - 10).
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Figura 3 - 10: Interaccion afio agricola por aislado expresado en porcentaje. de los valores de
severidad de entrenudos promedio.
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En la Tabla 3- 2 se aprecia la interaccion significativa entre los cultivares de soja

evaluados y las 5 aislados de Colletotrichum spp estableciéndose las siguientes relaciones:

Interacciones Compatibles

ACL1 se comporté como virulento para cv Corsoy 79 que resulto ser susceptible (S) y DM4870
gue se mostr6 moderadamente susceptibles (MS). ElI AC6 resulto virulento para DM4870 y

Corsoy79 expresandose como S a MS respectivamente.

Interacciones Moderadamente Compatibles

AC16 se manifest6 moderadamente virulento (MV) para DM4870 que result6 MS. AC32

resultdé MV para Cv Corsoy 79 cuyo comportamiento fue MS.

Interacciones Incompatibles

AC32 fue avirulento para Cv 155 y DM 4870. Este altimo resulté resistente (R) solo frente a
este aislado. Los aislados fueron todos avirulentos para Cv155 que resulto ser un cultivar R (Fig
3-11).
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Tabla 3 -2. Interaccién entre cultivar (genotipo) y aislados de Glomerella / Colletotrichum

Cultivar (Cv) Ai_slados de Se-veridad -/ medias para cada
Colletotrichum spp (AC) interaccion de cv por AC
155 AC 32 17a
185 AC1 18a
155 AC6 19a
185 AC 13 23a
DM 4870 AC 32 27a
155 AC 16 4.3 ab
Corsoy 79 AC 32 7.3 be
Corsoy 79 AC 13 77¢
DM 4870 AC 13 8.2¢
Corsoy 79 AC 16 8.5 cd
DM 4870 AC 16 9.8 cde
Corsoy 79 AC 6 9.9 cde
DM 4870 AC1 11.4 de
DM 4870 AC 6 11.9 e
Corsoy 79 AC1 18.8 f

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)
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Figura 3 - 11: Valores de Severidad Entrenudos (SE %) promedio, expresados en porcentaje,
en la interaccidn genotipo por aislado de Colletotrichum.
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3.3.2 Aplicacion del 4° Postulado de Koch - reaislado e identificacion a partir del material
cosechado.

Con el objetivo de validar el agente causal en las pruebas de patogenicidad (3° PK) se
tomaron porciones sintomaticas y asintomaticas de las plantas de soja cosechadas, se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1 % y se sembraron en APGA hasta desarrollar
colonias de G/C (4° PK) (Fig 3-12 ay b).

Fig 3 - 12: a: siembra de tallos de soja infectados con AC16 en APGA y la formacién de colonias, confirmacion
del 4° postulado de Koch; b: tallos de soja infectados con AC16 mostrando la presencia de acérvulas color crema
(flecha roja)
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3. 4 DISCUSION

El sistema agricola utilizado en nuestro pais durante las Gltimas 50 décadas se realizd
con presencia de rastrojos en superficie, conocida como siembra directa o labranza cero. Si bien
esta practica permite avances notables en la conservacion del suelo, el aspecto sanitario es un
punto a trabajar por la disponibilidad y crecimiento exponencial de diferentes patdégenos que se
desarrollan y sobreviven en los rastrojos. En esta tesis se trabajé con un sistema de sucesiones
de cultivos, ampliamente utilizado por los productores, donde se alternan cereales y oleaginosos
con presencia de los respectivos restos de cosecha.

El agente causal es considerado tanto biotrofo, en una etapa breve y otro necrotrofo
dando su caracter hemibiotrofo, se demostraron ambas etapas, desde la infeccion de soja a partir
de rastrojos de maiz con presencia de C. graminicola y la manifestacion de sintomas, con un
comportamiento virulento en los distintos cultivares de soja, coincidentemente a lo estudiado
por Rehka (2013) con respecto a la sobrevivencia de C. graminicola en el sorgo. La naturaleza
destructiva de la antracnosis indicaria la existencia de un mecanismo eficiente para la
supervivencia del hongo de una temporada a otra. En este contexto, el patégeno sobrevive en
restos de cultivos enfermos, semillas de plantas infectadas y en hospedantees alternativos
(Rehka, 2013).

Ramos et al. (2013) presentaron un primer informe de variabilidad genética en aislados
de C. truncatum y C. destructivum recolectados de diferentes areas de cultivo de soja en nuestro
pais, expresando que casi toda el area de cultivo de soja de Argentina se hace bajo sistemas de
no labranza. Los restos de cultivo que permanecen en la superficie del suelo proporcionan
condiciones 6ptimas para el desarrollo activo de estructuras reproductivas de C. truncatumy C.
destructivum. Coincidimos a lo descripto por el autor en cuanto a la presencia de C. truncatum
y aportamos la figura de C. gloeosporioides y C. graminicola en los cultivares de soja donde

esta Ultima especie de Colletotrichum spp obtuvo la mayor severidad de entrenudos infectados.

El nivel de variabilidad genética dentro de las poblaciones de patdégenos de plantas
proporciona una indicacion de su adaptabilidad para superar la resistencia en plantas y otras
medidas utilizadas para controlar el patégeno, como la aplicacion de fungicidas en
agroecosistemas (McDonald et al.,1989; McDonald y Linde 2002). En el presente trabajo, se

suma al reporte de Ramos et al (2013)sobre la variabilidad genética en aislados de C. truncatum
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y C. destructivum recolectados de diferentes areas de cultivo de soja en Argentina. elprimer

antecedente de la presencia de C. graminicola como patdgeno infectivo en soja en nuestro pais.

En el tetraedro de la enfermedad, un factor relevante, es el ambiente climéatico
predisponente en el desarrollo de la enfermedad ; para C. truncatum el ambiente propicio para
el progreso de antracnosis en soja, esta favorecido por temperaturas superiores a 25° C y lluvias
abundantes a la madurez del cultivo, especialmente con alta densidad de siembra, donde la
produccion éptima de conidios ocurre entre 25 a 30 °C y mojado foliar (agua libre disponible)
sobre la superficie de la hoja influyendo directamente sobre el proceso de infeccion vy
crecimiento del patégeno sobre la planta. En el caso de C. graminicola ocurre sobre un amplio
rango de temperatura de 15 a 35 ° C, sin embargo, la penetracion al hospedante ocurre solo en
el estrecho intervalo de 25 a 30°C (Bergstrom &Nicholson, 1999). En este trabajo el 2° afio
tuvo mayor porcentaje de severidad de entrenudos infectados, este 2 afio presento temperaturas
medias menores a 25°C y bajas precipitaciones durante la etapa de fin de ciclo, donde se
presenta con mayor virulencia la enfermedad, exponiendo una mayor amplitud en las
condiciones predisponentes de la enfermedad (Anexo 1).

Las infecciones se produjeron con mayor severidad en el 2° entrenudo creciendo hacia
arriba y hacia abajo de este punto medio, la enfermedad se concentrd en estos 3 entrenudos
medios, no obstante, Ramos et al., (2013) expresaron la posibilidad de la existencia de una débil
capacidad de dispersion de las esporas, ya que tanto los conidios como las ascosporas estan
inmersas en una matriz mucosa, lo que evita la dispersion por viento. La Unica posibilidad de
dispersion a largas distancias es mediante la transmision de semillas, pero ambas especies no
son patdgenos de semillas frecuentes en la region pampeana. Sin embargo, en contraposicion
con Ramos et al., (2013) en los entrenudos superiores también se observé la presencia de la
enfermedad, aunque en menor medida, no indicando una débil capacidad de dispersion de los
mismos.

En el 2009 Crouch y Beirn, demostraron que la presencia de C. graminicola causa mas
destruccion cuando el inéculo primario se inicia a partir de residuos saprotréficos en la
superficie del suelo, donde las acérvulas se forman a partir del tejido vegetal necrético,

produciendo numerosos conidios, fuente de indculo secundario.

En cuanto la interaccién genotipo por ambiente, los cultivares mantuvieron el mismo
comportamiento (resistencia / susceptibilidad) en invernaculo (capitulo I 2) que en condiciones

seminaturales, diferenciado los 3 genotipos: resistente, moderadamente resistente y susceptible.
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Mientras que en la interaccion ambiente por aislado la mayor virulencia en los genotipos de
soja fue por C. graminicola, seguida por una severidad intermedia de C. truncatum y una

severidad menor de C. gloeosporiodes, patdgeno no citado en soja.

En el 2007, Levin et al., mencionaron la capacidad de la antracnosis de causar
infecciones latentes 0 quiescentes que se sitdan entre los mas importantes de patégenos de

postcosecha afectando a numerosos grupos de cultivo.
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3.5 CONCLUSIONES

En un sistema de rotacion maiz — soja (ambos hospedantes de G/C), el rastrojo de maiz
infestado de antracnosis resulté efectivo como fuente de indculo primario de C.
graminicola, C. truncatum y C. gloeosporioides e inicio del proceso patogénico en los

genotipos de soja.

Los aislados AC1 y AC6 (C. graminicola) provenientes de maiz y el AC16 (C.
truncatum) aislado de soja, luego de haber cumplido una etapa de supervivencia en
rastrojo de maiz, resultaron ser los méas virulentos para generar infecciones primarias en

los genotipos de soja evaluados.

Los genotipos de soja, en las condiciones de este experimento expresaron un
comportamiento diferencial frente a los aislados G/C evaluados, mostrando una
respuesta resistente (cv 155), moderadamente resistente (cv DM 4870) y susceptible (cv
Corsoy 79).

Se registraron interacciones significativas entre:

- afios por genotipos de soja, tal lo observado en el cv DM 4870 y Corsoy 79.

- afos por aisladosde G/C, tal lo observado en AC1, AC13 (C. graminicola) y AC16
(C. truncatum).

- genotipo por aislado, tal lo observado en la reaccion de los cultivares DM 4870 y
Corsoy 79 frente a las infecciones primarias ocasionadas a partir de rastrojo infectado

por los diferentes aislados de G/C.

El cv 155 se expresd como resistente a G/C en ambos afios y el aislado AC6 (C.
graminicola) result6 ser el mas virulento sobre los genotipos de soja, teniendo similar
comportamiento en los dos ciclos evaluados. Considerando la estabilidad del genotipo
cv 155 en su comportamiento, resulta relevante para ser incluido como progenitor
resistente y el aislado virulento AC6 para ser incorporado en programas de resistencia

a antracnosis o en evaluaciones de las interacciones planta-patdgeno.
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+ Tanto en inoculaciones forzadas (Capitulo 2) como en condiciones seminaturales
(Capitulo 3), se definieron los 3 tipos de relaciones y se valido el comportamiento de
incompatibilidad o de Resistencia (cv155), moderadamente resistente (cv4870) vy

compatible o de Susceptibilidads (cv Corsoy).

+ La presencia de la enfermedad se manifest6 en los 3 primeros entrenudos de soja, siendo
los més afectados el 2° y 3°, evidenciando la capacidad de dispersion de las esporas a
partir de las fructificaciones (peritecios Glomerella /acérvulas Colletotrichum)

desarrolladas en el rastrojo de maiz.

+ Se demostrd que C. gloeosporioides (AC32) es una especie de G/C activa y efectiva en
el proceso de infeccion de maiz - supervivencia en rastrojo de maiz y posterior infeccion

en soja.
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CONCLUSIONES FINALES

La relevancia a nivel mundial de la produccion de los cultivos extensivos — soja y maiz-
se basa en la provisién de materia prima y derivados alimenticios para el hombre, animales y
otros aportes benéficos para estabilidad del suelo y microorganismos, el presente trabajo de
tesis realiza un avance significativo en el conocimiento bioldgico y epidemioldgico de la
antracnosis, enfermedad comin a ambos hospedantes, causada por un complejo de tres especies
del binomio genérico Glomerella Colletotrichum (C. truncatum, C. graminicola y C.
gloeosporioides) de amplia variabilidad genética y especificidad fisiologica capaces de

interactuar con diferentes genotipos de un mismo hospedante y/o diferentes hospedantes.

Respecto a los objetivos planteados, a travées del desarrollo de tesis se logré validar la
identidad de un conjunto de aislados de Colletotrichum, causales de antracnosis, pertenecientes
a tres especies: C. truncatum, C. graminicola y C. gloeosporioides mediante marcadores
morfoldgicos y moleculares; demostrando ademas la diversidad de su origen agroecolégico y
de diferentes hospedantes gramineas, oleaginosas y frutales. Se determind, ademas y
particularmente, la presencia de C. graminicola en maiz, C. truncatum y C. gloeosporioides en
el hospedante soja, C. truncatum en alfalfa y C. gloeosporioides en mandarina. La
caracterizacién morfoldgica corrobord la presencia autdctona de conidios de C. graminicola,
hospedante maiz, con conidios menores a los presentados por Manandhar y Hartmanet al.,
(1999), con forma de hoz y media luna. Y de C. truncatum con conidios curvos, delgados, no
tabicados redondeados en el extremo y mas largos que los descriptos por varios autores. La
validacion molecular por la técnica de RAPDs y la secuenciacién de los fragmentos
amplificados de primers ITs fue clave como herramienta auxiliar y complementaria que valido
y fortalecié la identificacién mediante marcadores morfolégicos. A partir de los resultados

obtenidos se alcanz6 el cumplimiento del primer objetivo y, ademas, se demostré la presencia
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de Colletotrichum en el &rea pampeana y la relevancia de la variabilidad patogénica al
interactuar con los genotipos evaluados desafiando la resistencia efectiva del hospedante y
promoviendo diferentes comportamientos frente a | patdgeno. Por lo tanto, se acepta la hipotesis
1 que plantea la variabilidad entre los genotipos y entre los aislados de G/C de diferentes
agroambientes argentinos.

La implementacion y desarrollo de los bioensayos para evaluar interacciones entre
cultivos y patdgenos del G/C permitié confirmar la aplicacion del postulado de Koch 3
(inoculaciones) y el postulado de Koch 4 (reaislamiento del patdgeno causal) para antracnosis
en soja y maiz. Se validaron los métodos de inoculacion en soja y maiz, logrando desarrollar
infecciones efectivas y el reaislamiento del patégeno causal de antracnosis, dando
cumplimiento al postulado 3 y 4 de Koch. La escala de severidad aplicada para cuantificar la
antracnosis, expresada por el pardmetro de severidad en entrenudos del tallo de ambos cultivos,
permitio diferenciar el comportamiento de los genotipos vegetales (resistente / susceptible) y
fangicos (avirulento / virulento).

Respecto a la Antracnosis en soja, se observo que la sintomatologia tuvo un avance tanto
acropeto como basipeto a partir del segudo entrenudo o punto de inoculacién, y amerita
destacarse que el 10 % de los tallos inoculados presentaron acérvulas distribuidas en forma
alineada, sintomatologia no reportada previamente para antracnosis. La evaluacién de las
interacciones soja — G/C mostrd que el aislado AC 24 (C. gloeosporioides) obtenido de
mandarina fue el mas virulento en generar antracnosis en soja. Y respecto del comportamiento
diferencial de las cepas de C. graminicola obtenidos de maiz, el aislado AC13 no diferencid
genotipos de soja de comportamiento resistente o susceptible; mientras que el AC1 resultd
virulento sobre el genotipo cv 155 (potencialmente resistente) quien resultd fenotipicamente

susceptible a esta cepa de G/C.
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En referencia a la antracnosis en maiz, se observo el avance acropeto de la enfermedad
en los entrenudos del tallo (cafia). Los aislados G/C ¢ evaluados a través de las interacciones
con distintos genotipos de un mismo hospedante o diferentes hospedantes (cereal y
leguminosas), expresaron distinto grado de avirlencia/virulencia. Los aislados de
Colletotrichum spp. de mayor virulencia en maiz fueron AC16 (C. truncatum) y AC32 (C.
gloeosporioides) provenientes de soja y el AC24 de mandarina, en ambos afios agricolas,
demostrando el riesgo epidemioldgico de la enfermedad en diferentes secuencias de cultivos.
Se caracterizo diferencialmente a los hibridos AX 878, Sy 1979 y Sy 747 como resistente,
moderadamente resistente y susceptible, respectivamente. Resultando el genotipo AX 878 una
fuente potencial de resistencia antracnosis en maiz. La caracterizacion de los genotipos de los
cultivos estudiados de acuerdo a su respuesta de resistencia, MR/MS o Susceptibiliad, resultara
de suma utilidad para su potencial incorporacion en programas de mejoramiento. A partir de
estos resultados se logré cumplimentar del segundo objetivo y, ademés, se demostrd las
inoculaciones artificiales o pruebas de patogenicidad fueron efectivas al ser aplicadas en
diferentes genotipos de soja y maiz promoviendo el desarrollo de la enfermedad desde la
penetracion y la infeccién en condiciones semicontroladas de invernadero o pequefias parcelas.
Como resultado del estudio de estas interacciones PPA se diferenciaron genotipos R/S y cepas
de GC Avl/v, permitiendo aceptar la hipotesis 2.

Asimismo, para dar cumplimiento al tercer objetivo se evalu6 al complejo
Glomerella/Colletotrichum y sus interacciones con tres genotipos de soja bajo condiciones
seminaturales, y en una rotacién maiz — soja. En este sistema, la técnica de inoculacion natural
basada en la disponibiidad de rastrojo de maiz infectado en superficie, resultd efectiva y
permitidé detectar el comportamiento diferencial de los genotipos (resistente, moderadamente

resistente y susceptible) de soja frente a los aislados de G/C asociados al residuo de cosecha.
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De esta manera en el marco de ésta tesis, se demostrd que en un sistema de rotacion maiz — soja
(ambos hospedantes de G/C), el rastrojo de maiz infestado en ciclos anteriores con cepas
originalmente de soja y maiz, resultdé efectivo como fuente de inoculo primario de C.
graminicola, C. truncatum y C. gloeosporioides e iniciar el desarrollo de antracnosis en los
genotipos de soja. Los aislados AC1 y AC6 (C. graminicola) provenientes de maiz y el AC16
(C. truncatum) obtenido de soja, luego de haber cumplido una etapa de supervivencia en
rastrojo de maiz, resultaron ser los mas virulentos para generar infecciones primarias en los
genotipos de soja evaluados. Mientras que C. gloeosporioides resuld ser una especie de G/C
activa y efectiva en el proceso de infeccion de maiz - supervivencia en rastrojo de maiz y
posterior infeccion en soja. Por su parte, los genotipos de soja, en las condiciones de este
experimento, expresaron un comportamiento diferencial frente a los aislados G/C evaluados,
resultando fenotipicamente resistente (cv 155), moderadamente resistente (cv DM 4870) y
susceptible (cv Corsoy 79) frente la antracnosis. En el contexto de la variabilidad genética
vegetal y flngica detectadas, se registraron interacciones significativas entre afios por genotipos
de soja e interacciones afios por aislados de G/C. Observandose, ademas, interacciones
especificas entre determinados genotipos de soja y cepas fungicas. No obstante, en los dos
ciclos evaluados, el cv 155 se expresd como resistente a G/C y el aislado AC6 (C. graminicola)
resultd ser el méas virulento sobre los genotipos de soja. La estabilidad del genotipo cv 155 en
su comportamiento frente a la antracnosis avala su seleccion como progenitor resistente. Y
respecto a la virulencia, el aislado proveniente de maiz podra ser incorporado en proximas
evaluaciones de interacciones planta - patdgeno.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis aportan informacion relevante
sobre las etapas de parasitismo y supervivencia del ciclo biolégico del patégeno Glomerella

Colletotrichum, las respuestas fisioldgicas y genéticas de los hospedantes y la importancia
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epidemioldgica de la antracnosis que afecta a los cultivos soja y maiz, relevantes para la
macroregion tanto por el area sembrada como por los recursos econémicos y alimentarios que
generan. Este contexto conduce a repensar las practicas agricolas y la rotacion de cultivos
dentro del manejo cultural, las estrategias quimicas y fundamentalmente las herramientas
genéticas como promotoras del mejoramiento vegetal e incorporacion de resistencia a

enfermedades.
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ANEXO 1

Condiciones ambientales de humedad y precipitaciones medias y temperaturas minimas y

maximas en los dos afios de experimentacion en la localidad de Zavalla, provincia de Santa Fe.
Humedad media

E F M A M J J A S o N D

2011 | 57 63 62 65 76 74 75 58 51 56 95 52

2012 |60 65 62 61 72 73 75 64 59 65 63 68

2013 |54 54 58 59 63 65 63 58 65 65 63 64

Precipitaciones media

E F M A M J J A S O N D

2011 | 185 33 59 57 23 19 14 16 08 98 194 14 711
2012 1 124 104 105 258 60 28 O 99 38 123 77.0 148 905

2013 160 3.0 610 895 40 O 41 0 90 51.0 395 15.0 454

Temperaturas minimas
E F M A M J J A S O N D

2011 7 4 2.5 -1 -3 -6 = -8 =2 =5 6 6 -0.3
2012 9 5 3 -4 -4 -9 -11 -5 -2 =5 5 7 -0.7

2013 3 1 1.2 -15 -3 -7 -8 -10 -5 -2 4.5 4.5 -1.7

Temperatura maximas

E F M A M J J A S @) N D

2011 | 37 38 36 289 28 19 21 19 26 27 31 37 28.9
2012 |40 38 34 315 24 20 19 24 28 28 34 36 29.7

2013 [ 34 33 325 302 23 24 20 30 30 30 37 40 30.4
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