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RESUMEN

La caracterizacion morfolégica y molecular de Cercospora kikuchii es necesaria para un mejor profundizar en
el... conocimiento del patdégeno en Argentina. Analizar morfolégica y molecularmente los aislamientos de C.
kikuchii recolectados de peciolos y semillas durante los afios 2015 y 2016 a través de las diferentes regiones so-
jeras de Argentina. Los analisis morfolégicos de los 528 aislamientos y los moleculares de 96 aislamientos fueron
realizados en los laboratorios de Biotecnologia y Fitopatologia, en Pergamino, Buenos Aires, Argentina durante
2015 a 2021. La caracterizacion morfolégica tuvo en cuenta la region y el érgano de origen, el afio y variables
patométricas. La caracterizacion molecular se realizd con siete secuencias blanco-nucleares y una mitocondrial.
La estructura genética de la poblacion se examind a través del software STRUCTURE y Andlisis de Varianza
Molecular (AMOVA). La relacion longitud / ancho de los conidios fue mayor en los aislamientos provenientes de
la region norte, comparada con las de las regiones pampa norte y pampa sur. El andlisis morfogenético de los
aislamientos indicd que pertenecen a la especie C. kikuchii. No se encontrd estructuracion en la poblacion de
C. kikuchii de Argentina. Los aislamientos de C. kikuchii mostraron variacion morfolégica y molecular sustancial,
aunque no asociada con el érgano de origen: peciolo y semilla. La informacién molecular indica que las varian-
tes de haplotipos tenian una mayor homologia con secuencias de C. kikuchii descritas previamente que con
secuencias de otras especies. Tomados en conjunto, los datos demuestran que en Argentina el tizén foliar por
Cercospora y la mancha purpura de la semilla en soja, son dos enfermedades causadas por una Unica especie:
C. kikuchii. En consecuencia, sugerimos un nuevo nombre para la enfermedad, el Sindrome Purpureo en Soja o
en inglés “Soybean Purple Syndrome”.

Palabras clave: Tizon foliar, Patometria, Haplotipos, Variabilidad genética.

ABSTRACT

The morphological and molecular characterization of Cercospora kikuchii is necessary for a better unders-
tanding of the pathogen in Argentina se recomienda (a better understanding of this pathogen in Argentina).
To analyze morphologically and molecularly the isolates se recomienda (analyze the isolates morphologically
and molecularly) of C. kikuchii collected from petioles and seeds during the years 2015 and 2016 across the
different soybean regions of Argentina. The morphological analyzes of the 528 isolates and the molecular
analyzes of the 96 isolates were carried out in the Biotechnology and Phytopathology laboratories, in Perga-
mino, Buenos Aires, Argentina during 2015 to 2021 se recomienda (from 2015 to 2021). The morphological
characterization took into account the region and organ of origin, the year and pathometric variables. The
molecular characterization was carried out with seven nuclear and one mitochondrial target sequences. The
genetic structure of the population was examined through the STRUCTURE software and Analysis of Molecular
Variance (AMOVA). The length/width ratio of the conidia was higher in the isolates from the northern region,
compared to those from the northern pampa and southern pampa regions. The morphogenetic analysis of the
isolates indicated that they belong to the species C. kikuchii. No structure was found in the population of C.
kikuchii from Argentina. The isolates of C. kikuchii showed substantial morphological and molecular variation
although not associated with the organ of origin: petiole and seed. Molecular information indicates that the
haplotype variants had greater homology with previously described sequences of C. kikuchii than with sequen-
ces from other species. Taken together, the data show that in Argentina Cercospora leaf blight and purple seed
stain in soybean are two diseases caused by a single species: C. kikuchii. Consequently, we suggest a new
name for the disease, Soybean Purple Syndrome.

Keywords: Leaf bligth, Pathometry, Haplotypes, Genetic variability.
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Introduccion

La caracterizacion morfogenética de Cer-
cospora kikuchii permite un conocimiento
del patosistema que facilita su manejo en
un ambiente agrosustentable. El género
Cercospora ha sido identificado por crite-
rios taxonémicos clasicos como forma vy ta-
mano de los conidios, color y velocidad de
crecimiento de las colonias (Agrios, 2005).
Para la identificacion de C. kikuchii es ne-
cesario la observacion de sus estructuras
somaticas y reproductivas, cuya formacion
puede ser inducida en medios de cultivo
agarizados (Lavilla, Ivancovich & Diaz-Pa-
leo, 2022).

El género Cercospora, presenta su fase se-
xual dentro del género Mycosphaerella de
acuerdo a estudios filogenéticos (Crous et
al., 2007). La mayoria de los géneros ana-
morficos de Mycosphaerella fueron polifiléti-
cos, dificultando su agrupacion en especies.
Una excepcion fue Cercospora, que formo
un grupo monofilético basado en caracte-
risticas anamorficas (Price et al., 2015). Las
especies presentes dentro del género Cer-
cospora producen una toxina denominada
cercosporina. La capacidad de producir
esta toxina tiene un uUnico origen evolutivo ya
gue no fue encontrada en otros géneros de
hongos (Goodwin et al., 2001).

El analisis de 405 aislamientos a través de
marcadores AFLP determind la presencia
de dos linajes (llamados | y Ill) estaban pre-
sentes en Japoén y en América del Sur. En
consecuencia, el patdbgeno habria sido in-
troducido de Asia a América del Sur (Ima-
zaki et al., 2006). C. kikuchii es una espe-
cie con amplia variabilidad genética en el
mundo (Groenewald et al., 2013; Imazaki et
al., 2006; Soares et al., 2015). La diversidad
genética encontrada en América del Sur,
también se encuentra en América del Norte.
Se clasificaron dos linajles de C. kikuchii en
el estado de Luisiana, E.E.U.U., a partir de
164 aislamientos (Cai & Schneider, 2005).

Los estudios filogenéticos exhaustivos de
360 aislamientos provenientes de 39 pai-
ses identificaron diversas especies dentro
del género Cercospora (Groenewald et al.,
2013). A partir de aislamientos obtenidos
de soja, se han identificado otras especies
de Cercospora que potencialmente pueden
infectar al cultivo (Soares et al., 2015). El
objetivo fue analizar morfoldégica y molecu-
larmente los aislamientos de C. kikuchii re-
colectados de peciolos y semillas durante
los aflos 2015 y 2016 a través de las dife-
rentes regiones sojeras de Argentina. De
este modo contrastar la hipotesis de que el
tizon foliar por Cercospora (TFC) y la man-
cha purpura de la semilla (MPS), son pro-
ducidas en Argentina por la misma especie
patégena que distribuye geograficamente
sin constituir subpoblaciones.

Materiales y métodos
Origen de los aislamientos

Los aislamientos de C. kikuchii fueron obte-
nidos de semillas y peciolos de plantas de
soja, durante los afios 2015 y 2016, de tres
regiones productoras del cultivo en la Argen-
tina ya descritas como: Norte (RG N), Pampa
Norte (RG PN) y Pampa Sur (RG PS) (Lavilla
et al., 2021). Se obtuvieron un total de 528
aislamientos que fueron analizados morfolo-
gicamente. Ademas, 96 de estos aislamien-
tos fueron caracterizados molecularmente.
Este Ultimo grupo estaba constituido por
dos aislamientos por provincia, afo y orga-
no; excepto en la Provincia de Buenos Aires,
de donde se analizaron cuatro aislamientos
para mejor representar la extensa region
pampa sur (Lavilla et al., 2021).

Estudio morfolégico de los aislamientos
y variables patométricas de C. kikuchii

Se realizaron aislamientos, a partir de pecio-
lo y de semilla de soja, bajo camara de flujo
laminar con el mechero encendido, siendo
incubados durante 10 dias en una camara
de crecimiento a 24 + 2 °C, con alternancia
de 12 h de luz cercana a la ultravioleta y 12
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h de oscuridad. El medio de cultivo utiliza-
do fue V8, preparado con 100 ml de jugo
V8, 15 g de Agar, 2 g de CaCQOg3, y agua
destilada hasta llegar al volumen de un litro
apH 5,5 (Lavillaetal., 2021). Los aislamien-
tos provenientes tanto de peciolo como de
semilla fueron analizadas a ojo desnudo y/o
bajo estereoscopio y fueron descritos ma-
croscopica y microscopicamente.

Las caracteristicas morfolégicas de color,
densidad de micelio (abundancia del mi-
celio), presencia de pigmentacion rojiza se
realizaron segun las Figuras 1y 2. El dia-
metro de las colonias (DC) se determiné en

Figura 1.

centimetros. La evaluacion morfolégica de
los conidios considero la longitud, el ancho
y la relacion longitud/ancho (R L/A) bajo mi-
croscopio optico a 400 x. Las medidas se
realizaron mediante el programa Meazure
que disponia de una regla micrométrica
(Stewart et al., 2014). La muestra de cada
aislamiento fue de 10 conidios. Los valores
de la variable cuantitativa R L/A utilizados
en el andlisis fueron aquellos por encima de
la mediana (50 % de los datos con mayor R
L/A), procurando asi que los conidios con-
siderados hubieran alcanzado el tamano
maximo al final de su conidiogénesis.

Diferentes coloraciones de las colonias de los aislamientos de Cercospora kikuchii. a. blan-
co, b. gris claro, c. gris rosado, d. gris verdoso, e. gris oscuro, f. blanco con barde negro, g.
negro grisaceo. Pergamino, Buenos Aires, Argentina, 2015-2021

Figura 2.

Densidad del micelio (abundancia del micelio): a: compacta, b: abundante Presencia de
pigmentacion rojiza de las colonias de Cercospora kikuchii c: con presencia y d: sin pre-
sencia. Pergamino, Buenos Aires, Argentina, 2015-2021
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Analisis de datos del estudio morfolégico
de C. kikuchii

La R L/Ay el DC se analizaron estadistica-
mente bajo un modelo lineal generalizado
mixto (Di-Rienzo et al., 2011), utilizando
como fuente de variacion regiones geogra-
ficas (RG), peciolo y semilla como érganos
de origen (O) y afios (A) 2015 y 2016. La
significacion de las medias se determiné a
través de la prueba de diferencia minima
significativa restringida de Fisher (nivel de
significancia: 0,05). Los paquetes estadis-
ticos utilizados fueron InfoStat (Di-Rienzo et
al., 2011) y el StatSoft (StatSoft, 2005). Las
relaciones entre las variables cualitativas,
color de las colonias (CC), densidad del mi-
celio (DM), presencia de pigmentacion roji-
za (PPR) y las variables cuantitativas fueron
analizadas por pruebas de independencia
no paramétrica de Chi cuadrado de Kolmo-
gorov-Smirnov (p<0,05) segun Di-Rienzo et
al. (2011), mediante el uso de laRG, Oy A
como variables de clasificacion.

Se aplicé el método de regresion lineal sim-
ple para analizar la asociacion entre las va-
riables incidencia de la MPS, la SEV del TFC
en hoja y en peciolo con las R L/A de los
conidios y el DC. Asimismo, se utilizd este
meétodo para evaluar si hay asociacion entre
la R L/A de los conidios y el DC. Los mode-
los lineales generalizados mixtos se usaron
para asociar las tres variables patométricas

Tabla 1.

con las variables cualitativas CC, DM y PPR
(Di-Rienzo et al., 2011).

Estudio molecular de los aislamientos de
C. kikuchii

Se eligieron 96 aislamientos de los utiliza-
dos en la descripcion de las caracteristicas
morfolégicas para proseguir con el analisis
molecular. De cada caja de Petri se mues-
trearon aproximadamente 50 mg de micelio
fresco en crecimiento activo. A partir de ellos
se realizd la extraccion del ADN gendmico
siguiendo el protocolo propuesto por Liu et
al. (2000) con modificaciones menores.

La calidad y concentracion del ADN fue esti-
mada en geles de agarosa al 0,8 %, tefiidos
con bromuro de etidio (0,5 g/mL), comparan-
do con muestras de concentracion conocida.
El ADN extraido fue posteriormente utilizado
en la amplificacion de ocho secuencias par-
ciales de genes conocidos (Cuadro 1) me-
diante la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR). Los cebadores utilizados para
amplificar las distintas regiones genémicas
detalladas en el Cuadro 1 son: ITS e ITS4
(White et al., 1990), Ck_Betatub-F1 (Soares
et al., 2015) y Bt516R (Albertini et al., 1999),
CyIH3F y CyIH3R (Crous et al., 2003, F1771
y R2706 (Soares et al., 2015), ACT-512F vy
ACT-783R (Carbone & Kohn 1999), TEF_F1
y TEF_R1 (Soares et al., 2015), CAL-228F y
CAL-737R (Carbone & Kohn, 1999), Cytb-F2
y Cytb-R1 (Imazaki et al., 2006).

Secuencias blanco (fragmento especifico de ADN que es reconocido y unido por una pro-
teina o enzima); el nombre de los cebadores Pergamino, Buenos Aires, Argentina, 2015-2021

Gen/region genomica con su designacion

Nombre de los cebadores

IS gen 5.8S ARNrn.
tub b- tubulina 1
his histona H3

cfp proteina facilitadora de la cercosporina

act Actina 1

espaciadores transcriptos internos del

ITS 1 e ITS 4 (White et al., 1990)

Ck_Betatub-F1 (Soares et al., 2015) y
Bt516R (Albertini et al., 1999)

CylH3F y CylH3R (Crous et al., 2004)

F1771 y R2706 (Soares et al., 2015).

ACT-512F y ACT-783R (Carbone & Kohn
1999).
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tef  factor de elongacion de la traduccion
cal Calmodulina

cyb Citocromo b (mitocondrial)

TEF F1y TEF RI1 (Soares et al., 2015)

CAL-228F y CAL-737R (Carbone & Kohn,
1999).

Cytb-F2 y Cytb-R1 (Imazaki et al., 2006)

Para la amplificacion mediante PCR, las
muestras fueron colocadas en placas de 96
pocillos en un volumen de reaccion de 30
uL. En cada reaccion se utilizé 6,93 plLde
ADN templado (10 ng/uL), 7,8 uL de mezcla
de reaccion, 0,36 pL (1,8 U) de Tag ADN
Polimerasa Pegasus (PB-L, Argentina), 1,4
uL (10 uM) de cada cebador sentido y an-
tisentido y 12,15 pL de agua. La mezcla de
reaccion en la mayoria de las secuencias
blanco (ADN amplificado entre cebadores)
fue realizada con 500 uL Buffer 10X, 150 uL
de MgCI2 (50 mM), 10 yL de cada uno de
los dNTPs (100 mM) y se ajustd a un volu-
men final de 1300 pL con agua.

En el caso de his se disminuyo la concen-
tracion de MgCI2 adicionando solo 100 pL
(concentracion final de 45 mM) y en cfp se
aumenté con 200 pL (concentracion final de
60 mM). Todos los reactivos utilizados eran
de la marca Pegasus (PB-L, Argentina).

El programa de termociclado fue el siguien-
te: 5 min a 95 °C; 45 ciclos de 45 segundos
a 94 °C, 45 segundos a la temperatura de hi-
bridacion correspondiente a cada par de ce-
badores, 45 segundos a 72 °C y una etapa
final de extension de 10 mina 72 °C. Los pro-
ductos de amplificacion obtenidos por PCR
se conservaron en el congelador a -20 °C.

La temperatura de hibridacion o TM fue di-
ferente para cada secuencia; cyb: 50 °C,
tef: 60 °C, cfp: 60 °C, act: 53 °C, cal: 55 °C,
his: 52 °C, ITS: 55 °C, tub: 57 °C. Previa-
mente al envio de las muestras a secuenciar
se analiz6 la calidad y la cantidad de ADN
amplificado en geles de agarosa como pre-
viamente se describio, utilizando 1 pL del
producto de PCR. Los productos de PCR
se secuenciacion a través de la técnica de
Sanger (Macrogen, Corea).

Obtencidon de haplotipos y analisis de po-
limorfismos

Las 96 secuencias obtenidas correspon-
dientes a cada region gendmica fueron
alineadas y editadas manualmente con el
programa BioEdi. (Hall, 1998). Posterior-
mente, con las secuencias editadas, inclu-
yendo exones e intrones, se determinaron
los haplotipos presentes y sus longitudes
en pares de bases. Asimismo, se calculd
el numero de sitios polimérficos (SP), como
aquellos sitios nucleotidicos con dos 0 mas
nucledtidos diferentes. El nimero de muta-
ciones (NM), definido como los nucledtidos
diferentes en la secuencia.

La diversidad haplotipica (DH) de Nei; cal-
culado como DH= {[n/(n-1)] [1-Zpi2]} donde
n es el numero de individuos analizados en
una poblacion y pi es la frecuencia del i-ési-
mo haplotipo en esa poblacion (Nei, 1989).
Los célculos se realizaron con el programa
DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009). Las ho-
mologias de las secuencias obtenidas fue-
ron buscadas en las bases de datos del Na-
tional Center for Biotechnology Information
(NCBI) y comparadas utilizando la herra-
mienta BLAST (Johnson et al., 2008). Poste-
riormente se realizaron alineamientos multi-
ples utilizando la herramienta ClustalW del
programa BioEdit (Thompson et al., 1994).

Analisis de conglomerado

Con la informacion de los haplotipos co-
rrespondientes a cada secuencia blanco se
generd una matriz, la cual fue utilizada para
realizar los conglomerados con el programa
InfoGen version 2016 (Balzarini & Di Rienzo,
2016). Las variables de clasificacion utili-
zadas en la matriz de haplotipos fueron los
anos (2015 y 2016), las regiones geograficas
(norte, pampa norte y pampa sur) y los érga-
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nos de soja a partir de los cuales se aislaron
las muestras (peciolo y semilla). Se realiza-
ron distintos analisis de conglomerados.

El primero se elabord con las siete secuen-
cias nucleares, utilizando la distancia a par-
tir del coeficiente de apareamiento simple
(simple matching) y la metodologia de en-
cadenamiento promedio (average linkage
o UPGMA, unweighted pair-group method
using an arithmetic average; Sokal & Miche-
ner, 1958). El segundo, ademas de las siete
secuencias nucleares, incluyo las variables
morfoldégicas cuantitativas (R L/A y DC) y
cualitativas (CC, DM y PPR). El tercer ana-
lisis de conglomerado fue realizado con el
gen cyb y las variables morfol6gicas cuanti-
tativas y cualitativas del anterior. En los dos
ultimos casos se utilizé la distancia a partir
del coeficiente de Gower (Gower & Ross,
1969), porque permite relacionar variables
cuantitativas y cualitativas en el mismo ana-
lisis y la metodologia de encadenamiento
promedio ya mencionada.

Analisis de la estructura genética pobla-
cional

Para determinar la estructura genética po-
blacional del conjunto de aislamientos de C.
kikuchii, se utilizé el programa STRUCTURE
2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Se construyé
una matriz de datos con los 96 aislamientos,
gue incluian los afos, las regiones y el oOr-
gano de procedencia del aislamiento como
variables de clasificacion y a los haplotipos
como marcadores genéticos. Los modelos
de estructuras poblacionales generados
por STRUCTURE se realizaron a partir de
una serie de analisis independientes con los
siguientes parametros: valores de clusters
o grupos (K) entre dos y diez, periodo de
burn-in de 103 iteraciones, 106 iteraciones
MCMC (Monte Carlo Markov Chain) poste-
riores y 5 repeticiones (runs, r) para cada
valor K de subpoblaciones.

Los resultados de las simulaciones bayesia-
nas se cargaron posteriormente en el pro-
grama STRUCTURE HARVESTER (Earl &
vonHoldt, 2011) para determinar el valor de

K mas probable, que corresponde al nume-
ro de grupos (subpoblaciones) que mejor
se adaptan a los datos genotipicos (Evanno
et al., 2005). Se obtuvieron asimismo r ma-
trices Q, de tamafio n x k, siendo r niumero
de repeticiones, n numero de individuos vy
k numero de subpoblaciones. En el cuerpo
de las mismas, se encontraron las probabili-
dades posteriores para cada aislamiento de
formar parte de las distintas subpoblacio-
nes. Esta probabilidad es también llamada
valor de membresia o pertenencia.

El programa CLUMPP (Jakobsson & Rosen-
berg, 2007) se utilizé para obtener la matriz
Q ajustada para repeticiones sucesivas (r),
ya que estas son independientes unas de
otras y muestran desviaciones en los resul-
tados obtenidos.STRUCTURE 2.3.4 admite
la introduccion de variables que contienen
informacion previa (a priori) a través del
modelo LOCPRIOR. Esa informacion pre-
via puede ser de ubicacion geografica u
otras condiciones, que podrian estar rela-
cionadas a subestructuras poblacionales
y ayudan al agrupamiento en un conjunto
de datos en donde la sefal de la estructura
es relativamente débil (Hubisz et al., 2009).
En el andlisis se considero a las localidades
como informacion a priori.

Analisis de la varianza molecular

El analisis de la varianza molecular (AMO-
VA; Excoffier et al., 1992) se realizd6 me-
diante el programa InfoGen (Balzarini & Di
Rienzo, 2016). La distancia utilizada en el
analisis fue la de apareamiento simple. Las
variables descriptivas utilizadas fueron las
variables morfologicas cualitativas y los ha-
plotipos de las siete secuencias nucleares
ya mencionados.

Resultados

Estudios morfolégicos de los aislamien-
tos de Cercospora kikuchii

La R L/A de los conidios fue mayor (p < 0,05)
en los aislamientos provenientes de la RG
N, comparada con las de las RG PN y PS.
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Entre las regiones PN y PS no hubo diferen-
cias significativas en la R L/A de los coni-
dios (Cuadro 2). La R L/A de los conidios no
presentd diferencias significativas (p<0,05)
para los aislamientos provenientes de dife-
rentes O, Ay todas las interacciones. El DC

Tabla 2.

presento variaciones significativas (p<0,05)
en todos los efectos principales (Cuadro 2),
e interacciones donde la RG PN tuvo valo-
res de 3,7 cm, en cambio, los DC promedio
enlas RGNy RGPS fueronde 4,6 cmy 4,4
cm, respectivamente.

Medias y significacion estadistica de la relacion longitud/ancho (R L/A) de los conidios y del
diametro de las colonias (DC) de los aislamientos de Cercospora kikuchii de acuerdo a la
region, el organo de soja y el afo. Pergamino, Buenos Aires, Argentina, 2015-2021

Variables independientes

Variables dependientes
Medias R L/A Medias DC (cm)

Regiones geograficas Norte (N)

Pampa Norte (PN)

Pampa Sur (PS)
Peciolo (P)
Semilla (S)
2015

2016
N*2015
N*2016
PN*2015
PN*2016
PS*2015
PS*2016

Organos
Afos

Regidon*afio

653 A 4.6 A
56,5 B 3,7B
53,6 B 4.4 A
60,1 A 45A
56,5 A 4,0B
58,7 A 4.4 A
579 A 4,1 B
66,3 A 45B
64,3 A 4,4B
56,9 A 3,7C
56,0 A 38C
56,0 A 51A
513 A 4,0 BC

En la RG PN la R L/A de los conidios de C.
kikuchii se encuentra relacionada (p<0,05)
con las caracteristicas macroscopicas de
las colonias como la PPR, la DM y la CC.
Las colonias con PPR, DM compacta y co-
loracion GC o GO tuvieron los conidios mas
pequenos. En cambio, en la RG N la R L/A
de los conidios soélo se asocia significativa-

Tabla 3.

mente con la DM. En la RG N los valores
mas altos de la R L/A se encuentran rela-
cionados con la DM abundante. La PPR se
asocio significativamente con el DC para
los aislamientos provenientes de peciolo.
Los mayores DC se observaron en aquellos
aislamientos con PPR (Cuadro 3).

Asociacion entre las variables cuantitativas y las variables cualitativas evaluadas en los dife-
rentes aislamientos de Cercospora kikuchii. Las variables de clasificacion son: region geo-
gréfica, drgano y afio. Pergamino, Buenos Aires, Argentina, 2015-2021

Variable cuantitativa

Variable RL/A

cualitativa -
z Z %

0[0139(g

DC (cm)
~ ~
= = 2 2 2 B £

Agrosilvicultura y Medioambiente Volumen 4, Nimero 1, 2026



Lavilla, M., Fernandez, A E., & Pratta, G. R.

PPR 0,25 0,03 0,00 0,15 0,00 0,81 >0,9 0,20
9
DM 0,00 0,09 0,12 026 0,84 0,44 0,00 0,21 0,67
CcC 0,36 0,00 0,33 0,00 0,00 0,04 0,00 0,28 0,01 0,13

Nota. modelo no paramétrico Chi cuadrado de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05). R L/A: rela-
cién longitud/ancho de los conidios; DC: diametro de la colonia; N: regién norte, PN: region
pampa norte, PS: region pampa sur; PPR: presencia de pigmentacion rojiza. DM: densidad
del micelio; CC: color de la colonia / Note: non-parametric Kolmogorov-Smirnov Chi-square
model (p<0.05). R L/A: conidia length/width ratio; DC: colony diameter; N: northern region,
PN: northern pampa region, PS: southern pampa region; PPR: presence of reddish pig-
mentation. DM: mycelium density; CC: color of the colony.

La coloracion de colonia blanco con borde
negro tuvo los menores DC en los aislamien-
tos provenientes de peciolos o semillas. Los
DC menores se asociaron a la PPRy a la co-
loracion blanca con borde negro de los ais-
lamientos provenientes de la RG N del afio
2015. Asimismo, en ese mismo afio en la RG
PN los menores DC se observaron en las
colonias de color gris oscuro y con una DM
abundante. EI CC blanco se asocio a los DC
menores de los aislamientos provenientes
de la RG PN del ano 2016 (Cuadro 3).

Tabla 4.

Las variables cuantitativas (R L/A y DC) no
presentaron asociacion significativa con las
variables patométricas: SEV del TFC en hoja,
SEV del TFC en peciolo e | de la MPS (Cua-
dro 4). En general los coeficientes de deter-
minacion (R2) fueron extremadamente bajos,
es decir, que las relaciones entre las variables
son practicamente nulas. La pendiente de la
regresion del DC sobre la R L/A fue 0,24 e indi-
ca que son independientes entre ellas (proba-
bilidad=0,77). Las variables cualitativas (CC,
DM y PPR) no mostraron una relacion con las
variables patométricas (Cuadro 5).

Regresiones lineales simples de las variables patométricas sobre las variables cuantitativas.

Pergamino, Buenos Aires, Argentina, 2015-2021

Variable Variable dependiente Estimacion de Coeficientes p-valor R?
independiente
R L/A SEVTEC (hoja) % Pendiente 0,17 0,0002 0,03
Constante 53,51 <0,0001
SEVTFC (Peciolo) % Pendiente 0,12 0,0373 0,01
Constante 59,00 <0,0001
IMPS% Pendiente -0,05 0,1119 4,8x10™*
Constante 24,65 <0,0001
DC (cm) SEVTEFC (hoja) % Pendiente 1,24 0,1617  3,7x1073
Constante 58,86 <0,0001
SEVTFC (Peciolo) % Pendiente 0,41 0,7138  2,6x10™*
Constante 64,82 <0,0001
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IMPS% Pendiente -1,45 0,0258 0,01
Constante 27,37 <0,0001

SEVTFC: severidad del tizon foliar por Cercospora en hoja y en peciolo; IMPS: incidencia
de la mancha purpura de la semilla; R L/A: relacion longitud/ancho y DC: diametro de la
colonia en cm. NUmero de observaciones N = 528 / SEVTFC: Severity of Cercospora leaf
blight on leaf and petiole; IMPS: incidence of purple seed stain; R L/A: length/width ratio,
and DC: colony diameter in cm. Number of observations N = 528.

Tabla 5.

Severidad del tizon foliar por Cercospora (TFC) en hoja y en peciolo, incidencia de la man-
cha pudrpura de la semilla (MPS) y sus relaciones con las variables cualitativas. Pergamino,
Buenos Aires, Argentina, 2015-2021

CC SEVTFCH SEVTFCP IMPS
Negro grisaceo 74.,4% 752A 28.3A
Blanco con borde negro 66,4% 71,6A 24,0A
Gris claro 63,1% 67,8A 21,2A
Gris rosado 58,7° 66,6A 21,0A
Blanco 54,6% 66,6A 20,5A
Gris oscuro 50,6? 58,0A 19,5A
Gris verdoso 49,6% 55,8A 11,5A

DM SEVTFCH SEVTFCP IMPS
Compacto 59,2% 66,2A 21,6A
Abundante 59,0A 65,0A 19,0A

PPR SEVTFCH SEVTFCP IMPS
Ausente 61,9% 66,0A 23,1A
Presente 56,4? 65,2A 17,7A

SEVTFC: severidad del tizon foliar por Cercospora en hoja (H) y en peciolo (P); IMPS:
incidencia de la mancha purpura de la semilla; CC: color de la colonia; DM: densidad del
micelio; PPR: presencia de pigmentacion rojiza / SEVTFC: severity of Cercospora leaf bli-
ght on leaf (H) and petiole (P); IMPS: incidence of purple seed stain; CC: color of the colony;
DM: mycelium density; PPR: presence of reddish pigmentation.

Obtencion de haplotipos y analisis de po- mutaciones. Asimismo, el gen nuclear con
limorfismos mayores mutaciones fue el cfp con un 98 %

. Cuadro 6).
La secuencia nuclear de act fue la de me- ( )

nores sitios polimérficos y nimero de mu-
taciones. A su vez fue la mas homogénea
considerando que tiene el menor numero
y diversidad de haplotipos. En cambio, los
genes nucleares cfp, tub y cal, como asi
tambien el gen mitocondrial cyb tuvieron
mas de un 20 % de sitios polimorficos y de
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Tabla 6.

Descripcion de las regiones de actina (act), b-tubulina 1 (tub), calmodulina (cal), proteina
facilitadora de la cercosporina (cfp), histona H3 (his), factor de elongacion de la traduccion
(tef), espaciadores transcriptos internos (ITS); citocromo b (cyb). Pergamino, Buenos Aires,

Argentina, 2015-2021

Nimero
de Haplotip Longitu Numerode Numero Diversida
secuenci 0s d en sitios total de d
as diferente pares de polimorfic mutacion haplotipic
analizad ) bases 0s es a
as
Act 96 3 178 2 2 0.14
His 96 10 300 46 47 0.75
Cyb 96 11 688 211 263 0.56
Tub 96 15 380 228 257 0.77
ITS 96 20 429 45 53 0.66
Tef 96 38 532 65 67 0.9
Cal 96 57 285 79 111 0.96
Cfp 96 63 798 385 785 0.95

Analisis de conglomerado

En el analisis de conglomerado consideran-
do los siete genes nucleares, se distinguieron
tres grupos a la distancia arbitraria de 0,68
(Figura 3). El primer grupo constituido por
un solo individuo que se separd del resto de

Figura 3.

aislamientos a la distancia maxima de 0,79
(negro, Figura 3). A la mitad de la distancia
maxima, el segundo grupo se dividié en 15
subgrupos (azul, Figura 3) y el tercer grupo,
en 13 subgrupos (rojo, Figura 3) conservando
variabilidad genética cada uno de ellos.

Dendrograma del andlisis de conglomerado con los haplotipos correspondientes a secuen-
cias parciales de siete genes nucleares; utilizando la distancia derivada del coeficiente de
emparejamiento simple | (1-S) y la metodologia de encadenamiento UPGMA. Correlacion
cofenética= 0,773. Pergamino, Buenos Aires, Argentina, 2015-2021
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El Unico aislamiento de C. kikuchii en el grupo
negro de la Figura 3 exhibid un genotipo por-
tador de los haplotipos menos frecuentes, con
excepcion del ITS que fue el mas frecuente;
resultados que explicarian la ubicacion en el
dendrograma. Todos estos haplotipos tuvie-
ron mayor homologia con las secuencias pu-
blicadas de la especie C. kikuchii en el NCBI.
A su vez exhibio las caracteristicas morfologi-
cas mas comunes y frecuentes en la pobla-
cion analizada: R L/A de 65,9, coloracion de
colonia blanca con borde negro, densidad
del micelio compacta y no presenta pigmen-
tacion rojiza. Por lo tanto, no mostro caracte-
risticas morfoldgicas extremas respecto a la
media poblacional de C. kikuchii.

Asimismo, este aislamiento presenta una
identidad del 100 % con la secuencia
KP825082.1 publicada en el NCBI para el
gen cyb correspondiente a C. kikuchii. En
los grupos dos (azul; Figura 3) y tres (rojo;
Figura 3) los aislamientos presentan una
gran variabilidad genética ya sea dentro
y entre grupos. La homologia de las se-
cuencias obtenidas en esta investigacion
para ambos grupos se ajustd a aquellas
ya publicadas en el NCBI para C. kikuchii.
Ocasionalmente algunas secuencias pre-
sentaron igual porcentaje de homologia
entre C. kikuchii y otras especies, tal es el

Figura 4.

caso de una homologia del 100 % con C.
canescens (MKQ074844.1), C. brassicicola
(MN209932.1), C. capsici (MN209931.1) y
C. apii (MK027098.1).

El andlisis de conglomerado realizado con
los siete genes nucleares y las variables
morfoldgicas cuantitativas y cualitativas pre-
sentd una correlacion cofenética de 0,751
(Figura 4). Por lo tanto, existi6 una elevada
asociacion entre las distancias definidas por
la métrica de arbol binario con las distancias
originales entre los aislamientos de C. kiku-
chii cuando se utilizé la distancia de Gower y
la metodologia de encadenamiento UPGMA.
La distancia maxima fue levemente inferior a
la distancia obtenida con los haplotipos del
genoma nuclear exclusivamente.

Este analisis clasificd a los 96 aislamientos
de C. kikuchii en tres grupos diferentes a una
distancia arbitraria de 0,525. El primer grupo
(negro en la Figura 4) estuvo constituido uni-
camente por un aislamiento, pero presento
una identidad cercana al 100 % con las se-
cuencias publicadas en el NCBI para C. ki-
kuchii. Cuyas caracteristicas morfologicas no
difieren de las caracteristicas mas frecuentes
de la poblacion analizada, con excepcion al
color de colonia que en este caso fue blanco
y fue de baja frecuencia en la poblacion total.

Dendrograma del andlisis de conglomerado con los haplotipos correspondientes a secuen-
cias parciales de los siete genes nucleares y las variables morfoldgicas cuantitativas (R L/A
y DC (cm)) y cualitativas (CC, DM y PPR); utilizando la distancia derivada del coeficiente de
Gower y la metodologia de encadenamiento UPGMA. Correlacion cofenética= 0,751. Dis-
tancia elegida arbitrariamente 0,56, se ubican los tres grupos en colores negro, azul y rojo.

Pergamino, Buenos Aires, Argentina, 2015-2021
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Se destaca la gran variabilidad genética
dentro y entre grupos (Figura 5). Cuando se
alinean las ocho secuencias blanco de cada
individuo, que constituyen ambos grupos
con las publicadas en el NCBI presentan una
identidad minima del 93 % y maxima del 100
% con C. kikuchii. Asimismo, las secuencias
con un 93 % de identidad con C. kikuchii pre-
sentan una identidad aun menor con otras
especies de Cercospora como por ejemplo
Cercospora fagopyri strain (92 %), Cercos-
pora cf. physalidicola (90 %), Cercospora cf.
richardiicola (88 %) entre otras.

Figura 4.

El analisis de conglomerado realizado con
el gen mitocondrial cyb y las variables mor-
foloégicas cualitativas y cuantitativas dividio
a los aislamientos en 3 grupos (distancia
arbitraria=0,55). Los aislamientos fueron di-
vididos en tres grupos por su variabilidad
genética intrinceca. Las secuencias para el
gen contrastadas con las del NCBI, presen-
taron una homologia casi del 100 % con las
publicadas para C. kikuchii.

Dendrograma del andlisis de conglomerado con los haplotipos del gen mitocondrial cyb y las
variables morfoldgicas: cuantitativas (R L/A y DC) y cualitativas (CC, DM y PPR); utilizando la
distancia derivada del coeficiente de Gower y la metodologia de encadenamiento UPGMA.
Correlacion cofenética= 0,862. A la distancia elegida arbitrariamente 0,56, se ubican los tres

grupos en colores negro, azul y rojo. Pergamino, Buenos Aires, Argentina, 2015-2021
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Analisis de la estructura poblacional

Se aplico el modelo LOCPRIOR con los ha-
plotipos de las secuencias parciales de los
siete genes nucleares y la informacion a
priori de la localidad de origen de los aisla-
mientos se determind k= 4 como el numero
mas probable de subpoblaciones. Sin em-
bargo, debido a que los valores de perte-
nencia de los aislamientos de C. kikuchii a

3003 04 04 0T 0E 0® 0% 080

los subgrupos son bajos y relativamente ho-
mogeneos no se pudo detectar estructura-
cion en la poblaciéon analizada. Se observo
gue no existen diferencias significativas (p
< 0,05) en la variabilidad genética de la po-
blacion, evaluada con base en las variables
morfoldgicas cualitativas y los haplotipos
de las secuencias de los 7 genes nucleares
(Cuadro 7).
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Tabla 7.

Anadlisis molecular de la varianza (AMOVA) para la poblacion de C. kikuchii. Pergamino, Bue-

nos Aires, Argentina, 2015-2021

f,‘;i?;glgs SC g CM p-valor cv PV
Afio 039 1 039 09975 0 0
Afo>region 1,64 4 0,41 >0,9999 0 0
Afio>region>6érgano 2,75 6 046 0,065 1,70E-03 0,38
Dentro 3737 84 044 0,995 0,44 99,62
Total 2,16 95 044 0,45 100

SC: suma de cuadrados, gl: grados de libertad, CM: cuadrado medio, CV: componentes
de variacion, PV: porcentaje de variacion. / SC: sum of squares, gl: degrees of freedom,
CM: mean square, CV: components of variation, PV: percentage of variation.

Discusion

Trabajos previos sobre C. kikuchii han esta-
do concentrados en un tipo de analisis, ya
sea sobre variables morfolégicas o variacio-
nes moleculares (Groenewald et al., 2013;
Imazaki et al., 2006; Soares et al., 2015).
Los resultados obtenidos representan el
primer reporte publicado de asociaciones
entre variables morfolégicas (cualitativas y
cuantitativas) y variaciones moleculares. A
partir del anélisis morfolégico de las varia-
bles CC, la DM y la PPR; se verificd que la
DMy el CC fueron independientes del 6rga-
no del cual se aislaron.

La PPR, indicadora de la sintesis de cercos-
porina, fue mas frecuente en aislamientos
procedentes de peciolo y en los aislamien-
tos de la region norte. Esto podria deber-
se a una adaptacion del hongo a producir
mas pigmentacion en ambientes mas cali-
dos y humedos (Jenns, 1989) con elevada
radiacion (Elvin et al., 2005). No se encon-
traron asociaciones significativas entre las
variables patométricas SEV del TFC y la |
de la MPS ni con las variables morfologicas
cuantitativas (R L/A y DC), ni las variables
cualitativas (CC, DM y PPR).

Es contradictoria la falta de asociacion en-
tre PPR y las variables patométricas, en es-
pecial por las relaciones ya discutidas entre
PPRy la SEV en las regiones mas proximas
al norte de Argentina. Esto puede deber-
se a que la evolucion de la enfermedad no
s6lo esta condicionada por la virulencia del
patdégeno, sino también a las condiciones
ambientales predisponentes y a la suscep-
tibilidad del hospedante (Agrios, 2005). Las
secuencias haplotipicas de las regiones
analizadas se suponen neutrales en cuanto
a la severidad e incidencia de TFC y MPS,
con excepcion de la secuencia de la protei-
na facilitadora de cercosporina, codificada
por el gen cfp, que participa en forma di-
recta en la virulencia de la cepa portadora
(Soares et al., 2015).

A pesar de que se encontré una enorme
variabilidad en el gen cfp (63 haplotipos
diferentes de un total de 96 aislamientos),
no existen trabajos previos que relacionen
alelos especificos de este gen con las dis-
tintas virulencias que podrian exhibir las ce-
pas. Los grupos y subgrupos formados en
los anédlisis de conglomerados posicionaron
los aislamientos provenientes de peciolo y
de semilla dispersos a través de ellos. Por lo
tanto, TFC y MPS son causadas por la mis-
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ma poblacion patdégena. De manera similar
no se pueden asociar los grupos definidos
en los dendrogramas a una region geografi-
ca en particular (Lavilla et al., 2021).

El andlisis de los aislamientos que en cada
dendrograma se ubicaron como genotipos
extremos, podrian en primera instancia,
ser representativos de especies distintas o
especies cripticas asociadas a C. kikuchii.
Sin embargo, los aislamientos constituidos
por los haplotipos menos frecuentes con-
servaban las caracteristicas morfolégicas
mas frecuentes en la poblacion. Ademas,
en el presente estudio los haplotipos exhi-
bieron mayores homologias con la especie
C. kikuchii que con el resto de las especies
de Cercosporas en alineamientos con las
secuencias previamente publicadas en el
NCBI. En otras investigaciones en donde se
analizaron molecularmente aislamientos de
C. kikuchii obtenidos de hojas de soja y de
semilla, no encontraron otras especies de
Cercospora afectando el cultivo de soja en
Argentina (Sautua et al., 2019).

En el continente americano y en contraste
con los resultados obtenidos, se han re-
portado que tanto el TFC como la MPS son
causadas por un complejo de especies de
Cercospora (Albu et al., 2016; Albu et al.,
2017). En otras se destaca C. cf. Sigesbec-
kiae reportada también en Argentina como
causante de ambas enfermedades (Soares
et al., 2015). Sin embargo, para corroborar
que C. cf. Sigesbeckiae sea una especie
verdaderamente patdégena en el cultivo de
Soja no se constataron los postulados de
Koch (Agrios, 2005).

En el estudio de la estructura poblacional de
los aislamientos, no se encontraron subpo-
blaciones de C. kikuchii. También, a partir
de la ausencia de estructuracion se podria
asimismo especular que C. kikuchii provie-
ne de un unico pool génico que dio origen
a su poblacion patdégena en Argentina. Es-
tos resultados podrian reforzar los observa-
dos por Imazaki et al., (2006), que encontrd
qgue los linajes | y lll estaban presentes tanto

en América del Sur, como en Japény que la
especie C. kikuchii estaria constituida por un
unico pool génico a nivel mundial y que su
variabilidad genética es natural a la especie.

Diversas enfermedades que afectan a las
semillas y al follaje de la planta de soja no
presentan diferentes nombres por afectar a
un érgano u otro. Tal es el caso del tizéon del
tallo y de la vaina causado por el complejo
compuesto por Diaporthe spp. y Phomop-
sis spp., el mildiu causado por Peronospora
manshurica, la mancha ojo de rana causa-
da por C. sojina, entre otras (Lavilla, lvanco-
vich & Martinez, 2022). En consecuencia,
debido a que tanto el TFC como la MPS son
causadas por C. kikuchii, se sugiere unificar
el nombre de ambas enfermedades en uno
solo: el “Sindrome Purpureo en Soja (SPS)”
o eninglés “Soybean Purple Syndrome”.

Conclusion

Los aislamientos de C. kikuchii mostraron
variacion morfolégica y molecular sustan-
cial, aunque no asociada con el 6rgano
de origen (peciolo y semilla). La informa-
cion molecular indica que las variantes de
haplotipos tenian una mayor homologia
con secuencias de C. kikuchii descritas
previamente que son secuencias de otras
especies. Tomados en conjunto, los datos
demuestran que en Argentina el tizon foliar
por Cercospora (TFC) y la mancha purpura
de la semilla en soja (MPS), son dos enfer-
medades causadas por una unica especie:
C. kikuchii. En consecuencia, se sugiere un
nuevo nombre para la enfermedad, el Sin-
drome Purpureo en Soja o en inglés “Soy-
bean Purple Syndrome”.
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