Revista FAVE - Ciencias Agrarias 14 (2) 2015 ISSN 1666-7719

DIAPORTHE CAULIVORA: AGENTE CAUSAL DE
CANCRO DEL TALLO PREDOMINANTE EN CULTIVOS
DE SOJA DEL SUDESTE BONAERENSE

SANCHEZ, M.C.;; RIDAO, A. del €.t & COLAVITA, M.L.

RESUMEN

El cancro del tallo (CTS) ha sido la enfermedad mas destructiva de la soja en el sudeste de la pro-
vincia de Buenos Aires en los tltimos ciclos agricolas. Considerando la insercion actual del cultivo
en los sistemas productivos de esta zona, que el CTS es una enfermedad prevalente y que Diaporthe
caulivora (Dc) es el agente causal predominante en Argentina, es importante conocer la identidad
del agente prevalente en el area. Los objetivos fueron reconocer por caracteristicas morfologicas las
especies del complejo Diaporthe/Phomopsis presentes en cultivos de soja, en los ciclos agricolas
2010/11-2011/12-2012/13, y confirmar molecularmente mediante PCR-RFLP, que la especie pre-
dominante causante de sintomas de CTS fue Dc. De 39 aislamientos, 61% correspondié a Dc, 26%
a P. longicolla, s6lo uno a D. p. var. sojae y cuatro no pudieron ser determinados. No se detecto D.

p. meridionalis. El agente causal predominante en la zona de estudio fue Dc.
Palabras clave: Glycine max (L.) Merr.; Diaporthe/Phomopsis; D. phaseolorum var. caulivora.

ABSTRACT

Diaporthe caulivora: predominant causal agent of stem canker in soybean
crops in the southeast of Buenos Aires province.

Stem canker (SC) has been the most destructive disease of soybean in the southeast of Buenos Aires
in the last agricultural cycles. Considering the current inclusion of the soybean in the production
systems in this area, that the SC is a prevalent disease, and that Diaporthe caulivora (Dc) is the
predominant causal agent in Argentina, it is important to know the identity of the agent prevalent in
the area. The objectives of the study were to recognize by morphology the species of the Diapor-
the/Phomopsis complex present in soybean crops during the agricultural cycles 2010/11-2011/12-
2012/13, and confirmed using PCR-RFLP that the predominant species causing symptoms of SC
was Dc. Out of 39 isolates, 61% corresponded to Dc, 26% to P. longicolla, only isolation to D. p.
var. sojae, and four could not be determined. D. p. meridionalis were not detected. The predominant
causal agent in the zone of the study was Dc.
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INTRODUCCION

El complejo fuangico Diaporthe/Pho-
mopsis (D/P) constituye un grupo de hon-
gos de amplia diversidad genética que in-
cluye variedades patogénicas de gran im-
portancia econdmica para el cultivo de soja
(22). Seglin Fernandez et al. (6) el conjunto
de enfermedades causadas por el comple-
jo provoca mayores pérdidas en soja, que
cualquier otra enfermedad fungica. La ma-
yoria de estos hongos son endémicos en las
principales zonas productoras de soja del
mundo y, bajo determinadas condiciones
ambientales, pueden ser muy destructivos
(26). Entre las enfermedades del complejo
D/P se citan: tizon del tallo y de la vaina
(TTV) causado por Diaporthe phaseolo-
rum var. sojae (fase anamorfica: Phomop-
sis phaseoli); cancro del tallo (CTS) causa-
do por dos variedades de D. phaseolorum,
caulivora (fase anamorfica rara, Phomopsis
phaseoli var. caulivora) y meridionalis
(fase anamorfica: Phomopsis phaseoli var.
meridionalis) y el decaimiento y deterioro
de la semilla (DDS) por Phomopsis longi-
colla. Diaporthe phaseolorum y Phomopsis
phaseoli son reconocidas como la fase se-
xual y asexual de este complejo Diaporthe/
Phomopsis (17).

El CTS es una de las enfermedades con
mayor potencial destructivo para el culti-
vo de soja. Esta enfermedad, ha provoca-
do importantes epifitias en las principales
areas sojeras del mundo, ocasionando pér-
didas de hasta el 100 % en Europa, Esta-
dos Unidos, Canada (3) y Brasil (40). El
hongo D. phaseolorum (Cke & Ell) Sacc.
(teleomorfo) es el agente causal de esta en-
fermedad en sus dos variantes, D. p. var.
caulivora (Dpc) y D. p. var. meridionalis
(Dpm). Durante mucho tiempo, se consi-
der6 al CTS como una tnica enfermedad

(6). Posteriormente, se descubrié que las
entidades fungicas que lo provocaban eran
diferentes, dependiendo de la temperatura.
En consecuencia, se denomind “cancro de
tallo del norte de EE.UU.”, a la enferme-
dad provocada por D. p. var. caulivora y
“cancro de tallo del sur de EE.UU.”, si el
agente causal era D. p. var. meridionalis.
En la actualidad se acepta a estas dos en-
tidades como las responsables del cancro
del tallo en soja. En trabajos recientes se
ha postulado que estas dos variedades se-
rian especies diferentes, resultando enton-
ces D. p. var. meridionalis = D. aspalathi
(Da) (12) y de D. p. var. caulivora = D.
caulivora (Dc) (34). El CTS causado por
Dpc (=Dc) ha incrementado gradualmente
su importancia y se ha convertido en una
de las enfermedades mas destructivas que
afectan al cultivo de soja en el centro-sur de
la provincia de Buenos Aires (31). Ademas,
los genes que confieren resistencia a Dpm,
en los cultivares comerciales, no lo hacen
para Dc (11). En base a la identificacion
morfologica y molecular de 19 aislamien-
tos del sur de Santa Fe y norte de Buenos
Aires, Pioli et al. (23) concluyeron que Dc
fue el agente causal predominante del CTS
en esa zona. En el sudeste bonaerense, se
registraron sintomas de CTS durante las
campanas 2003/04, 2004/05 (32) y 2005/06
(35). En el ciclo agricola 2006/07, se reali-
z6 un relevamiento en 82 lotes comercia-
les de soja y se determind la importancia
de esta enfermedad en la zona (partidos de
Azul, Balcarce, Gral. Alvarado, Necochea,
Olavarria, San Cayetano, Tandil y Tres
Arroyos), y se determind una prevalencia
de 94 %. En los partidos de Azul, Balcarce,
Olavarria y Tandil, se observo al menos una
planta enferma en el 100 % de los lotes eva-
luados. El alto grado de dispersion encon-
trado y los altos valores de incidencia por
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Figura 1. Plantas de soja con sintomas de cancro del tallo por D. caulivora, observandose colo-
racion tipica cerca de los nudos foliares inferiores del tallo.

lote (10 a 56 %) confirmaron la relevancia
del CTS causado por Dc en el centro-su-
deste de la provincia de Buenos Aires (14,
15, 16, 30). Grijalba y Guillin (10) deter-
minaron la presencia de la enfermedad en
un lote de Necochea con una incidencia de
35 % y caracterizaron molecularmente un
aislamiento desde una planta enferma, con-
firmando al agente causal como Dc. Ridao
y Platz (32) determinaron las pérdidas de
rendimiento en un lote en las cercanias de
Balcarce (Buenos Aires) debidas al CTS
causado por Dc en la campana agricola
2011/12, y estimaron que sobre un total de
367.000 plantas/ha, 34.224 plantas/ha fue-
ron infectadas, lo que significa una reduc-
cion en el rendimiento de 170 kg/ha. Esta
pérdida constituye un total de 93,8 U$S/ha,
y representaria una pérdida de 105 millones
de US$S para esa campafia en este area de la
provincia de Buenos Aires.

Los primeros sintomas del CTS se visua-
lizan en estados reproductivos tempranos
del cultivo, y se caracterizan por pequefias
lesiones castafio-rojizas en la cicatriz fo-
liar (2). Los sintomas tipicos pueden tardar
entre uno y dos meses en desarrollarse, lo
que generalmente coincide con el estable-
cimiento de vainas en el cultivo, estado

fenolégico (EF) R3 (25). A medida que la
estacion progresa, las lesiones se expanden
longitudinalmente y forman cancros hun-
didos, de color castano-rojizo que, en le-
siones viejas, pueden variar de chocolate a
negro (3, 40). Una caracteristica importante
para el diagnoéstico de la enfermedad es el
color de la médula que varia de castafio ro-
jiza en plantas verdes, a purpura en tallos
secos. Esta tonalidad es mas acentuada en
los nudos, y se extiende mucho maés alla del
limite de los cancros visibles externamente
(40). Los tejidos invadidos son fragiles, y
las plantas se quiebran facilmente a nivel
del cancro (1). Los sintomas que ocasiona
Dc incluyen cancros difusos y no muy bien
definidos, o decoloracion cerca de los nudos
foliares inferiores, con muerte y marchita-
miento rapido de las hojas (Fig.1). Si los
cancros cifien el tallo, la planta puede morir
(30). La necrosis del follaje se presenta al
inicio con una coloracion castafio-anaran-
jada de las hojas, que luego se oscurecen.
Los sintomas del follaje se pueden con-
fundir con los causados por otras dos en-
fermedades como son la pudricién hiimeda
del tallo por Sclerotinia sclerotiorum y la
pudricién del tallo y raices por Phytophtho-
ra sojae (29). Las pérdidas de rendimien-
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to se deben a la disminucién del niimero y
peso de la semilla como consecuencia de
la menor area foliar por muerte prematura
de las plantas (6). Los cancros ocasionados
por Dpm se caracterizan por presentar un
borde pardo-rojizo, localizados inicialmen-
te en la zona de insercion de los peciolos.
Estas lesiones raramente circundan los ta-
llos, pudiendo desarrollar amarillamiento
y bronceado del tejido internerval de las
hojas. La parte central de los cancros se
observa con los tejidos decolorados y las
fructificaciones o picnidios se distribuyen
irregularmente. Estas dos variantes de D.
phaseolorum (Dc y Dpm) no se diferencian
facilmente en el campo a través de sintomas
que producen en las plantas afectadas y la
identificacion del agente causal se complica
(29). En consecuencia, para determinar la
variante del hongo involucrada en la enfer-
medad, es preciso recurrir al aislamiento y
al posterior estudio de las colonias desarro-
lladas en cultivos puros, en laboratorio.

La taxonomia y la nomenclatura de los
patogenos involucrados en el complejo D/P
ha sido ampliamente discutida (18, 20, 21).
Morgan-Jones (18) mencioné que algunas
caracteristicas de estos hongos dificultan su
clasificacion, pues son entidades altamente
variables, tanto en su morfologia como en
su patogenicidad. A su vez, Yorinori (39)
y Vechiato et al. (38) demostraron que el
diagnostico basado en caracteristicas mor-
fologicas debe ser considerado como preli-
minar, debido a la gran variabilidad dentro
del complejo D/P. Fernandez y Hanlin (5)
también criticaron la identificacion mor-
fologica, asegurando que las variaciones
genéticas muchas veces no son tenidas en
cuenta, y por eso complementaron sus tra-
bajos con métodos moleculares. La incor-
poracion de técnicas moleculares en los
ultimos afios ha facilitado el avance en la

diagnosis de las especies de este complejo
fangico. Zhang et al. (41, 42) desarrollaron
un método para identificar estos patogenos,
que combina las técnicas de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), que per-
mite amplificar segmentos especificos del
ADNr nuclear de los hongos; y la restric-
cion de fragmentos de longitud polimorfica
(RFLP), que incluye la digestion de los pro-
ductos de PCR mediante distintas enzimas
(Alul, Msel, Hhal, Rsal, y ScrFI), resultan-
do en patrones de bandas caracteristicos
que permiten distinguir entre las distintas
especies del complejo.

Teniendo en cuenta la inserciéon actual
del cultivo de soja en los sistemas pro-
ductivos del centro-sur bonaerense, que el
CTS es una enfermedad prevalente y des-
tructiva, y que Dc es considerado el agente
causal predominante en Argentina (9, 10,
13, 23, 30), es importante conocer la iden-
tidad del patdgeno en el area, para un ma-
nejo adecuado y sustentable de la sanidad
de los cultivos. La hipotesis del trabajo fue
que Diaporthe caulivora, dentro del com-
plejo Diaporthe/Phomopsis, fue la especie
predominante causante de los sintomas del
CTS en los cultivos de soja del sudeste de
la provincia de Buenos Aires, en los ciclos
agricolas 2010/11 a 2012/13. Los objetivos
del trabajo fueron: aislar y reconocer por
caracteristicas morfologicas, las especies
y/o variantes del complejo D/P presentes
en cultivos de soja, en los ciclos agricolas
2010/11, 2011/12 y 2012/13 del sudeste de
la provincia de Buenos Aires; y confirmar
molecularmente, mediante uso de PCR-
RFLP, que Dc fue la especie predominante
entre los patoégenos del complejo fungico
D/P, causante de los sintomas de CTS.
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MATERIALES Y METODOS

Durante los ciclos agricolas 2010/11,
2011/12 y 2012/13, se monitorearon lotes
de soja en estado reproductivo en la zona
de influencia de la Unidad Integrada Bal-
carce (Latitud: 37° 45" 44.14"'S; Longitud:
58° 18" 8.62"°0). Cada lote se recorrié en
W, registrando la presencia/ausencia de
enfermedades sobre 25 plantas consecuti-
vas en dos estaciones de muestreo en cada
brazo. Se extrajeron plantas enfermas re-
presentativas de los sintomas observados.
Se consider6é como planta enferma aquella
que presentaba cancros, ya sea de tipo uni-
lateral, rodeando al tallo, o de ambos tipos
en la misma planta. Ademas, se utilizaron
plantas de soja provistas directamente por
productores comerciales de la zona sudeste
de la provincia de Buenos Aires. En labora-
torio, a partir del margen de la lesion de las
plantas enfermas, se cortaron trocitos de la
médula que presentaba color pardo-oscuro
o castaflo-rojizo (Fig. 2), asi como de lesio-
nes en la corteza. Los mismos se desinfes-
taron mediante inmersion en hipoclorito de
sodio (1% de Cl activo) durante 1 minuto y
se sembraron en placas de Petri con medio
Agar Papa Dextrosa 2%, acidificado con
acido lactico (APDA, pH 4,5-5) para inhi-
bir bacterias contaminantes. Las placas se

incubaron en estufa a 24 °C. Posteriormen-
te se realizaron cultivos puros de los aisla-
mientos a través de la siembra de puntas de
hifa. Los cultivos purificados se sembraron
en cajas de Petri que contenian APDA, con
el agregado de un trocito de tallo de soja es-
téril de 4-5 cm de largo (25, 40) y se expu-
sieron a ciclos alternados de luz-oscuridad
de 12 horas cada uno, durante 40 a 45 dias.
Para la caracterizacion morfologica se
utilizaron los criterios de morfometria,
apariencia de la colonia, color, presencia y
distribucion de estroma, formacion o no del
anamorfo (presencia alfa y/o beta conidios)
y/o teleomorfo (tipo de peritecio; presencia
de ascos y ascosporas), segun McGee (17),
Nevena et al. (19) y Fernandez et al. (6).
Para la caracterizacion molecular se in-
trodujeron discos de APDA con micelio de
cada aislamiento en erlenmeyers de 250
mL con 200 mL de caldo de papa y 20 g
de Dextrosa 1-Hidrato (Biopack). Se incu-
baron en condiciones de laboratorio a 25°C
+/- 2°C en agitacion en un agitador orbital
(LAB-LINE) a 120 RPM. Luego de cinco
dias, las esferas de micelio obtenidas fueron
filtradas con tela de tul, extrayendo por pre-
sion la mayor cantidad de liquido posible.
La extraccion de ADN se realizo a partir de
micelio mediante un kit comercial (Wizard
genomic, Promega Inc.), segiin protocolo

Figura 2: Corte longitudinal de tallo de soja con sintomas de cancro del tallo por D. caulivora,
donde se observa una coloracidn castafio-rojiza de la médula.
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e indicaciones del proveedor. Se amplificd
selectivamente por PCR la region ITS (in-
ternal transcriptes spacer) del rADN con
los iniciadores universales ITS4 (TCCTC-
CGCTTATTGATATGC) ¢ ITS5 (GGAAG-
TAAAAGTCGTAACAAGG) (41, 42). Las
reacciones de amplificacion fueron realiza-
das con un termociclador Applied Biosys-
tems (Veriti Thermal Cycler), las condi-
ciones de reaccion fueron las siguientes: 2
mM MgCl,; 0.2 mM de dNTPs; 0.2 uM de
cada iniciador; 2 unidades de Taq Platinum
(Invitrogen); 5x de buffer de PCR y 30 ng
de ADN gendmico en un volumen final de
50 pl. El perfil de reaccion fue: 1 ciclo a
96°C durante 5 min, 34 ciclos a 94°C du-
rante 45 seg, 53°C durante 30 seg, y 72°C
durante 90 seg, con una extension final a
72°C de 7 min. Cada corrida incluyd una
reaccion sin ADN (control negativo) para
monitorear la contaminacion potencial por
ADN exo6geno. Los productos de amplifi-
cacion se verificaron por electroforesis en
gel de agarosa (1%), y se visualizaron con
luz UV en un trans-iluminador ImageQuant
(GE, Suiza). La diferenciacion de especies
se realizd mediante PCR-RFLP digiriendo
los amplicones con las enzimas de restric-
cion Alul, Hhal, Rsal (Thermo Scientific) y
Msel (BioLabs) (41, 42). Se trabajé con un
volumen final de 15,5 pul en cada digestion,
utilizando 5 ul de los productos de PCR;
0,5 pul de enzima; 1.5 pl de Buffer Tango
10x para Alul, Hhal y Rsal, y Buffer CutS-
mart 10x (#B7204S) para Msel; comple-
tando con 9 pl de H,O destilada estéril. La
digestion se incub6 a 37°C durante 2 a 4 h.
Los resultados se analizaron en gel de aga-
rosa (2,5%), y se visualizaron con trans-ilu-
minador UV (ImageQuant; GE, Suiza). Los
patrones de bandas obtenidos se compara-
ron con los descriptos por Zhang et al. (42)
y con Riccioni et al. (27) para las distintas

variedades del complejo. Se contd con un
control positivo de la especie D. caulivora
(Gen Bank # HM625758) de la coleccion
de hongos de la Facultad de Agronomia de
la Universidad de Buenos Aires, cedido por
el Ing. Agr. Grijalba.

RESULTADOS Y DISCUSION

Formacién y morfologia de estructuras
reproductivas

De un total de 84 aislamientos obtenidos
con caracteristicas de las colonias semejan-
tes a las del complejo D/P, se seleccionaron
39 de acuerdo a la localidad o zona geogra-
fica del sudeste de la provincia de Buenos
Aires, del afio del campafia agricola y del
cultivar de soja del que fueron aislados (Ta-
bla 1). La caracterizacion morfologica se
realizo sobre 25 aislamientos punta de hifa,
descartando aquellos que provenian de la
misma muestra y con caracteristicas simi-
lares. Del total de aislamientos caracteriza-
dos morfolégicamente, 13 correspondieron
a Dc, siete a PI, s6lo uno a Dps, no se en-
contré6 Dpm, y cuatro (B12N1.1, B12N1.2,
B12N2.1 y B12N2.2) no pudieron ser de-
terminados. Visto que en la misma colonia
se encontraron caracteristicas diferentes, se
postula que pudo haber ocurrido una mez-
cla al realizar los cultivos punta de hifa o
hibridaciones naturales no determinadas
(Ridao, 2014, Com. Pers.).

Las colonias de los aislamientos iden-
tificados como Dc desarrollaron micelio
color blanco, de rapido crecimiento y as-
pecto comprimido y apelmazado, tornan-
dose posteriormente de tipo algodonoso
compacto con tonalidades beige. Luego de
15 a 20 dias el envés de las colonias pre-
sentd una coloracion ocre, con tonalidades
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Tabla 1: Cédigo, afio de ciclo agricola, procedencia y cultivar de soja de los aislamientos obteni-
dos con caracteristicas dentro del complejo Diaporthe/Phomopsis.

Codigo  Ciclo agricola Origen Cultivar

1 B12N1.1 2012 Necochea S/D

2 B12N1.2 2012 Necochea S/D

3 B12N2.1 2012 Necochea S/D

4 B12N2.2 2012 Necochea S/D

5 B12L3.1 2012 Loberia DM 3810

6 B12T5.2 2012 Tandil DM 4210

7 B12B6.1 2012 Balcarce S/D

8 B12T8.1 2012 Tandil LDC 4.2

9 B12T9.1 2012 Tandil DM 3812
10 B12T10.2 2012 Tandil LDC 3.8
11 B12T11.3 2012 Tandil DM 4210
12 B12T12.1 2012 Tandil LDC 3.8
13 B12T14.1 2012 Tandil DM 3812
14 B12T14.2 2012 Tandil DM 3812
15 B12T15.1 2012 Tandil DM 3312
16 B12T15.2 2012 Tandil DM 3312
17 B12B18.2 2012 Balcarce S/D
18 B12B20.1 2012 Balcarce S/D
19 B11B21.1 2011 Balcarce S/D
20 B11B21.2 2011 Balcarce S/D
21 B12B22.1 2012 Balcarce S/D
22 B12B22.2 2012 Balcarce S/D
23 B13T1.1 2013 Tandil S/D
24 B13M2.1 2013 Gral. Pueyrredén S/D
25 B13M2.3 2013 Gral. Pueyrredén S/D
26 B13B3 2013 Balcarce S/D
27 B13B3.1 2013 Balcarce S/D
28 B13B3.2 2013 Balcarce S/D
29 B13B3.5 2013 Balcarce S/D
30 B13B3.6 2013 Balcarce S/D
31 B13M4.4 2013 Gral. Pueyrredén 4009 Nidera
32 B13N5.1 2013 Necochea DM 4870
33 B13B6.2 2013 Balcarce S/D
34 B13L8.1 2013 Loberia DM 1410
35 B13L9.1 2013 Loberia S/D
36 B13L10.1 2013 Loberia DM 3100
37 B13L11.2 2013 Loberia S/D
38 B13L12.2 2013 Loberia S/D
39 B13L15.2 2013 Loberia SPS 3900
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Figura 3: Colonias de Diaporthe caulivora (Dc) de 43 dias de crecimiento en APDA; a: vistas
superior e inferior de las colonias; b: detalle de peritecios de Dc formados sobre el tallito de soja;
c: detalle de peritecios caracteristicos de Dc, con cuellos prominentes (50X).

amarillentas en algunos casos. En general,
los estromas no se formaron; y s6lo en po-
cos casos se observaron pequeflos estromas
(menores a 2 mm), negros y esféricos, dis-
tribuidos en el medio de cultivo (Fig. 3A-
C). Entre los 40 y 45 dias se observo el
desarrollo de peritecios sobre el tallito de
soja estéril, o bien, dispersos en el medio de
cultivo. Los mismos se presentaban princi-
palmente en grupos (o clusters) de dos o
mas, o solitarios (Fig.4). Las caracteristi-
cas culturales y morfoldgicas de los aisla-
mientos de Dc fueron consistentes con las
descripciones realizadas por Grijalba (8) y
Lago (13), para aislamientos del patdégeno
desde tallos de soja provenientes de lotes
ubicados en la zona centro y sudeste de
la provincia de Buenos Aires; y por Rossi
(33) para aislamientos de Dc desde semi-
llas de soja. En ninglin caso se observo la
formacion de picnidios, esta particularidad
también concuerda con otros estudios para
colonias desarrolladas en APDA. En cuanto
a la morfologia de las ascas y ascosporas
de Dc, las ascas fueron sésiles con paredes
finas, algo engrosadas en la base (Fig.5) y
las ascosporas biceluladas con una pequefia
constriccion a nivel del tabique (Fig.6).
Los aislamientos clasificados como Pl
presentaron colonias con micelio blanco,
denso, con areas de color amarillo verdoso.
En el reverso de las colonias se observaron

o

grandes estromas, negros y coalescentes,
que cubrian gran parte del medio del cul-
tivo (Fig. 7A-C). Esta descripcion respon-
de a las caracteristicas citadas previamente
por Lago (13) para aislamientos provenien-
tes de la zona centro y sudeste de Buenos
Aires. Numerosos picnidios con cuellos
prominentes se produjeron sobre el tallo de
soja estéril o sobre el medio de cultivo, y
ocasionalmente agrupados.

Las caracteristicas morfologicas de
las colonias del asilamiento identificado
como Dps presentaron micelio flocoso,
color blanco, con el reverso color blanco
a blanco-grisaceo (Fig.8). El estroma era
pequefio, intermitente y disperso en el me-
dio de cultivo. Los picnidios muy cortos y
estromaticos, se produjeron principalmente
sobre el tallo de soja estéril, en forma agru-
pada o solitaria.

Caracterizacion molecular

La amplificacion de la region ITS por
PCR dio como resultado un fragmento de
aproximadamente 600 pb, similar para to-
dos los aislamientos incluyendo el control
de Dc (Fig. 9 Ay B). La digestion de dicho
amplicon con las enzimas de restriccion
Alul, Hhal, Rsal y Msel, permiti6é detectar
la presencia de tres especies del complejo
D/P: Dc, Pl y Dps (Tabla 2).
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Figura 3: Colonias de Diaporthe caulivora (Dc) de 43 dias de crecimiento en APDA,; a: vistas su-
perior e inferior de las colonias; b: detalle de peritecios de Dc formados sobre el tallito de soja;
c: detalle de peritecios caracteristicos de Dc, con cuellos prominentes (50X).

Figura 4: Peritecios de Diaporthe caulivora (Dc), formados sobre el tallito de soja
e indicando con flechas peritecios agrupados (a) y solitarios (b).

Figura 5: Contenido de un peritecio de Diaporthe caulivora: detalle de ascos tunicados
con ascosporas hialinas, bicelulares y bigutuladas (200X).
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Figura 6: Detalle de ascosporas de Diaporthe caulivora, hialinas, bicelulares, bigutuladas y
septadas, visualizadas con microscopio optico (400X), la flecha sefiala el tabique.

Figura 7: Colonias de Phomopsis longicolla (PI) de 45 dias de crecimiento en APDA; a: vistas
inferior y superior de la caja de Petri; b: detalle de picnidios de PI con cuellos prominentes
formados sobre el tallito de soja; c: detalle de picnidios de Pl sobre el tallito de soja donde se
observa una coloracion amarilla - anaranjada correspondiente al contenido de los mismos.

e 25

Figura 8: Colonia de Diaporthe phaseolorum var. sojae de 41 dias de
crecimiento en APDA,; vistas superior e inferior de la caja de Petri.
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Figura 9: Resultados de la amplificacion de la region ITS con los iniciadores ITS4 e ITS 5 de
los 39 aislamientos, mas el control Dc. a: Aislamientos B12N1.1, B12N1.2, B12N2.1, B12N2.2,
B12L3.1, B12B6.1, B12T8.1, B12T10.2, B12T11.3, B12T12.1, B12T5.2, B12T9.1, B12T14.1,
B12T14.2, B12T15.1, B12T15.2, B12B18.2, B12B20.1, B11B21.1, B11B21.2 y CONTROL

Dc. b: Aislamientos B12B22.1, B12B22.2, B13T1.1, B13M2.1, B13M2.3, B13B3, B13B3.1,
B13B3.2, B13B3.5, B13B3.6, B13M4.4, B13N5.1, B13B6.2, B13L8.1, B13L9.1, B13L10.1,
B13L11.2, B13L12.2, B13L15.2 y CONTROL Dc. (M100 pb y M50 pb: Marcador de Peso Mo-
lecular cada 100 pares de bases, y cada 50 pares de bases, respectivamente).
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De las enzimas utilizadas en el analisis
de restriccion de los productos de PCR de
la region ITS, solo Alul arrojo6 patrones dis-
tintivos y coincidentes con la identificacion
taxonomica (5, 8,23, 41,42) (Fig.10 Ay B).
Los aislamientos clasificados como Dc pre-
sentaron tres bandas de 280, 175 y 145 pb;
diferenciandose claramente de Dpm que no
es digerido por esta enzima y presenta una
sola banda de 603 bp. Para la identificacion
de Dc es suficiente la utilizacion de esta en-
zima de restriccion, y la obtencion del pa-
tron de restriccion caracteristico para dicha
especie (28). Los aislamientos que se cla-
sificaron como de Pl (B12T9.1, B12T14.1,
B12T14.2, BI12T15.1, B12T15.2,
B12B22.2, B13B3.2, B13B3.5, B13M4.4,
B13L11.2) presentaron dos bandas de apro-
ximadamente 460 y 145 pb cuando fueron
digeridos con Alul. El aislamiento, B13T1,
clasificado como Dps, presentd el mismo
patron de bandas al digerirse con esta en-
zima, pero su identificacion pudo realizarse
con las demas enzimas de restriccion.

La digestion con la enzima Hhal (Fig.11
A'y B) permitio la confirmacion de la iden-
tidad del aislamiento B13T1 como Dps,
obteniéndose tres bandas de aproximada-
mente 270, 260 y 60 pb. Riccioni et al. (28)
sostienen que para una confirmaciéon del
100 % de la identidad de Dps es necesa-
rio digerir el producto de la amplificacion
de la region ITS con esta enzima de res-
triccion, y obtener el patron de tres bandas
previamente mencionado. Sin embargo, la
cantidad de patrones que posee esta enzima
para Dps (42), con algunos muy similares
a los patrones de bandas para las demas
especies del complejo, hizo dificultosa la
clasificacién mediante el uso de Hhal. Por
otra parte, solo en los aislamientos B12T8 y
B13N5, clasificados como Dc, los patrones

de bandas que se obtuvieron con Hhal coin-
cidieron con los citados por Zhang et al.
(42) para esta especie. Para B12T8 se obtu-
vieron bandas de aproximadamente 230 y
140 pb, y otras menores a 100 pb; mientras
que BI2T5 presentd dos bandas de 255 y
230 pb, y otras menores practicamente no
visibles. El patron de restriccion de Pl al
ser digerido por esta enzima es similar a
este ultimo (dos bandas de 260 y 228 pb, y
otras de menor tamafio), no obstante ningu-
no de los aislamientos clasificados como Pl
presenté tal patron y la confirmacion de la
identidad fue realizada con las otras enzi-
mas de restriccion.

Los productos de la amplificacion de la
region ITS de los aislamientos identificados
como Dc no son digeridos por la enzima
Rsal, obteniéndose una tnica banda de 603
0 602 pb (42). Mediante esta enzima de res-
triccion se clasificaron los aislamientos de
Pl, para los cuales se obtuvieron dos bandas
de 390/400 y 210 pb (Fig.12 Ay B).

Con la enzima de restriccion Msel se ob-
tiene un patrén de bandas de 484, 57, 40
y 21 pb (esta ultima poco visible) para Dc
y Dpm; mientras que para Pl y Dps se ob-
tienen bandas de 526, 57 y 21 pb (también
poco visibles) (Fig.13 A y B). En conse-
cuencia, la enzima Msel fue util para obte-
ner la confirmacion de la identidad de todos
los aislamientos.

Los aislamientos que no pudieron ser
identificados mediante sus caracteristi-
cas culturales y morfologicas, BI2N1.1,
B12N1.2, B12N2.1 y B12N2.2, presenta-
ron patrones de bandas que no coincidieron
con ningln patron de restriccion citado en
la bibliografia para las especies del comple-
jo DIP (42) (Fig. 10, 11, 12 y 13). Esto ava-
la la sospecha de que pudo haber existido.
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Tabla 2: Especies del complejo Diaporthe/Phomopsis determinadas mediante PCR-RFLP.

Diaporthe caulivora: agente causal de cancro del tallo

Enzimas de Restriccion

Cadigo Origen Al THhar T Rsal [ Msel Clasificacion
B12N1.1 Necochea + + |SIN CLASIFICAR
B12N1.2 Necochea + + |SIN CLASIFICAR
B12N2.1 Necochea + |[SIN CLASIFICAR
B12N2.2 Necochea iz + [SIN CLASIFICAR
B12L3.1 Loberia + + + |Diaporthe caulivora
B12T5.2 Tandil + + + [Diaporthe caulivora
B12B6.1 Balcarce + + + |Diaporthe caulivora
B12T8.1 Tandil + + + + |Diaporthe caulivora
B12T9.1 Tandil + + + [Phomopsis longicolla
B12T10.2 Tandil + + |Diaporthe caulivora
B12T11.3 Tandil + + |Diaporthe caulivora
B12T12.1 Tandil + + + [Diaporthe caulivora
B12T14.1 Tandil + + + |Phomopsis longicolla
B12T14.2 Tandil + + + |Phomopsis longicolla
B12T15.1 Tandil + + + [Phomopsis longicolla
B12T15.2 Tandil + + + |Phomopsis longicolla
B12B18.2 Balcarce + + + [Diaporthe caulivora
B12B20.1 Balcarce + + + |Diaporthe caulivora
B11B21.1 Balcarce + + + |Diaporthe caulivora
B11B21.2 Balcarce + + + [Diaporthe caulivora
B12B22.1 Balcarce + + + |Diaporthe caulivora
B12B22.2 Balcarce + + + |Phomopsis longicolla
B13T1.1 Tandil + + + + |Diaporthe phaseolorum var. sojae
B13M2.1 | Gral. Pueyrredén + + + [Diaporthe caulivora
B13M2.3 | Gral. Pueyrred6n + + + |Diaporthe caulivora

B13B3 Balcarce + + + |Diaporthe caulivora
B13B3.1 Balcarce + + + |Diaporthe caulivora
B13B3.2 Balcarce + + + [Phomopsis longicolla
B13B3.5 Balcarce + + + |Phomopsis longicolla
B13B3.6 Balcarce + + + |Diaporthe caulivora
B13M4.4 | Gral. Pueyrred6n + + + [Phomopsis longicolla
B13N5.1 Necochea + + + + |Diaporthe caulivora
B13B6.2 Balcarce + + + |Diaporthe caulivora
B13L8.1 Loberia + + + [Diaporthe caulivora
B13L9.1 Loberia + + + |Diaporthe caulivora
B13L10.1 Loberia + + + |Diaporthe caulivora
B13L11.2 Loberia + + + |Phomopsis longicolla
B13L12.2 Loberia + + + |Diaporthe caulivora
B13L15.2 Loberia + + + [Diaporthe caulivora
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mezcla en los cultivos punta de hifa, o que
haya ocurrido hibridacion entre especies.
El analisis de restriccion de los produc-
tos de amplificacion ha sido utilizado para
identificar distintas especies de hongos, y
también para diferenciar subgrupos dentro
de especies (4, 7, 41). En el presente tra-
bajo, se corrobor6 que la utilizacion de la
amplificacion de la region ITS del ADNr,
seguida por la restriccion con enzimas
de restriccion resultdé consistente con la
identificacion morfologica para cada uno
de miembros del complejo fungico D/P.
Tanto Dc como Dpm producen sintomas
parecidos en las plantas afectadas, lo cual

dificulta su identificacion en el campo. En
consecuencia, para determinar la variedad
del hongo involucrada en el desarrollo de
la enfermedad, es preciso recurrir al aisla-
miento y al estudio de las caracteristicas de
sus colonias.

Luego de la caracterizacion de los 39
aislamientos, se establecid que la distribu-
cion de especies del complejo D/P fue: 24
aislamientos correspondieron a la especie
Dc, diez aislamientos se clasificaron como
Pl, s6lo un aislamiento se identifico como
Dps y cuatro aislamientos no pudieron ser
clasificados. Dc se obtuvo de tallos de soja
provenientes de todos los partidos mues-

Figura 10: Patrones de bandas de restriccion de los productos de la amplificacion de la region ITS
del ADNr de los aislamientos digeridos con la enzima Alul. a: aislamientos B12L3.1, B12B6.1,
B12T8.1, B12T10.2, B12T11.3, B12T12.1, B12T5.2, B12T9.1, B12T14.1, B12N1.1, B12N1.2,
B12N2.1, B12N2.2, B12T14.2, B12T15.1, B12T15.2, B12B18.2, B12B20.1, B11B21.1, B11B21.2.
b: aislamientos B12B22.1, B12B22.2, B13T1.1, B13M2.1, B13M2.3, B13B3.1, B13B3.2, B13B3.5,
B13B3.6, B13M4.4, B13N5.1, B13B6.2, B13L8.1, B13L9.1, B13L10.1, B13L11.2, B13L12.2,
B13L15.2 y B13B3. (M100 pb y M50 pb: Marcadores de Peso Molecular cada 100 pares de bases,

y cada 50 pares de bases, respectivamente)
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treados. Pl de Balcarce, Tandil, Loberia y
Gral. Pueyrredon, y no de Necochea; mien-
tras que Dps solo de Tandil. En la locali-
dad de Necochea hubo cuatro aislamientos
que no fueron determinados. Ningtn ais-
lamiento fue identificado como Dpm. El
agente causal prevalente en la zona de es-
tudio, durante los ciclos agricolas 2010/11
a 2012/13 fue Dc. Este resultado coincide
con lo informado por Lago (13). Pioli et al.
(23) concluyeron que Dc fue el agente cau-
sal predominante del CTS en la zona sur de

Santa Fe y norte de Buenos Aires en
base a la identificacion morfologica y mo-
lecular de 19 aislamientos. También Xue et

al. (38) mencionan a Dc como agente cau-
sal predominante para latitudes similares en
el hemisferio norte. Varios factores como la
expansion del cultivo de soja, el aumento
de la superficie con siembra directa, la uni-
formidad genética de los cultivares de soja
utilizados y la ocurrencia de condiciones
ambientales propicias para el desarrollo del
CTS, pudieron contribuir a la manifestacion
de la enfermedad en el sudeste bonaerense,
tal como ha sucedido en otros lugares segun
Wrather et al. (37) y Pioli y Morandi (22).

Figura 11: Patrones de bandas de restriccion de los productos de la amplificacion de la region ITS
del ADNr de los aislamientos digeridos con la enzima Hhal. a: aislamientos B12L.3.1, B12B6.1,
B1278.1, B12T10.2, B12T11.3, B12T12.1, B12T5.2, B12T9.1, B12T14.1, B12N1.1, B12N1.2,
B12N2.1, B12N2.2, B12T14.2, B12T15.1, B12T15.2, B12B18.2, B12B20.1, B11B21.1, B11B21.2.
b: aislamientos B12B22.1, B12B22.2, B13T1.1, B13M2.1, B13M2.3, B13B3.1, B13B3.2, B13B3.5,
B13B3.6, B13M4.4, B13N5.1, B13B6.2, B13L8.1, B13L9.1, B13L10.1, B13L11.2, B13L12.2,
B13L15.2 y B13B3. (M100 pb y M50 pb: Marcadores de Peso Molecular cada 100 pares de bases,

y cada 50 pares de bases, respectivamente).
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CONCLUSIONES

D. caulivora, dentro del complejo Dia-
porthe/Phomopsis, fue la especie predomi-
nante causante de los sintomas de cancro
del tallo en los cultivos de soja del sudeste
de la provincia de Buenos Aires, en los ci-
clos agricolas desde el 2010 al 2013, por lo
tanto no hay evidencias para rechazar la hi-
potesis planteada en el presente estudio. El
61,5% de los aislamientos correspondid a
D. caulivora, 25,6% a P. longicolla, 2,6% a

D. p. var. sojae, y 10,3% no pudo ser clasifi-
cado. D. caulivora estuvo presente en todos
los partidos muestreados, mientras que D.
p. var. meridionalis no se aislo de ninguna
muestra. D. p. var. sojae sélo se obtuvo en
Tandil. P. longicolla se aisl6 de Balcarce,
Tandil, Loberia y Gral. Pueyrredon, y no
de Necochea, partido al cual pertenecieron
los cuatro aislamientos no determinados.

Figura 12: Patrones de bandas de restriccion de los productos de la amplificacion de la region ITS
del ADNr de los aislamientos digeridos con la enzima Rsal. a: aislamientos B12L.3.1, B12B6.1,
B1278.1, B12T10.2, B12T11.3, B12T12.1, B12T5.2, B1279.1, B12T14.1, B12N1.1, B12N1.2,
B12N2.1, B12N2.2, B12T14.2, B12T15.1, B12T15.2, B12B18.2, B12B20.1, B11B21.1, B11B21.2.
b: aislamientos B12B22.1, B12B22.2, B13T1.1, B13M2.1, B13M2.3, B13B3.1, B13B3.2, B13B3.5,
B13B3.6, B13M4.4, B13N5.1, B13B6.2, B13L8.1, B13L9.1, B13L10.1, B13L11.2, B13L12.2,
B13L15.2 y B13B3. (M100 pb y M50 pb: Marcadores de Peso Molecular cada 100 pares de bases,

y cada 50 pares de bases, respectivamente).
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