UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO

TESIS PARA OPTAR AL TiTULO DE DOCTOR EN CIENCIAS
NATURALES

CARACTERIZACION DE ESPECIES DE LA FAMILIA
PYTHIACEAE ASOCIADAS AL CULTIVO DE SOJA EN
LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES

Presentada por:

PABLO ENRIQUE GRIJALBA

Directora 1: Dra. Monica M. Steciow
Directora 2: Dra. Azucena del C. Ridao

La Plata, 2018



AGRADECIMIENTOS

A mi esposa Tucha e hijos (Fede, Santi y Pau) que me acompanan cada dia.

A la Dra. Moénica Steciow por dirigirme en este trabajo, por sus sugerencias y
comentarios.

A la Facultad de Ciencias Naturales y Museo (FCNYM) por brindarme la posibilidad de
realizar este trabajo.

A la Dra. Azucena del Carmen Ridao (Unidad Integrada Balcarce INTA/UNMAP) por
dirigirme en este trabajo, por su apoyo, conocimientos y sugerencias.

A la Dra. Gloria Abad, investigadora lider en Oomycetes en el “USDA- Molecular
Diagnostic Laboratory (MDL)”, por brindar todos sus conocimientos en forma
desinteresada.

A la Dra. Paloma Abad Campos de la Universidad Politécnica de Valencia por aceptarme
para una estancia en el tema: Oomycetes fitopatdgenos.

A la Dra. Carolina Martinez del Instituto de Biotecnologia INTA Castelar, por brindarme
el apoyo y conocimiento para efectuar técnicas moleculares.

Al Lic. Eduardo Giiillin por su colaboracion en los andlisis de genética poblacional y por
compartir sus conocimientos en los trabajos efectuados.

A la Dra. Silvina Steward, del INIA La Estanzuela Rep. Oriental del Uruguay, por la
provision de ADN vy cultivares diferenciales de Ph. sojae.

A la Dra. Hemilse Palmucci por compartir el descubrimiento y conocimiento de los
Oomycetes Fitopatogenos.



INDICE GENERAL

AGRADECIMIENTOS

INDICE GENERAL

INDICE DE TABLAS

INDICE DE FIGURAS

RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCION GENERAL

1. UBICACION TAXONOMICA DE LA FAMILIA PYTHIACEAE

2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS GENEROS Pythium, Phytophthora Y
Phytopythium
3. CARACTERIZACION DEL CULTIVO DE SOJA EN LAS ZONAS EN ESTUDIO

4. ESTUDIOS EFECTUADOS EN ARGENTINA
5. HIPOTESIS

6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

MATERIALES Y METODOS (COMUNES)

1. MUESTREO DE CAMPOS

2. GRANOS DE SOJA POSCOSECHA (Semillas)

3. TECNICAS DE AISLAMIENTO DE LOS FITOPATOGENOS Y MANTENIMIENTO DE LA

COLECCION
3.1. Aislamiento

3.1.1. A partir de tejidos afectados

3.1.2. Aislamientos a partir de suelos

3.1.3. Aislamiento a partir de granos

3.2. Mantenimiento de la coleccion

4. IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DE LOS AISLAMIENTOS

4.1. Identificacion y caracterizacion morfologica de los aislamientos

4.2. Identificacién y caracterizacion de los aislamientos por métodos moleculares

4.2.1. Extraccion de ADN

4.2.2. Amplificacién de rADN

4.2.3. Purificacién v secuenciacién de rADN
5. CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS

CAPITULO I. ESPECIES DE Pythium Y DE Phytopythium PATOGENAS y
ASOCIADAS A RAICES DE SOJA
INTRODUCCION

0 N w N

12
15
18
20
24

28
30
32
32
32
32
33
33
34
34

35
35
35
35
36
36
36
36
37
37
38
38
39

40



1. AGENTES CAUSALES
2. EPIDEMIOLOGIA, SINTOMATOLOGIA Y DANO
3. MANE]JO
MATERIALES Y METODOS
1. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS AISLAMIENTOS
2. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD
2.1. Ensayo de patogenicidad in-vitro
2.2. Ensayo de patogenicidad in-vivo
2.3. Ensayo exploratorio de patogenicidad de Phytopythium
3. Respuesta de tres especies de Pythium frente a distintas temperaturas
3.1. Tasas diarias de crecimiento
4. Ensayos de Manejo con Pythium ultimum, P. irregulare y P. sylvaticum
4.1. Control quimico, eficacia de diferentes formulados curasemillas
4.1.1. Sensibilidad in vitro
4.1.2. Eficacia en semillas
4.2 Relacidn entre el gen Rps 1k y la resistencia a Pythium ultimum y P. irregulare en
soja
RESULTADOS
1. IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DE LOS AISLAMIENTOS

1.1. Muestreo de campos, obtencidn e identificacion de los aislamientos

1.2. Muestreo y obtencion de aislamientos a partir de granos de soja e identificacion.

1.3. Descripcién de los aislamientos
1.3.1. Especies del género Pythium
1.3.1.1. Especies con esporangios lobulados o filamentosos
1.3.1.2. Especies con esporangios esféricos, subesféricos o elipsoidales
1.3.1.2.1. Oogonios lisos
1.3.1.2.2. Oogonios ornamentados
1.3.2. Especies del género Phytopythium
1.4. Arbol filogenético de las especies de Pythium y Phytopythium mas una secuencia
de Phytophthora sojae
2. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD
2.1. Ensayo de patogenicidad in-vitro
2.2. Ensayo de patogenicidad in-vivo
2.3. Ensayo de patogenicidad exploratorio con cepas de Phytopythium

3. RESPUESTAS DE TRES ESPECIES DE Pythium FRENTE A DISTINTAS
TEMPERATURAS

41
42
44
46
46
47
47
47
48
48
48
49
49
49
50
50

52
52
52
53

54
54
56
65
65
83
94
112

112
112
112
114
117



3.1. Tasas diarias de crecimiento.
4. ENSAYOS DE MANE]JO CON Pythium ultimum, P. irregulare Y P. sylvaticum
4.1. Control quimico, eficacia de diferentes formulados curasemillas
4.1.1. Sensibilidad in vitro
4.1.2. Eficacia de diferentes formulados curasemillas
4.1.2.1. Ensayo A)
4.1.2.2. Ensayo B)
4.2. Relacién entre el gen Rps 1k y la resistencia a Pythium ultimumy P. irregulare en
soja
DISCUSION

CAPITULO II. Phytophthora sojae AGENTE CAUSAL DE LA PODREDUMBRE DE
RAIZ Y LA BASE DEL TALLO DE LA SOJA

INTRODUCCION
1. AGENTE CAUSAL
1.1 Variabilidad de Phytophthora sojae
1.2. Sintomas de la enfermedad
2. CICLO DE LA ENFERMEDAD Y CONDICIONES PREDISPONENTES
3. MANE]O DE LA ENFERMEDAD
3.1. Resistencia raza especifica
3.2. Resistencia parcial (RP) o no especifica (tolerancia)
3.3. Otras medidas de manejo
3.3.1. Uso de fungicidas especificos
3.3.2. Rotacion de cultivos
3.3.3. Buen drenaje
MATERIALES Y METODOS

1. VIRULENCIA EN LA SUBREGION PAMPEANA NORTE DURANTE EL INTERVALO
1998-2004

2. VIRULENCIA EN EL NBAY SEBA DURANTE EL INTERVALO 2013-2016
2.1. Identificacién de los aislamientos y almacenamiento

2.2. Evaluaciéon de la virulencia de los aislamientos (Determinacion de razas o
férmulas de virulencia especifica)
2.2.1. Corroboracion del patrén de virulencia de la reaccién de los genotipos
de soja diferenciales
2.3. Técnica de inoculacion

3. RELACION GENETICA ENTRE AISLAMIENTOS DE Ph. sojae PROVENIENTES DEL
NBA'Y SEBA UTILIZANDO MARCADORES SSRS.
3.1. Curvas de acumulacién de haplotipos

3.2. Caracterizacioén por locus

118
120
120
120
120
120
121
121

123
130

131
133
134
137
138
139
139
140
140
140
141
141
141
142

143
143
143

144

144
145

148
149



3.3. Diversidad haplotipica 149

3.4. AMOVA 150

3.5. Andlisis discriminante de componentes principales 150

3.6. Analisis de redes 151
RESULTADOS 153
1. VIRULENCIA EN LA SUBREGION PAMPEANA NORTE DURANTE EL INTERVALO 153
1998-2004
2. VIRULENCIA EN EL NBA'Y SEBA DURANTE EL INTERVALO 2013-2016 156
2.1. Identificacidn de los aislamientos y almacenamiento 156
2.2. Evaluacién de la virulencia de los aislamientos (Determinacion de razas o 156

férmulas de virulencia especifica)
2.2.1 Corroboracion del patréon de virulencia de la reaccion de los genotipos de 160
soja diferenciales

3. RELACION GENETICA ENTRE AISLAMIENTOS DE Ph. sojae PROVENIENTES DEL 161
NBA'Y SEBA UTILIZANDO MARCADORES SSRs.

3.1. Curva de acumulacion de haplotipos 161
3.2. Caracterizacion por locus 162
3.3. Diversidad haplotipica 163
3.3.1. Analisis por regiones 164
3.4. AMOVA 164
3.5. Andlisis discriminante de componentes principales (ADPC). 165
3.6. Analisis de redes 167
DISCUSION 168

1. RELACION GENETICA ENTRE AISLAMIENTOS DE Ph. sojae PROVENIENTES DEL 170
NBA'Y SEBA UTILIZANDO MARCADORES SSRs

CONCLUSIONES GENERALES 173
BIBLIOGRAFIA 175
ANEXO I. MEDIOS DE CULTIVO GENERALES Y SELECTIVOS 189
ANEXO II. ANALISIS ESTADISTICOS 191
ANEXO III. TAMANO DE BANDAS OBTENIDOS CON LOS 8 MICROSATELITES 193
ESPECIFICOS.

ANEXO IV. ANALISIS DE SIGNIFICACION DEL AMOVA. 202

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Porcentajes de especies de Pythiun aisladas y determinadas entre 53
2013 a 2015 de lotes del NBA y SEBA de la provincia de Buenos Aires.



Tabla 2: Porcentajes de especies de Pythiun aisladas y determinadas entre
2014 a 2016 de granos provenientes de lotes del NBA y SEBA.

Tabla 3: Patogenicidad promedio para dos especies de Phytopythium
(método de la capa e inundacion).

Tabla 4: Patogenicidad in vitro e in vivo de las especies de Pythium y
Phytopythium aisladas entre 2013-2016 en las zonas norte y sudeste de la
provincia de Buenos Aires.

Tabla 5: Respuestas de diferentes especies de Pythium frente a distintas
temperaturas.

Tabla 6: Porcentaje de emergencia promedio y porcentaje de control de
semillas de soja tratadas con fungicidas curasemillas y sembradas en suelo
inoculado con Pythium spp.

Tabla 7: Emergencia de plantulas a los 21 dias desde la siembra de
genotipos de soja sin indculo e inoculados con Pythium spp.

Tabla 8: Listado de los aislamientos de Phytophthora sojae utilizados
para el chequeo de la relacion genética utilizando marcadores SSRs. Se
detalla origen y patotipo.

Tabla 8: Secuencias de iniciadores (primers) y caracteristicas para los locus
de microsatélites polimoérficos desarrollados a partir de la secuencia de Ph.
sojae. Nombre del locus, numero de acceso GenBank, secuencia del
iniciador, motivo repetido, rango de tamafio, ntmero de alelos
determinados mediante el genotipado del aislamiento P6497 de Ohio,
EEUU (extraido de Steward et al., 2011).

Tabla 9: Distribucion de la virulencia de aislamientos de Phytophthora
sojae de la sub-region Pampeana norte entre 1998-2004, probados sobre 8
o 14 genes Rps y 3 lineas experimentales (* probados en Harrow, Canada).

Tabla 10: Distribucion de la virulencia de 69 aislamientos de Phytophthora
sojae obtenidos en la region NBA durante 2013-2016, chequeados en un
grupo de ocho genes Rps.

Tabla 11: Distribuciéon de la virulencia de 124 aislamientos de
Phytophthora sojae obtenidos en la region SEBA entre 2013-2016,
chequeados en un grupo de ocho genes Rps.

Tabla 12: Reaccion de genotipos diferenciales (indicando el alelo que
poseen) a la inoculacion de cinco aislamientos de Phytophthora sojae,
mediante la técnica del hypocoétile.

Tabl 13: Resumen de contenido informacional para los ocho microsatélites

utilizados

53

113

115

119

121

122

146

147

148

153

156

159

161



Tabla 14: Indices de diversidad genotipica por localidad, para 93
aislamientos analizados con ocho marcadores microsatélites

Tabla 15: Indices de diversidad genotipica por region, para 93
aislamientos analizados con ocho marcadores microsatélites.

Tabla 16: Tamano de bandas de los 93 aislamientos de Phytophthora
sojae y 5 ADNs de EEUU obtenidos con 8 Microsatélites especificos

Tabla 17: Analisis Molecular de la Varianza (AMOVA) para 93
aislamientos de Phytophthora sojae provenientes de dos zonas de la
provincia de Buenos Aires.

Tabla 18: Componentes de la covarianza del analisis efectuado para 93
aislamientos de Phytophthora sojae analizados con ocho marcadores
microsatélites.

Tabla 19. Significacion de la variacion

INDICE DE FIGURAS

Fig. 1: Especies y clados distinguidos en el género Phytophthora. Ph. sojae
se incluye en el clado 7 (Kroon et al., 2012).

Fig. 2: Diagrama resumido de la filogenia de los Oomycetes. (a). Diagrama
resumido del probable camino evolutivo de Oomycotas (b). Arbol
filogenético esquemadtico mostrando los principales clados taxonomicos
indicando la diversidad taxonémica (niimeros en los cuadros) y la ecologia
predominante (Beakes y Thines, 2016

Fig. 3: Caracterizacion del cultivo de soja en las zonas argentinas. A.
Division de las regiones seglin caracteristicas agroclimaticas. B. Regiones
sojeras de la Republica Argentina. C. Regiones sojeras de la Republica
Argentina. Franjas latitudinales de los grupos de madurez de la soja en la
Argentina. D. Variacion de la superficie promedio sembrada de la Region
pampeana 1975-2004. Extaido de Pascale y Damario, 2004 e INTA, 1997.
Fig. 4: Mapa de la provincia de Buenos Aires, los nimeros indican las
localidades muestreadas entre 2013-2016. NBA: 1 Fontezuela, 2
Pergamino, 3 Rojas, 4 Chacabuco, 5 Alberti, 6 Gorostiaga, 7 Mechita, 8
Capitan Sarmiento, 9 Arrecifes, 10 Rancagua, 11 Colon, 12 FAUBA, 13
Germania, 14 Los Toldos, 15 Solis, 16 S.A. de Areco, 17 Villa Lia. SEBA:
18 Necochea, 19 Balcarce, 20 General Pirdn, 21 Loberia, 22 Bosch y 23 El
Moro.

Fig. 5: A) y B) Sintomatologia tipica de muerte de plantulas en el campo
causada por Pythium spp. C), D) y E) Detalle de plantulas afectadas. F).
Plantas adultas en R1 (Fehr y Caviness, 1977), afectadas. G) Detalle de las
raices de plantas adultas en R1, izquierda afectada, derecha normal.

162

164

197

202

202

202

23

23

29

34

41



Fig.6: Pythium spp. A) Patogenicidad en semilla. B) Patogenicidad en
suelo. C) Técnica de desarrollo en Agrostis sp. D) Siembra de semillas en
medio selectivo.

Fig. 7: Parte de la escala para evaluar patogenicidad in vitro (Jiang et al.,
2012).

Fig. 8: Pythium aphanidermatum A. Colonia de 7 dias de crecimiento en
APD. B. Detalle de anteridio y oogonio. C. Oosporas. D. Esporangios
toruloides.

Fig. 9: Pythium dissotocum A. Desarrollo de 7 dias en APD. B. Apresorio.
C. Esporangios filiformes

Fig. 10: Pythium inflatum A. Esporangio B. Oogonio y anteridio C.
Oospora plerotica.

Fig. 11: Pythium sylvaticum A. Esporangio terminal con detalle de septo B-
Esporangios terminales e intercalares.

Fig. 12: Pythium ultimum var. ultimum. A Esporangios intercalares

B Esporangio terminal C. Hinchamientos hifales D-E. Anteridios y oospora.

Fig. 13: Pythium ultimum var. sporangiiferum. A) Colonia de 3 dias de
crecimiento en APD B) formacion de la vesicula y pasaje del contenido del
esporangio.

Fig. 14: Pythium catenulatum. Detalle de esporangios en cadena.

Fig. 15: Pythium longandrum a: Esporangios catenulados b: esporangios
subterraneos c: Esporangios intercalares d: Oogonio con anteridio hipogino
e: anteridio hipogino con dos tubos de fertilizacion; f,g: Oogonio y anteridio
con celula anteridial lobada; h, j: Oogonio con célula anteridial larga y
longitudinal. A, b y f: bar=40 um; ¢, e, g y j: bar: 20 um (extraido de Paul,
2001).

Fig. 16: Pythium paroecandrum A Oogonio y anteridios B. Oospora
aplerdtica.

Fig. 17: Pythium heterothallicum a 1-3 oogonio y anteridio. B 1-2
hinchamientos hifales (de Van der Plaats-Niterik, 1981).

Fig. 18: Pythium nunn A-B Hinchamientos hifales intercalares C.
Anteridios y oogonio. D. Oospora.

Fig. 19: Pythium irregulare A Hinchamientos hifales intercalares B-C.
Anteridios y oogonio. D. Oospora ornamentada.

Fig. 20: Pythium acanthicum A. Detalle de anteridio y oogonio. B.
Oosporas.

Fig. 21: P. periplocum. A 1-4 oogonios ornamentados, b 1-2 esporangios
(Van der Plaats Niterink, 1981).

Fig. 22: P. periplocum. Oospora ornamentada y anteridio.

Fig. 23: Pythium spinosum. A. Colonia en APG B. Hinchamientos hifales
intercalares C. Anteridios y oogonio. D. Oospora ornamentada.

Fig. 24: Phytopythium chamaehyphon. A) Micelio algodonoso tipo
petaloide en APG. B) Oospora. C) Esporangio con papila. D). Esporangio
con tubo de descarga.

Fig. 25: Phytopythium vexans: CBS 119.8 a-1-5). Oogonios y anteridios.
b1-5). Oogonio con papila y tubo de descarga c-d) Figuras de Bary (1986
citado por Van der plaats-Niterink, 1981). c1-5) Oogonio con anteridio. d
1-9) Esporangios o hinchamientos hifales.

Fig. 26: Phytopythium helicoides. A. Micelio coraloide fino. B-C. Oogonio

y anteridio D y E. esporangio y tubo de descarga, F oospora.

46

47

57

64

67

70

72

74
77

93

104



Fig. 27: Morfologia de Phytopythium aff. mercuriale (STEU-U 6207). (a—
d) Esporangio viejo formando tubos germinativos. (e—h) Oogonio rodeado
por nudo indefinido de anteridios. Escala bar =35 um en (a—d) y (g—h).
Escala bar 80 um en (e—f).

Fig. 28: Phytopythium frezzii sp. nov. A. Oospora. B. Colonia en APD. C
y D. Oogonio y anteridio campaniforme.

Fig. 29: Relacion filogenética de Phytopythium frezzi sp. nov usando el
método de Neighbor-Joining.

Fig. 30: Relacion filogenética de todos los aislamientos usando el método
de Neighbor-Joining.

Fig. 31: Patogenicidad en semillas de soja de cepas de P. ultimum, P.
irregulare y P. aphanidermatum incubadas a tres temperaturas (15, 25 y 25
°C) (segun escala propuesta por Jiang et al., 2012).

Fig. 32: Emergencia de plantulas de soja en suelo infestado con P. ultimum,
P. irregulare y P. aphanidermatum incubados a 15, 25 y 35 °C.

Fig. 33: Tasa de crecimiento de P. ultimum, P. irregulare y P.
aphanidermatum incubados a 15, 25 y 35 °C.

Fig. 34: En los ensayos de sensibilidad in-vitro, izquierda tratamiento con
metalaxil, derecha testigo.

Fig. 35: Phytophthora sojae. A) Detalle de Oosporas en hipocotile. B)
Esporangios. C) Micelio tipico del tipo coraloide. D) Detalle de oogonio
conteniendo oospora en su interior.

Fig. 36: Phytophthora sojae. A) y B) Aspecto general de un campo
afectado. C) Sintoma de marchitamiento. D) Detalle de la podredumbre
basal.

Fig. 37: Distribucion de Phytophthora sojae en Argentina. Los nimeros
representan 20 localidades donde se recolectaron las muestras. Las letras
representan las provincias: BA (BUENOS AIRES) 1 Arrecifes; 2 parcela
experimental; 3 Pergamino; 4 El Socorro; 5 M. Ocampo; 6 Ramallo; 7
Rojas; 8 R. Obligado; 9 San Antonio de Areco; 10 Pilar. SFe (SANTA FE)
11 Bigand; 12 Godeken; 13 Hughes; 14 Mufioz; 15 Las Rosas. Cba
(CORDOBA) 16 Marcos Juarez; 17 Saira. ER (ENTRE RIOS) 18 Victoria;
19 Villa. Teresita; 20 Gualeguaychu.

Fig. 38: Porcentaje de aislamientos de Phytophthora sojae obtenidos entre
1998-2004, y su interaccion con los genes Rps. Blanco: probados en
Harrow (Canad4) sobre un grupo de 15 cultivares diferenciales, y 3 lineas
experimentales. Negro: probados en Argentina sobre un grupo de 8
cultivares diferenciales.

Fig. 39: Porcentaje de aislamientos de Phytophthora sojae obtenidos en la
zona NBA y SEBA entre 2013-2016, y su interaccion con los ocho genes
Rps.

Fig. 40: Curva de acumulacion de genotipos para 93 aislamientos de
Phytphthora sojae obtenidos del norte (NBA) y sudeste (SEBA) de la
provincia de Buenos Aires entre 2013-2016.

Fig. 41: Cantidad de GML y numero de aislamientos por GML en cada
localidad, para 93 aislamientos analizados con ocho marcadores
microsatélites.

Fig. 42: Cantidad de GML (genotipos multi-locus observados) y nimero de
aislamientos por GML en cada region (Norte= NBA y Sur= SEBA) para 93

107

110

111

112

117

118

119

120

134

138

142

155

160

162

163

164

10



aislamientos de Phytophthora sojae analizados con 8 marcadores
microsatélites.

Fig. 43: Algoritmo de optimizacion incluido en la funcién a-score, para 93
aislamientos de Phytophthora sojae analizados con ocho marcadores
microsatélites

Fig. 44: Grupos de similitudes genéticas determinados por DAPC, para 93
aislamientos de Phytophthora sojae analizados con ocho marcadores
microsatélites.

Fig. 45: Analisis de redes para 93 aislamientos de Phytophthora sojae
analizados con ocho marcadores microsatélites. Los diferentes colores
indican las localidades y su frecuencia relativa (segun la participacion en
cada nodo). El tamafio de cada nodo es proporcional a la frecuencia de cada
genotipo multi-locus en el dataset.

Fig.46: Significacion de los porcentajes de la variacion por unidad de
muestreo.

165

166

167

203

11



CARACTERIZACION DE ESPECIES DE LA FAMILIA
PYTHIACEAE ASOCIADAS AL CULTIVO DE SOJA EN
LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES

RESUMEN

Entre los principales agentes causales de enfermedades de raices y plantulas de
soja se citan a Phytophthora (Ph) sojae y Pythium (P) spp. Estos géneros junto con
Phytopythium (Phy) fueron reclasificados en el reino Stramenopila. Hasta el presente se
han identificado 160 especies de Pythium, pero en la Argentina actualmente solo 22 se
hallan descriptas. Las especies del clado K, filogenéticamente distintas del resto de las
especies de Pythium, muestran caracteristicas tanto de este género como de Phytophthora,
por lo que se definié un nuevo género, Phytopythium. Pythium produce la pudricion de
semillas y raices, asi como el damping off de pre y postemergencia. Ph. sojae causa la
podredumbre de la raiz y base del tallo, en todo el ciclo ontogénico del cultivo y es un
patdgeno que presenta alta variabilidad fisioldgica. En Argentina, se determinaron dos
razas y varios aislamientos quebraron los principales genes de resistencia. Los objetivos
del presente trabajo fueron: a) conocer la diversidad de especies de Pythium y
Phytopythium y las razas de Ph. sojae presentes en dos zonas de la provincia de Buenos
Aires, b) comprobar su patogenicidad y c¢) postular medidas de manejo eficientes para
Pythium spp. Se muestrearon campos cultivados con soja durante las campafias agricolas
2013/14, 2014/15 y 2015/16 en el norte (NBA) y sudeste (SEBA) de la provincia de
Buenos Aires. Se efectuaron aislamientos a partir de plantulas o plantas afectadas, suelos
y granos cosechados. Las especies de Pythium y Phytopythium se caracterizaron e
identificaron mediante morfologia y métodos moleculares; se comprob¢ la patogenicidad
en ensayos in-vitro € in-vivo. Con tres especies, prevalentes, se probo la respuesta de
crecimiento y patogenicidad, frente a distintas temperaturas. Se efectuaron ensayos de
manejo con fungicidas curasemillas y mediante el chequeo del gen Rps 1k de resistencia
a Ph. sojae. Con todas las especies aisladas y caracterizadas se hicieron estudios
filogenéticos. Para Ph. sojae se completo la evaluacion de la variabilidad del patogeno de
la zona nticleo sojera del periodo 1998 a 2004. Se determinaron las razas o formulas de
virulencia de Ph. sojae existentes en cada zona, mediante un grupo de ocho lineas
diferenciales de soja. También se estudid la relacion genética entre un grupo de

aislamientos provenientes del NBA y otro del SEBA utilizando marcadores microsatélites
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(SSRs). De plantulas y suelo, del NBA se obtuvieron 181 aislamientos que
correspondieron Pythium ultimum, P. irregulare, P. sylvaticum, P. inflatum, P.
aphanidermatum, P. dissotocum, P. catenulatum, P. longandrum y Pythium sp., y a
Phytopythium helicoides, Phy. frezzii sp. nov., Phy. chamaehyphon, Phy. aff. mercuriale
y Phytopythium sp. Mientras que del SEBA, se obtuvieron 102 aislamientos, que
correspondieron a Pythium ultimum, P. irregulare, P. sylvaticum y P. paroecandrum. De
granos cosechados se obtuvieron dos aislamientos del SEBA: P. sylvaticum y P. nunn, y
38 del NBA: P. irregulare, P. paroecandrum, P. aff. heterothallicum, P. acanthicum, P.
periplocum, Phy. vexans y Phy. spp. Las especies que presentaron patogenicidad en soja
fueron P. ultimum sensu lato, P. irregulare, P. sylvaticum, P. aphanidermatum, P.
paroecandrum; otras presentaron baja patogenicidad; P. inflatum, P. catenulatum, P.
longandrum y P. aff. heterothallicum; Phy. helicoides, Phy. frezzii, Phy. chamaehyphon,
Phy. vexans, Phy. aff. Mercuriale; resultaron ser no patogenas, P. acanthicun, P. nunn'y
P. periplocum. El fungicida metalaxil, presentdé un muy buen nivel de control en
comparacion con la mezcla de fungicidas carbendazim+tiram y también cuando se lo
compar6 con difenoconazol y azoxistrobina. Azoxistrobina presentd mejor eficacia que
difenoconazol. Las variedades de soja que tenian incorporado el gen Rps 1k de resistencia
a Ph. sojae no presentaron mayor nimero de plantulas emergidas que aquéllas que no lo
tenian. Entre 1998-2004, en la region nucleo sojera se obtuvieron 193 aislamientos de Ph.
sojae, que fueron probados, 173 con el set de 8 genotipos diferenciales y los 20 restantes,
en Canadd con un set expandido de 14 cultivares diferenciales, y tres lineas
experimentales. Se detectaron 37 patotipos diferentes, incluyendo 18 razas descritas. Los
fenotipos de virulencia no descritos constituian el 24 % de las cepas. La raza 1 fue
predominante, seguida de la raza 13. A partir de los 20 aislamientos probados en Canada
en el conjunto ampliado de diferenciales, se describieron 19 patotipos adicionales.
Durante el periodo 2013-2016, se obtuvieron 192 aislamientos de Ph. sojae, 124
provenientes del SEBA y 68 del NBA. La raza 1 del patdogeno se presentd solo en 4
aislamientos provenientes de plantas infestadas del SEBA (3,2 %), mientras que en el
NBA solo 2 aislamientos provenientes de plantas o sea un 2,9 %. Porcentaje muy bajo en
comparacion a la prevalencia del 25 % correspondiente al intervalo 1998-2004. En el
SEBA se determinaron 40 formulas de virulencia, mientras que en el NBA 33, de las
cuales 18 resultaron la misma. Las del SEBA representaron 9 razas conocidas (1, 3,4, 9,
14, 25, 34, 38 y 43) mientras que en las del NBA representaron 7 (1, 14, 25, 34, 36, 38 y

43). Tanto en el SEBA como en el NBA, la mayoria de los aislamientos fueron virulentos
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sobre el gen Rpsla (88,5 % y 61 % respectivamente); Rpslc (67,3 % y 61 %
respectivamente) y Rpslk (78,8 % y 58,5 % respectivamente). El gen menos quebrado
fue en ambas zonas el Rps 6 con solo el 17,3 % y 15 % respectivamente. La relacion
genética entre aislamientos de Ph. sojae provenientes de ambas zonas utilizando
marcadores SSRs dio como resultado mayor diversidad en el NBA que en el SEBA. Se
encontraron diferencias significativas entre localidades y entre muestras dentro de las
localidades, pero no hubo diferencia en la composicion genética de los aislamientos entre
ambas zonas. Con el Analisis Discriminante de Componentes Principales se determinaron
seis grupos genéticos, pero no se registro relacion entre el origen geografico de cada
aislamiento y el grupo genético al que fue asignado. Los resultados del presente muestreo,
las identificaciones realizadas de las especies de Pythium y Phytopythium y la
determinacion de las razas de Ph. sojae, significan un aporte al conocimiento de la
biodiversidad de estos Oomycetes asociados al cultivo de soja, en gran parte de la
provincia de Buenos Aires, lo que serd de mucha utilidad para el manejo de las

enfermedades que provocan.

Palabras claves: Oomycetes, Glycine max, especies, razas, marcadores microsatélites.
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CHARACTERIZATION OF THE SPECIES OF THE
PYTHIACEAE FAMILY ASSOCIATED WITH SOYBEAN
IN BUENOS AIRES PROVINCE

ABSTRACT
Phytophthora sojae (Ph) and Pythium (P) spp. cause disease in soybean roots and
seedlings. These genera together with Phytopythium (Phy) were reclassified in the
kingdom Stramenopila. Up to now, 160 Pythium species have been identified, but in
Argentina, only 17 have been described. Clade K species, phylogenetically different from
all the Pythium species, show characteristics of both Pythium and Phytophthora. Pythium
causes seed and root rot, and pre and post emergence damping off. Ph. sojae causes root
and stem rot of soybeans at all growth stages, and is a pathogen that has high physiological
variability. In Argentina, two races have been determined, and some isolates have
deployed the main resistance genes. The aims of this study were: a) to know the diversity
of Pythium and Phytopythium species and Ph. sojae races presented in two zones of
Buenos Aires province. b) to check the pathogenicity and c) to postulate efficient
management measures of Pythium spp. Soybean production fields were surveyed in the
2013/14, 2014/15 and 2015/16 growing seasons, in north (NBA) and southeast (SEBA)
of Buenos Aires province. Isolates were obtained from soybean seedlings and diseased
plants, soils and post-harvested soybean grains. Pythium and Phytopythium species were
characterized and identified through morphological and molecular methodologies;
pathogenicity tests were carried out in-vivo and in vitro. Three prevalent Pythium species
were used to check the response to different temperatures. Assays with seeds fungicides
were done, as well as tests of the Ph. sojae resistance Rpslk gene. With all the species
already isolated and identified, phylogenetic studies were carried out. The variability
evaluation of Ph. sojae in the main production soybean area in 1998-2004 period was
finished. In each zone, races or virulence formulas of Ph. sojae were determined with a
set of 8 differential soybean lines. In addition, the genetic relationship between a group
of isolates from NBA and one of SEBA was studied with SSRs molecular markers. From
NBA seedlings and soils, 181 isolates were obtained, which corresponded to Pythium
ultimum, P. irregulare, P. sylvaticum, P. inflatum, P. aphanidermatum, P. dissotocum, P.
catenulatum, P. longandrum and Pythium sp., and Phytopythium helicoides, Phy. frezzii
sp. nov., Phy. chamaehyphon, Phy. aft. mercuriale and Phytopythium sp. Meanwhile from
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SEBA, 102 isolates were obtained, which corresponded to Pythium ultimum, P.
irregulare, P. sylvaticum and P. paroecandrum. From post-harvested soybean grains, two
SEBA isolates were obtained: P. sylvaticum and P. nunn, and 38 from NBA: P.
irregulare, P. paroecandrum, P. aff. heterothallicum, P. acanthicum, P. periplocum,
Phy. vexans y Phy. spp. The species with more soybean pathogenicity were P. ultimum
sensu lato, P. irregulare, P. sylvaticum, P. aphanidermatum, P. paroecandrum, others
presented low pathogenicity: P. inflatum, P. catenulatum, P. longandrum and P. aff.
heterothallicum; Phy. helicoides, Phy. frezzii, Phy. chamaehyphon, Phy. vexans, Phy. aff.
mercuriale; and P. acanthicun, P. nunn 'y P. periplocum were not pathogenic. Metalaxil
fungicide presented a higher level of control compared to the mix carbendazim+tiram,
and also to difenoconazol and azoxistrobina. Azoxistrobina was more efficient than
difenoconazol. The varieties with the Rpslk gene, resistant to Ph. sojae, did not present
more emerged plants than the varieties without the gene. Between 1998 and 2004, in the
main soybean production area, 193 isolates of Ph. sojae were collected and tested, 173
with a set of 8 differential genotypes, and the other 20 were tested in Canada with an
expanded set of 14 differential cultivars, and three experimental lines. Thirty-seven
different pathotypes were detected, including 18 described races. The non-described
virulence pathotypes constituted 24 % of the total isolates. Race 1 was prevalent, followed
by race 13. Nineteen additional pathotypes were described from 20 isolates tested in
Canada with the expanded differential set. During 2013-2016 period, 192 Ph. sojae
isolates were obtained, 124 from SEBA and 68 from NBA. Race 1 was only detected in
four isolates from SEBA infested plants (3,2 %), and in only two isolates from plants of
NBA (2,9 %), which is lower than the prevalence of 25 % for the 1998-2004 period. In
SEBA, 40 virulence formulas were determined, and 33 in NBA, 18 of which were equal.
The SEBA isolates represented nine known races (1, 3, 4, 9, 14, 25, 34, 38 and 43),
whereas the NBA represented seven races (1, 14, 25, 34, 36, 38 and 43). Both in SEBA
and in NBA, most of the isolates were virulent on the following genes: Rpsla (88,5 %
and 61 % respectively), Rpslc (67,3 % and 61 % respectively) and Rps1k (78,8 % y 58,5
% respectively). The less deployed gene was in both zones the Rps 6 with only 17,3 %
and 15 % respectively. The genetic relationship between Ph. sojae isolates from both
zones using SSRs markers showed greater diversity in NBA than in SEBA. Differences
were found between localities and between samples within the same locality, but not in
the genetic composition between isolates from both zones. Using the Discriminant

Analysis of Principal Components, six genetic groups were determined, but no
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relationship was registered between the geographic origin of the isolates and the genetic
group assigned. The results of the present survey, the identification carried out of the
Pythium and Phytopythium species, and the race determination of Ph. sojae, signify a
great contribution to the knowledge of the biodiversity of these Oomycetes associated
with soybean, in most of Buenos Aires province, which is very useful to manage these

diseases.

Key words: Oomycetes, Glycine max, species, races, microsats molecular markers.
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INTRODUCCION GENERAL

La soja (Glycine max (L.) Merr.) es el cultivo oleaginoso (Fam. Leguminosae)
mas importante del mundo y constituye la principal fuente de proteinas en la dieta
humana. Es originaria del este de Asia, se la domestico en China (1550-1027 a.C) y fue
introducida en América, en 1765 por Samuel Bowen, un marinero inglés que visitdo China
(Hartman et al., 1999).

La Argentina es el tercer pais productor de soja después de Estados Unidos y
Brasil, y es el mayor exportador de aceite y harina de soja con un 41 % y 36,5 % del
mercado internacional respectivamente (Rossi, 2004). En la campafia 2015/16, el area
sembrada fue de 20,5 millones de hectareas y la produccion fue de 58,8 millones de
toneladas (MAGyP, 2017). A pesar que el cultivo de soja en Argentina data de muchos
anos, se incremento a partir de 1970, principalmente debido a la demanda internacional,
al desarrollo de cultivares de alto rendimiento, al ingreso de divisas al pais, y a los
productores.

Las enfermedades constituyen una de las adversidades que mas limitan al cultivo
de soja (Pioli, 2000). En el mundo se estima que las pérdidas en el rendimiento debido a
este problema alcanzan entre el 10 y 15 %, siendo en la Argentina entre el 5y 8 %
(Distefano, 2013). Ademas de afectar el rendimiento, muchas veces se ve afectada la
calidad del producto. En los Gltimos afios en Argentina, se ha visto un incremento en la
intensidad de las enfermedades en soja (Carmona y Reis, 2012). Entre las posibles
causas, se encuentran la siembra directa, el monocultivo, el aumento de densidad de
siembra (hasta 20 %), el uso de cultivares susceptibles, la homogeneidad en el
germoplasma y el cambio en el patroén de precipitaciones. La introduccion de la siembra
directa fue un gran avance tecnoldgico que le permitio a la Argentina expandir su frontera
agricola, preservando mejor suelos fragiles y a su vez disminuir costos, ya que se evita
el laboreo del suelo (Sasal, 2013). Sin embargo una gran desventaja de este sistema es
que el uso de insumos es mayor y que los rastrojos pueden constituir fuentes de indculo
de patégenos causantes de diferentes enfermedades; de esta manera, las llamadas
“Enfermedades de fin de ciclo” (EFC), la mancha ojo de rana (MOR) y las pudriciones
de raiz y tallo se convirtieron en las mas importantes (Carmona et al., 2015). Estas

ultimas son, principalmente ocasionadas por microorganismos del suelo, que afectan a
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los cultivos en diferentes estados ontogénicos. La mas comun es conocida como
“damping off”, provoca la muerte de plantulas, tanto en pre como en post emergencia, lo
que puede afectar el establecimiento del cultivo y su rendimiento (Koenning y Wrather,
2010; Hartman et al., 2015). En estadios posteriores aparecen enfermedades tanto o mas
peligrosas.

El suelo constituye un medio ambiente mucho mas complejo que el ambiente aéreo,
principalmente debido a las multiples interacciones de tres componentes bidticos: el
hospedante, el patdgeno y la microflora, todos ellos influenciados por los componentes
abioticos del suelo. En cuanto al hospedante (cultivo de soja) puede ser susceptible y
ademas es muy importante su estado fenologico o de desarrollo. Por ejemplo algunos
“pseudohongos” como Pythium principalmente infectan semillas o plantulas jovenes,
mientras que otros como Phytophthora afectan también a plantas adultas. La microflora
esta constituida por innumerables microorganismos de suelo (bacterias, algas, protozoos,
hongos y “pseudohongos”), que afectan la supervivencia y el desarrollo de los patégenos,
como consecuencia de interacciones antagonicas (antibiosis, competencia y/o
parasitismo). Con relacion a los microorganismos patégenos, los que estan presentes en
casi todos los suelos son denominados “Habitantes del suelo” y aquéllos que estan solo
en algunos tipos de suelos, que provienen de esporas del exterior o de micelios
desarrollados en restos de cultivos o en el suelo, son llamados “Invasores del suelo”. La
gran mayoria presenta indculo no movil, son llevados por herramientas o las raices crecen
hacia ellos. Otros como las Pythiaceae poseen esporas moviles que necesitan agua para
su dispersion e infeccion, por lo cual cualquier manejo del cultivo que favorezca la
compactacion y acumulacion de agua en el perfil, constituiran factores de riesgo para que
aparezcan ciertas enfermedades (Grijalba, 2003).

En Argentina las enfermedades de raices y de plantulas de soja provocan pérdidas
de rendimiento estimadas en 90,6 miles de ton. métricas, mientras que las pérdidas por
“La podredumbre de la raiz y base del tallo de la soja” (PRBTS) se estiman en 67,9 miles
de ton. métricas (Wrather et al., 2010). Las pérdidas en el rendimiento debidas a
Oomycetes patdgenos cominmente asociados con la podredumbre de raices en soja, se
estimaron en 1,5 millones de toneladas anuales en EEUU (Rojas ef al., 2017 a, b).

El damping off y la podredumbre de raices por Pythium spp. son enfermedades
comunes en todas las regiones sojeras de la Argentina; afectan a las plantulas en pre y/o
post-emergencia, y a pesar que puede reducir la cantidad de plantas, normalmente no

producen pérdidas econdmicas debido a que el cultivo compensa la falta de plantas. Por
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su parte la PRBTS es una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo, donde
ocasiona pérdidas de rendimiento en cultivares susceptibles, que puedan llegar a més del
50 % (Hartman et al., 1999). Predominantemente se presenta en campos en los que el
drenaje del suelo es lento y rapidamente se satura durante dias, creando las condiciones
ambientales ideales para la infeccion. En la Argentina, hasta 1994 fue considerada como
una enfermedad potencial; actualmente se la ha mencionado en las provincias de Cérdoba,

Santa Fe, Buenos Aires, Entre Rios, Tucuman y Corrientes (Grijalba y Gally, 2015).

1. UBICACION TAXONOMICA DE LA FAMILIA PYTHIACEAE

Las clasificaciones de los seres vivos en Reinos y dentro de éstos en sus diferentes
categorias taxondmicas, han sufrido sucesivas modificaciones a lo largo del tiempo.
Inicialmente se basaron en caracteristicas morfoldgicas, nutricionales y ecoldgicas en
comun, agrupandose en cuatro Reinos: Protista, Monera, Animal y Vegetal. Whittaker
(1969), propuso el Reino Fungi, quedando los organismos agrupados en cinco reinos
(Alexopoulos ef al., 1996) lo que reflejaba mejor las relaciones evolutivas. Luego con las
técnicas moleculares y los consiguientes agrupamientos filogenéticos, se constaté que no
todos los organismos clasificados dentro del reino Fungi estan tan cerca en su relacion.

La Clase Oomycetes, sufrio sucesivos cambios en su ubicacion taxondomica. Debido
a la existencia de numerosas diferencias morfoldgicas y fisiologicas entre éstos y los
hongos verdaderos, se los reubico en el Reino Protoctista (Margulis y Schwartz, 1988;
Margulis et al., 1989) y en el Reino Chromista, junto a las algas con clorofila a y ¢
(Chrysophyta y Phaephyta) (Cavalier-Smith, 1986). En este contexto fueron
denominados “pseudohongos” al ser considerados dentro de la Subdivision Pseudofungi,
Phylum Heterokonta del Reino Chromista (Kirk ef al., 2001). Paralelamente Dick (2001)
los ubico en el Reino Stramenopila que incluye organismos con caracteristicas
morfoldgicas diversas, que comparten como rasgo ancestral comun la presencia de
zoosporas biflageladas, con dos flagelos distintos (heterokontas).

Entre las principales caracteristicas que diferencian a los Oomycetes de los
organismos integrantes del reino Fungi (hongos verdaderos) se halla: a) la presencia de
pared celular compuesta por celulosa y beta glucanos en lugar de quitina fungica
(Bartnicki-Garcia, 1969; Bartnicki-Garcia y Wang, 1983), b) esporas biflageladas
(zoosporas) (Desjardins et al., 1969; Hemmes, 1983), ¢) no sintetizan esterol (Barr, 1983;

Bartnicki-Garcia, 1987; Erwin y Ribeiro 1996), d) la presencia de tabiques en las hifas es
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rara (micelio cenocitico) pero se forman normalmente para delimitar estructuras
reproductivas o en micelios viejos; los nucleos estan dispersos en el citoplasma; difiriendo
de la mayoria de los hongos que tienen micelio tabicado (a excepcion de los Zygomycetes,
también cenociticos), €) presentan crestas mitocondriales tubulares, f) acumulan reservas
como beta 1-3 glucanos (micolaminarinas), g) a diferencia de los hongos verdaderos, que
son haploides en la etapa de alimentacion y la mayor parte de su ciclo de vida, las hifas
de Oomycetes se componen de células diploides, produciéndose la meiosis en el interior
de los gametangios (Sansome 1961, 1965; Dick, 2001), h) tienen diferente sensibilidad
hacia los fungicidas convencionales (Latijnhouwers et al., 2003), 1) poseen diferente
composicion de aldioles y polioles (alcoholes con dos o mas hidroxilos), y j) presentan
diferente via de sintesis de la lisina y del triptofano por accién de la triptofano sintetasa.

Estudios genéticos y bioquimicos han corroborado estas diferencias entre
Oomycetes y “hongos verdaderos” (Wang y Bartnicki-Garcia, 1980; Barr, 1992; Brasier,
1992; Baldauf et. al., 2000; Latijnhouwers et al., 2003).

Actualmente, coexisten las dos clasificaciones que ubican a los Oomycetes en los
Reinos Chromista y Stramenopila, aunque la tendencia es considerarlos como
pertenecientes al Reino Stramenopila (Palmucci, 2015). Ambos términos, Oomycetes
(Winter, 1880) y Peronosporomycetes (Dick, 2001) son considerados como sindnimos
(Kirk et al., 2008), sin embargo, la mayoria de los investigadores prefieren continuar
utilizando el término Oomycetes para referirse a este grupo (Kirk ef al., 2008; Lévesque,
2011).

Segun Dick (2001), dentro de la Subclase Peronosporomycetidae hay dos érdenes:
Peronosporales que incluye parésitos obligados de vegetales y Pythiales, que incluye
tanto parasitos como saprofitos. Ambos érdenes se diferencian principalmente por sus
zoosporangioforos, los cuales estan bien diferenciados en Peronosporales, mientras que
en Pythiales raramente lo estan.

En el orden Peronosporales se ubican dos familias, Peronosporaceae y
Albuginaceae. La primera, causante de los mildius que afectan el follaje y los frutos de
numerosos hospedantes, incluye los géneros Plasmopara J. Schrot (Plasmopara viticola,
mildiu de la vid); Peronospora Corda (P. manshurica, mildiu de la soja; P. destructor,
mildiu de la cebolla); Bremia Regel (B. lactucae, mildiu de la lechuga) entre otros y la
segunda a las royas blancas (Thines y Spring, 2005) con los géneros Albugo (Pers.)
Rousell, Pustula y Wilsoniana (A. candida agente causal de la roya blanca de las

cruciferas., Wilsoniana spp. afecta verdolaga y amarantaceas y Pustula spp. a compuestas
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como Pustula helianthicola sindnimo A. tragopogonis, que causa la roya blanca del
girasol).

En el orden Pythiales, se hallan la familia Pythiaceae, donde se encuentran los
géneros Pythium Pringsh y Phytophthora de Bary y la familia Pythiogetonaceae, con el
género Pythiogeton Minden (Dick, 2001; Huang et al., 2013).

El género Pythium establecido por Pringsheim en 1858 fue dividido por Lévesque
y de Cock (2004) en 11 clados, basados en analisis moleculares. Estos clados estan bien
relacionados con las caracteristicas morfologicas. En particular, se observd que las
especies del clado K eran filogenéticamente distintas del resto de las especies de Pythium
y mostraban caracteristicas combinadas tanto de Pythium como de Phytophthora por lo
que se establecid el nuevo género Phytopythium.

Durante muchos afos, considerando sus caracteristicas morfologicas y
nutricionales, el género Phytophthora ha sido ubicado taxondémicamente en el orden
Pythiales junto con Pythium y géneros afines. Estudios moleculares han relacionado a las
especies de Phytophthora usando uno o pocos locus genéticos, predominantemente la
region ITS del ADN ribosémico nuclear y la citocromo oxidasa [ y II de la mitocondria,
y proponen una filogenia cercana con los géneros que producen los mildius, del orden
Peronosporales y ubican a las especies en 10 grupos (clados) (Fig. 1) dentro del género
(Kroons et al., 2012). Pero los investigadores, han sido incapaces de resolver las
relaciones evolutivas mas profundas entre los clados (Beakes y Sekimoto, 2009; Thines
et al., 2009; Hulvey et al., 2010; Runge et al., 2011; Lamour, 2013; Beakes y Thines,
2016). Para completar estos estudios, se han usado multiples locus tanto del genoma
nuclear como mitocondrial (Martin y Tooley, 2003; Ivors et al., 2004; Kroon et al., 2004;
Villa et al., 2006; Donahoo ef al., 2006; Hulvey et al., 2010; Runge ef al., 2011; Martin
et al., 2012; Kroon et al. 2012; Beakes y Thines, 2016), y el esquema taxondémico
presentado (Fig. 2) refleja que las Peronosporaceae incluyen actualmente a los mildius y
a los géneros Halophytophthora, Phytophthora y Phytopythium e indican que
Phytophthora esta estrechamente relacionado con los mildius y es parafilético con
respecto a ellos. Por todo ello, es probable que en los proximos afios, se realice un nuevo

reordenamiento de los géneros en los 6rdenes Peronosporales y Pythiales.

22



Clade 10
~0P
= % P galiica

= () P. kemmoviae
= () P. morindae

* ) P clandestina :|

soseososscnooV¥asooooog

Figura 1. Especies y clados distinguidos en el género Phytophthora. Ph. sojae se
incluye en el clado 7 (Kroon et al., 2012).
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Figura 2. Diagrama resumido de la filogenia de los Oomycetes. (a) Diagrama resumido
del probable camino evolutivo de Oomycotas (b) Arbol filogenético esquematico
mostrando los principales clados taxondmicos indicando la diversidad taxondémica
(numeros en los cuadros) y la ecologia predominante (Beakes y Thines, 2016).
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2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS GENEROS Pythium,
Phytophthora Y Phytopythium.

Los géneros Pythium, Phytophthora y Phytopythium estan formados por talos con
hifas cenociticas (no tabicadas). Solo en talos viejos o para delimitar una estructura
reproductiva se forma alglin septo. Poseen mecanismos de reproduccion de tipo asexual
y sexual. Los diferentes tipos de estructuras vegetativas y reproductivas permiten la
identificacion de las especies. El lugar de formacion de las zoosporas y su modo de
liberacion son las principales caracteristicas diferenciales entre los géneros Pythium y
Phythophthora (Frezzi, 1956, 1977; Erwin y Ribeiro, 1996; Palmucci, 2015).

Las especies de Pythium se caracterizan por un rapido crecimiento del micelio.
Entre las principales estructuras que forman se encuentran (van der Plaats-Niterink,
1981), Vegetativas: a) Apresorio: célula terminal o intercalar que sirve para la fijacion a
la pared del hospedante; b) Clamidosporas: se forma a partir de la célula de una hifa o de
una espora asexual, en posicion terminal o intercalar. Presenta una doble pared. Se
comporta como estructura de resistencia, pudiendo sobrevivir por largos periodos.

Reproductivas asexuales: a) Esporangio: estructura con contenido citoplasmatico que al

madurar forma un tubo de pasaje a través del cual se vacia en una vesicula, dentro de la
cual da lugar a la formacién de las esporas asexuales (zoosporas). Puede ser a) globoso,
limoniforme, subesférico o b) filamentoso a veces lobulado o toruloso. De posicion
terminal o intercalar; b) Esporangioforo: parte de la hifa que da origen al esporangio; ¢)
Vesicula: proyeccion del contenido del esporangio, esférica o subesférica rodeada por
una tenue membrana, continuacion de la membrana interna del zoosporangio. En su
interior se produce el clivaje del citoplasma formandose las zoosporas que a su madurez

son liberadas por la ruptura de la membrana. Reproductivas sexuales: a) Oogonio:

gametangio femenino que contiene la oosfera, la cual es fertilizada por la célula anteridial,
dando lugar a la formacion de la oospora, terminal o intercalar. La pared puede ser
ornamentada o lisa. b) Anteridio: gametangio masculino de menor tamafio que el oogonio.
En las distintas especies se diferencian en el nimero, forma y lugar de insercion (hifas
del mismo talo o no, de la misma hifa o no); c) Oospora: estructura de resistencia (o de
reposo) a condiciones adversas del medio que puede permanecer dentro del tejido muerto
del hospedante infectado o en el suelo y que usualmente germina produciendo un

esporangio.
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En las especies de Phytophthora el micelio crece mas lentamente y es mas
ramificado, en algunos casos de tipo coraloide, toruloso, con protuberancias que permiten
distinguirlo de otras especies. Esto puede variar considerablemente en los diferentes
medios de cultivo y a veces en un mismo cultivo (Frezzi, 1977). Entre las principales
estructuras que forma, hallamos (Erwin y Ribeiro, 1996): Vegetativas: a) Hinchamientos
hifales (“swellings”): engrosamiento del diametro de una hifa que puede ser descripto
como globular, esférico, cilindrico, tubular, coraloide o irregular. Se forman en los puntos
de ramificacion y no estdn separadas del micelio cenocitico por un tabique. b)

Clamidosporas: estructuras de resistencia o reposo. Reproductivas asexuales: a)

Esporangio: generalmente esférico, globoso, limoniforme, obturbinado; con presencia o
no de papila. Al madurar el contenido citoplasmatico se “diferencia” y forma las
zoosporas cuya liberacion se produce por ruptura de la membrana en la region papilar. b)
Esporangioforo: parte de la hifa que da origen al esporangio. Su longitud, presencia o no,
y tipo de ramificacion, caducidad y tipo de proliferacion, tienen valor taxondmico.

Reproductivas sexuales: se consideran las mismas estructuras enunciadas anteriormente

para Pythium.

En ambos géneros las esporas asexuales son zoosporas secundarias
monomorficas, reniformes, con flagelos morfoldogicamente diferentes (heterokontas) de
largo variable, dirigidos en sentidos opuestos, insertos en un surco lateral profundo
(Alexopoulus et al., 1996). El flagelo anterior es barbulado o pleuronematico, con
mastigonemas (finas fibrillas de 0,5-2 pm) y el posterior es liso de tipo latigo, con
movimiento retractil. La presencia de flagelos permite que la zoospora nade en las
peliculas de agua sobre las hojas, en el agua del suelo, en medios hidroponicos o
reservorios naturales de agua. Luego de un tiempo de nadar libremente en el agua, las
zoosporas se orientan hacia el hospedante por quimiotaxismo, retraen sus flagelos, y
secretan una matriz mucilaginosa la cual las adhiere a la superficie (enquistan) (Fry y
Griinwald, 2010).

En algunas especies los esporangios germinan directamente para producir tubos
germinativos, en este caso, los esporangios se denominan "conidios". En otras especies,
los esporangios pueden germinar directamente o "indirectamente" para formar zoosporas,
produciéndose generalmente a temperaturas mas frias (Alexopoulos et al., 1996; Erwin y
Ribeiro, 1996; Fry y Griinwald, 2010).

La reproduccion sexual se caracteriza por la produccion de oosporas. Estas

contienen los nucleos 2n como resultado de la unidn entre los nucleos de dos
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gametangios: el oogonio y el anteridio. Mediante el mecanismo de contacto gametangial,
un nucleo anteridial se transfiere al oogonio a través de un tubo de fertilizacion y se
fusiona con un niicleo oogonial u o6sfera. La meiosis ocurre en el gametangio antes de la
fertilizacion (Alexopoulos et al., 1996; Erwin y Ribeiro, 1996). Las oosporas, que poseen
paredes gruesas, son estructuras de resistencia a las condiciones adversas del ambiente
(temperatura-humedad-agroquimicos) que sirven para la supervivencia y como estado de
reposo de la especie (Shokes y McCarter, 1979; Pickett-Popoff y Panter, 1994; Martin y
Loper, 1999; Sutton et al., 2006). En unas pocas especies, como por ejemplo P.
tracheiphillum Matta y P. dimorphum Hendrix et Campbell, las clamidosporas de paredes
gruesas, pueden también tener la misma funcion (Schroeder ef al., 2013).

Los Oomycetes presentan especies homotalicas (desarrollan anteridios y oogonios
en el mismo cuerpo vegetativo o micelio), o heterotalicas (requieren la participacion de
diferentes tipos de cruzamiento o “mating types” compatibles para reproducirse
sexualmente (Campbell y Hendrix, 1967; Papa et al., 1967; van der Plaats-Niterink, 1981;
Dick, 1990; Martin, 1995).

El elevado y creciente numero de especies de Pythium, Phytophthora y
Phytopythium, la variabilidad en los caracteres morfologicos, el escaso desarrollo de
estructuras en algunas especies, la existencia de especies atipicas, las dificultades en la
esporulacion e insuficientes conocimientos para la identificacion, confirman que en
ciertos casos es necesaria la aplicacion de estudios moleculares y filogenéticos para
complementar los estudios morfoldgicos (Lévesque et al., 1998; Munford et. al., 2006).

La secuenciacion del ADN y los bancos de secuencias genéticas, permitieron
identificar especies por similitud al comparar secuencias propias. Si la secuencia de un
gen particular o region del ADN, es similar o altamente similar a otra secuencia de
confiable identificacion (Type o Neotype), de un banco de genes, permite establecer que
el aislamiento pertenece a la misma especie. Uno de los primeros genes utilizado,
altamente conservado, fue el 5.8S rADN entre los espaciadores ITS1 e ITS2. Esta region
se amplifica para secuenciar el ADN en la mayoria de las especies con iniciadores
(“primers”) universales (White et al., 1990). Posteriormente comenzaron a utilizarse otros
genes o regiones, nucleares o mitocondriales. Para Pythium el gen codificante de la
subunidad 3 de la tubulina y los genes codificantes de la citocromo oxidasa 1 y 2 (Cox |
y Cox II). Para Phytophthora: el gen codificante de la subunidad B de la tubulina, el gen
codificante de la subunidad a del factor de elongacion de la traduccion 1 (eEF1a), y los

genes mitocondriales, Cox I y Cox II (Martin y Tooley, 2003). Actualmente se halla
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secuenciado el genoma de Ph. sojae de 95 mb (Tyler et al., 2006) y el de Pythium ultimum
de 42,8 mb (Lévesque et al., 2010).

Los analisis filogenéticos basados en secuencias de ADN, permiten agrupar a las
especies y la asignacion de individuos desconocidos a una especie conocida. Varios
autores (Guindon y Gascuel, 2003; Lévesque y de Cock, 2004; Paul et al., 2008) han
introducido modificaciones agrupando a las especies, y definiendo diferentes
agrupamientos (clados). Los primeros trabajos fueron efectuados por Matsumoto et al.
(1999), quienes mediante el analisis de secuencia de ITS del rADN comprobaron la
relacion filogenética de 30 especies de Pythium. Cooke et al. (2000), analizaron de la
misma forma 50 especies de Phytophthora y propusieron ocho agrupamientos.
Posteriormente Martin y Tooley (2003) estudiaron la filogenia de 27 especies de
Phytophthora y de 24 especies de Pythium en base a los genes Cox [y Cox I, y Lévesque
y de Cock (2004), realizaron el estudio filogenético de 116 especies de Pythium
agrupandolas en 11 clados (A-K). Por su parte Gallegly y Hong (2008), relacionaron
caracteres morfologicos con estudios moleculares (rADN Fingerprint Analisys) y Blair et
al. (2008) elaboraron la filogenia de 82 especies de Phytophthora y dos de Pythium para
interpretar la historia evolutiva del género, apoyada en la utilizacién de siete genes
nucleares (28S rADN, 60S rADN L10, B tubulina, factor de traduccién y elongacion 1 a,
enolasa) y dos ribosomales (Cox I, Cox II), obteniendo diez agrupamientos.
Recientemente, Kroon et al. (2012) ampliaron los estudios de Cooke et al. (2000) usando
genes nucleares y mitocondriales. Actualmente el proyecto “Barcode of life” desarrolla

un sistema de identificacion basado en el ADN que puede catalogar a todas las especies

(http://www.barcodeoflife.org/content/partners). Los codigos de barras de ADN utilizan
un pequefio fragmento de ADN de un organismo (una porciéon de un solo gen-para
identificar la especie a la que pertenece el organismo).

El género Phytopythium Abad, de Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque (Bala
et al., 2010), posicionado entre Pythium y Phytophthora en el Orden Peronosporales,
familia Pythiaceae (de Cock et al., 2015), incluye especies de Pythium anteriormente
ubicadas en el clado K (Lévesque y de Cock, 2004). Las especies de Pythium similares
a Phytophthora y que se caracterizan por una fase biotrofica extendida durante la
colonizacion de plantas, por ejemplo Pythium vexans se vieron a menudo como el
vinculo entre los dos géneros y parecian justificar la inclusiéon de ambos dentro de las

Pythiaceae. Sin embargo, recientes investigaciones moleculares indican que estas
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especies son distintas de los dos géneros y son el grupo hermano de un clado que contiene

Halophytophthora, Phytophthora y los mildius (Hulvey et al., 2010).

3. CARACTERIZACION DEL CULTIVO DE SOJA EN LAS ZONAS EN
ESTUDIO

En la Argentina mas del 82 % de la soja se produce en la subregion Pampeana Norte
(provincias de Cérdoba, Entre Rios, central y sur de Santa Fe, norte de Buenos Aires y
norte de La Pampa). Un 11,8 % adicional se produce en la region Noreste y 5,5 % en la
region Noroeste (Ploper, 2004).

Las regiones sojeras se han dividido de acuerdo a caracteristicas agroclimaticas (Fig. 3
A-B). De acuerdo con la duracion del ciclo vegetativo, como consecuencia de sus
requerimientos fotoperiodicos y térmicos, los distintos cultivares de soja se han reunido
en doce grupos de precocidad decreciente, escala de 000 a X, siendo las sojas del grupo
000 de ciclo mas corto y las X muy largo. En cada lugar cualquiera sea su grupo, la
satisfaccion de las necesidades biometeorologicas, no se refleja en comportamientos
fenologicos tan diferentes (Fig 3.C). El cultivo de soja en la region del Sudeste de la
provincia de Buenos Aires (SEBA) comparada con la regién Norte de la misma provincia

(NBA) es relativamente nueva como lo demuestra la Fig. 3. D (Pascale y Damario 2004).
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Figura 3. Caracterizacion del cultivo de soja en las zonas argentinas. A. Division de las
regiones segun caracteristicas agroclimaticas. B. Regiones sojeras de la Republica
Argentina. C. Regiones sojeras de la Republica Argentina. Franjas latitudinales de los
grupos de madurez de la soja en la Argentina. D. Variacioén de la superficie promedio
sembrada de la Region pampeana 1975-2004. Extaido de Pascale y Damario, 2004 e
INTA, 1997.

La region SEBA pertenece a la region sojera 3, pampeana Sur (Fig. 3 B), se
extiende al sur de la bahia de Samborombodn y desde la costa hasta los partidos de Azul y
Benito Judrez, totalizando una superficie aproximada de 60.000 km?2. Es una region de
clima subhumedo-hiimedo con deficiencias estacionales de agua en invierno y verano. El
clima es templado, con precipitaciones medias de 850 mm anuales que disminuyen de
este a oeste, y vientos predominantes del este y noreste. La temperatura media anual es
de 13,7 °C; la méxima media anual es de 22 °C y la minima media anual llega a 8,1 °C

(Sé Pereira, 2008), presentando baja amplitud térmica debido a su proximidad al mar. En
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lineas generales la topografia es plana, ligeramente ondulada e interrumpida por el
sistema serrano de Tandilia. El periodo libre de heladas va desde principios de noviembre
hasta mediados de abril, habiéndose registrado heladas una vez cada siete afios en los
meses de marzo y noviembre. La principal limitante edafica estd constituida por la tosca
y la alcalinidad en profundidad.

La regiéon NBA pertenece a la region sojera 2, Pampeana Norte (Fig. 3 B). La
Region Pampeana incluye las tres provincias mas importantes del pais, Buenos Aires,
Coérdoba y Santa Fe. La precipitacion anual disminuye de este a oeste, variando a partir
de 1.000 mm en el este a 800 mm en el oeste. Esta region es una gran planicie de
relativamente poca altitud sobre el nivel del mar (las altitudes de esta llanura oscilan desde
el nivel 0 m del mar-océano al Este y, hasta aproximadamente los 500 msnm en sus areas
occidentales donde pasa a ser una penillanura. La temperatura media anual es de 16,8 °C;
la maxima media anual es de 23 °C y la minima media anual llega a 10,8 °C (INTA,
1997). El norte de la provincia de Buenos Aires se caracteriza por un uso intensivo del
suelo y por la continuidad de cultivos agricolas, desplazando en muchos casos a la
ganaderia a los sectores de menor aptitud, y reduciendo la rotacioén agricola-ganadera a
secuencias agricolas permanentes. Este avance de la agricultura, basado
fundamentalmente en el cultivo de soja, plantea la amenaza de un balance negativo de
carbon o edafico, lo que puede afectar la sustentabilidad del sistema. Para revertir o
atenuar la problematica planteada, se considera fundamental, ademas de practicas como
la siembra directa y la fertilizacion, el incremento de la proporcion de gramineas en los

sistemas de produccion (Bardin, 2010).

4. ESTUDIOS EFECTUADOS EN ARGENTINA

Mariano Frezzi, investigd sobre Pythium y Phytophthora entre los afos 1937 y 1970, y
ello se vio plasmado en sus libros -Frezzi, 1950, 1956 y 1977-, en los que realizo una
completa caracterizacion morfologica de las especies, con detallados dibujos.
Posteriormente hubo un gran vacio en el estudio de esta tematica. En 2015 se efecttio la
caracterizacion de especies fitopatdogenas de Pythium de cultivos intensivos (Palmucci,
2015, Grijalba, 2015), pero en cultivos extensivos no son muchas las citas. Pastor ef al.
(2005) realizaron nuestreos desde Chaco hasta el Sur de la provincia de Buenos Aires,
determinando la diversidad de Pythium spp. en suelos, pero nada dicen de la

patogenicidad de las especies encontradas sobre cultivos extensivos. Con relacion a soja,
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Vallone y Giorga (1997), Pastor et al. (2011) y Grijalba et al. (2011), citan pocas
especies aisladas de la zona nticleo.

En el caso de Ph. sojae se destacan los estudios realizados por Dora Barreto y
colaboradores en la década del’ 90, principalmente sobre la determinacion de razas,
también de la zona nucleo sojera (Barreto ef al., 1991, 1995, 1998 a, b; Barreto y
Vallone, 1997), estudios que continuaron otros investigadores (Ploper et al., 1998,
1999; Gally et al., 2007; Grijalba et al, 2011, 2014). En relacion al sudeste bonaerense,
si bien la enfernedad ha sido observada en lotes comerciales (Ridao et al., 2005) la
primera determinacioén de razas, con gran virulencia, se realizo en 2011 (Grijalba et
al.).

De todo lo expuesto se observa que: de acuerdo con la bibliografia internacional,
hasta el presente se han descrito 142 especies de Phytophthora y 160 especies de Pythium
(Abad et al., 2012, Abad, 2014). En Argentina se han citado 22 especies de Pythium
(Frezzi, 1956; Palmucci, 2015), dos de Phytopythium (Pythium clade K) y 21 especies
patogenas de Phytophthora (Frezzi, 1950, 1957; Palmucci, 2015) aisladas de plantas
enfermas. Dieciseis especies de Pythium fueron aisladas en la provincia de Cordoba y 9
en la provincia de Buenos Aires (Frezzi, 1956; Palmucci, 2015). Es asi que, frente a la
diversidad de especies conocidas en el mundo y a la falta de continuidad de los trabajos
realizados sobre todo en los Ultimos afios en el pais, es esperable que existan
enfermedades ocasionadas por distintas especies de Pythium, y nuevas razas de Ph. sojae,
atn no diagnosticadas en el cultivo de soja, tanto en el NBA como en el SEBA y en
correspondencia planificar medidas de manejo adecuadas.

A tal efecto se propone en el presente trabajo un muestreo dirigido con el objetivo de
actualizar las especies de Pythium 'y Phytopythium asociadas al cultivo de la soja en dichas
zonas y aislar cepas de Ph. sojae para conocer su virulencia y comparar la relacion
genética entre aislamientos provenientes del NBA y SEBA utilizando, set de diferenciales
y marcadores microsatélites.

El conocimiento de estos microorganismos y su distribucion sera de utilidad para
estudios epidemioldgicos, de comportamiento de genotipos, de estrategias de manejo,
entre otros. La informacion lograda serd de relevancia no solo en el 4mbito nacional y
regional, sino ademas un aporte al conocimiento global sobre estos organismos de gran
importancia fitopatologica. A tal efecto se plantean las siguientes hipotesis y objetivos de

trabajo:
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5. HIPOTESIS

e  Una gran diversidad de especies de Pythium y Phytopythium, estan asociadas
al cultivo de soja en la provincia de Buenos Aires, y ésta varia entre las zonas
geograficas muestreadas: norte (NBA) y sudeste (SEBA).

° Existen nuevas razas de Ph. sojae que ampliarian atin mas el panorama sanitario
del cultivo de la soja en las zonas en estudio.

° Las especies de Pythium prevalentes pueden ser manejadas eficientemente con
fungicidas no especificos a los Peronosporomycetes y con el gen Rps 1k de resistencia

a Ph. sojae para evitar la resistencia al fungicida metalaxil.

6. OBJETIVOS
6.1. OBJETIVO GENERAL
e Conocer la diversidad de especies de Pythium y Phytopythium, asociadas al cultivo
de soja y las nuevas razas de Phytophthora sojae (Peronosporomycetes) presentes
en dos zonas sojeras de la provincia de Buenos Aires, para actualizar dichos
patosistemas en Argentina y asi contribuir al manejo sustentable de las

enfermedades que ocasionan.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Muestrear lotes de soja con sintomas de enfermedades ocasionadas por Oomycetes de
suelo en las zonas SEBA y NBA.
e Describir y caracterizar las especies de Pythium y Phytopythium aisladas, mediante
sus caracteres culturales, morfologicos y biométricos (estructuras vegetativas y
estructuras reproductivas sexuales y asexuales).
e Comprobar la patogenicidad de las especies de Pythium y Phytopythium aisladas y
determinar las razas o formulas de virulencia especificas de Ph. sojae.
e Utilizar informacion complementaria de secuencias de rADN cuando sea necesario
definir identificaciones de las especies complejas o nuevas, y construir arboles
filogenéticos.

e Proponer medidas de manejo eficientes, para las especies de Pythium prevalentes.
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MATERIALES Y METODOS

(Comunes)

1. MUESTREO DE CAMPOS

Los muestreos sistematicos de los lotes comerciales de soja con plantas enfermas
fueron llevados a cabo en todos los casos de forma dirigida, con la ayuda de los
conocimientos de técnicos y productores de cada zona. Se realizaron durante las
campaias agricolas 2013/14, 2014/15 y 2015/16 en las regiones NBA y SEBA. En total
se evaluaron mas de 85 lotes y se recibieron muestras de suelo de otras areas no visitadas.
Las plantas muestreadas se encontraban desde estado vegetativo cotiledonar, VC, hasta
en estados reproductivos, R4-R7 (Fehr y Caviness, 1977).

Durante la campafia agricola 2013/14 se muestrearon 11 lotes de produccion de
cuatro localidades (Fontezuela, Pergamino, Rojas y Germania) del NBA. Mientras que
del SEBA se tomaron muestras de 15 lotes de produccion y parcelas experimentales de
tres localidades (Necochea, Balcarce y General Piran). En la campafia agricola 2014/15
fueron 10 las localidades del NBA (Fontezuela, Pergamino, Rojas, Chacabuco, Alberti,
Gorostiaga, Mechita, Capitan Sarmiento, Arrecifes y Rancagua) donde se muestrearon 27
lotes de produccion y parcelas experimentales, y se recibieron muestras de plantas de
Coldn y plantulas con damping off de Villaguay (Entre Rios); se solicitd ademas muestras
de suelo de dos lotes de produccién donde se observo la sintomatologia tipica. Mientras
que del SEBA se muestrearon cinco localidades (Necochea, Loberia, Balcarce, Bosch y
El Moro) tomando muestras de 21 lotes de produccion y parcelas experimentales (Fig. 4).

De cada lote donde se observo damping off, marchitamiento y podredumbre basal
del tallo, se extrajeron al menos 50 plantas con sintomas y se recolecto el suelo alrededor
de las plantas afectadas. Las plantulas o plantas con sintomas pero que presentaron duda
sobre la presencia de Phytophthora, se pasaron por el Phytophthora ImmunoStrip®, que
es una herramienta preliminar para la determinacion rapida del género. Las plantas y
plantulas recolectadas, se mantuvieron en condiciones de baja temperatura (6-10 °C) y se

procesaron dentro de las 48 a 72 horas para obtener los aislamientos.
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Figura 4. Mapa de la provincia de Buenos Aires, los nimeros indican las localidades
muestreadas entre 2013-2016. NBA: 1 Fontezuela, 2 Pergamino, 3 Rojas, 4 Chacabuco,
5 Alberti, 6 Gorostiaga, 7 Mechita, 8 Capitdn Sarmiento, 9 Arrecifes, 10 Rancagua, 11
Colon, 12 FAUBA, 13 Germania, 14 Los Toldos, 15 Solis, 16 S.A. de Areco, 17 Villa
Lia. SEBA: 18 Necochea, 19 Balcarce, 20 General Piran, 21 Loberia, 22 Bosch y 23 El
Moro.

2. GRANOS DE SOJA POSCOSECHA

Durante las campanas 2014/15 y 2015/16, se evalu0 la transmision por granos de soja
poscosecha (semillas). La primera campafia se muestrearon cuatro lotes comerciales de
la localidad de Necochea (SEBA) y en la segunda, un lote comercial de cada localidad:
Los Toldos, Pergamino, Solis, San Antonio de Areco, Villa Lia, Capitan Sarmiento
(NBA) (Fig. 4) y se recibieron muestras de vainas de Villaguay (Entre Rios). Se
recorrieron lotes que presentaban rodales de plantas muertas y proximos a la cosecha; de
estos sectores (aledafios a los manchones con plantas muertas) se sacaron entre 10 y 20

plantas aparentemente sanas y se cosecharon solo las vainas inferiores.

3. TECNICAS DE AISLAMIENTO DE LOS FITOPATOGENOS Y
MANTENIMIENTO DE LA COLECCION.

3.1 AISLAMIENTO

3.1.1 A partir de tejidos afectados. Para Pythium, a partir de plantulas enfermas se

efectuaron aislamientos en APD (agar papa dextrosado) y AHM (agar harina de maiz)
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con el agregado de fungicidas y antibidticos-PARP (Van der Plaats-Niterink, 1981;
Jeffers y Martin, 1986; Schmitthenner et al, 1994; Erwin y Ribeiro, 1996).

Los aislamientos de Ph. sojae se hicieron de la zona de avance de la lesion en los
tallos y las ramificaciones, después de remover la epidermis. Se cortaron cinco a siete
trocitos (0.3—-0.5 cm) de tejido vascular que se transfirieron a cajas de Petri con medio
solido jugo V8 (AV8), MS (medio selectivo) o PARPH (Schmitthenner et al., 1994). En
los casos en que no se us6 PARP o PARPH, para evitar el desarrollo de bacterias se
sembrd el tejido afectado debajo del medio de cultivo, formando una burbuja
(Schmitthenner, 1973).

Dos o tres dias después de la siembra, puntas hifales se trasfirieron a cajas con los
mismos medios de cultivo, pero sin fungicidas ni antibidticos, para su crecimiento.

3.1.2. Aislamientos a partir de suelos: Se utilizo la técnica denominada trampa o

“Baiting Technique” (Dorrance ef al., 2004). La misma consistio en sembrar 20 semillas
de soja de los cultivares Harosoy, Williams o la isolinea Haro (1-7)1, susceptible a todas
las razas de Ph. sojae y sin resistencia a Pythium, en macetas plasticas de 10 cm diam.
con el suelo infestado. Una vez germinadas, en el estado cotiledonar VC (Fehr y Caviness,
1977), se anegaron durante 8 horas. Posteriormente se retird el agua y se espero tres a
cuatro dias para observar plantulas anormales y de menor tamafio que las sanas. Estas se
descalzaron en busca de posibles sintomas. Se sembraron secciones de tejido infectado
como se menciono anteriormente. Para cada suelo se usaron entre dos y tres macetas.

3.1.3. Aislamientos a partir de granos de soja: Granos aparentemente sanos, 190 en la

campafia 2014/15 y 950 en 2015/16, se sembraron sin desinfectar. La primera campafia
en medio selectivo (Schmittener et al, 1994), 7 granos por caja de Petri en forma de
sandwich entre dos capas de medio, y en 2015/16 sobre V8 PARP, se colocaron 10 granos
por caja de Petri, posteriormente se incubaron a 22 °C = 2 en oscuridad (Fig. 6 A).

En los tres métodos las siembras se realizaron en uno o mas de los siguientes medios
selectivos: agar papa glucosado (APG) o APD, AVS8 y /o AHM, con agregado de
antibidticos y fungicidas (van der Plaats-Niterink, 1981; Jeffers y Martin, 1986; Erwin y
Ribeiro, 1996). De acuerdo a su disponibilidad y con el objetivo de lograr un mayor
espectro de accion se utilizaron diferentes combinaciones de antibidticos y fungicidas:
PARP (pimaricina, ampicilina, rifampicina) y PCNB (penta-cloro-nitro-benceno);
PARPB (pimaricina, ampicilina, rifanpicina, PCNB, benlate) y/o neomicina,
cloranfenicol y/o estreptomicina. Los antibioticos seleccionados fueron: a) activos contra

bacterias Gram positivas: la ampicilina (250 mg/l), b) activos contra bacterias Gram
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negativas: la rifampicina (10 mg/l) y c¢) alguno de los activos para ambos grupos de
bacterias: la neomicina (100 mg/l), el cloranfenicol (30 mg/l) y la estreptomicina (30
mg/l). Los antibidticos se agregaron antes de verter el medio en las cajas de Petri. La
rifampicina se disolvio en etanol 95 % y luego se agregd agua hasta alcanzar una
concentracion final de etanol al 50 %. Los fungicidas incorporados fueron benomil (20
mg/l), PCNB (100 mg/l) y pimaricina (5 mg/l). El benomil es termoestable pudiendo ser
incorporado al medio previo a su esterilizacion en autoclave (Erwin y Ribeiro, 1996).
Las cajas fueron incubadas a 22 °C +2 en estufa en oscuridad. Luego de 24-48 horas
se obtuvieron cultivos puros por transferencia de sectores con extremos de hifa que
emergian de la superficie de la placa, a medios APG-APD, AHM o AVS, utilizados para

la caracterizacion de las colonias (Anexo I).

3.2. MANTENIMIENTO DE LA COLECCION
Los aislamientos puros fueron repicados bajo camara de flujo laminar a:

a) cajas de Petri conteniendo agar agua (AA), AHM o APG, manteniéndose
durante 4-8 semanas. Las cajas fueron selladas con parafilm.

b) tubos eppendorf o crioviales conteniendo agua destilada estéril, donde se
transfirieron 6-8 bloquecitos de 3-4 mm de agar con el micelio hasta llenado del tubo y
se almacenaron en heladera a 15 °C, donde permanen viables durante 3 a 6 meses.

c) tubos de ensayo conteniendo medio de cultivo APG o AA en pico de flauta y

agua destilada estéril. Se efectuaron repiques trimestrales.

4 IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DE LOS AISLAMIENTOS

4.1. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE
LOS AISLAMIENTOS: Se desarrolla en cada capitulo, I Pythium y Phytopythium, y
IT Phytophthora sojae.

4.2. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS
AISLAMIENTOS POR METODOS MOLECULARES.

En los casos en que se considerd necesario se utilizo la informacion de las
secuencias del Espaciador Transcrito Interno del DNA ribosomal (ITS rADN) para
corroborar o completar la identificacion de los diferentes agentes patdgenos.

4.2.1. EXTRACCION DE ADN
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El ADN del micelio de los aislamientos fue extraido de cultivos puros con 7-10 dias de
crecimiento en el medio APD para Pythium y Phytpythium y en AV8 para Ph. sojae. Se
utilizé un kit comercial (WizardGenomic, Promegalnc), segun instrucciones del

proveedor y el método rapido de extraccion (Collado-Romero et al., 2006).

4.2.2. AMPLIFICACION DEL rADN
Los trabajos se efectuaron en: a) El “United States Department of Agriculture/ Animal
and Plant Health Inspection Service/Plant Protection and Quarantine/Molecular
Diagnostics Laboratory” (USDA/APHIS/PPQ/MDL), bajo la supervision de la Dra
Gloria Abad, cientifica lider del USDA, b) el Laboratorio del Grupo de investigacion en
Hongos Fitopatégenos (Instituto Agroforestal Mediterraneo) de la Universidad
Politécnica de Valencia (Espafia) bajo la supervision de la Dra. Paloma Abad Campos, c)
en la Facultad de Agronomia Universidad de Buenos Aires y d) en el Departamento de
biotecnologia del INTA Castelar. Todas las cepas se encuentran depositadas en el cepario
de la catedra de Fitopatologia, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires.

La region ITS del rADN nuclear de los aislamientos se amplifico usando primers
ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGQG)
(White et al., 1990), que se han probado universales para el grupo de hongos y
Oomycetes. Se trabajo con 19 pl de una solucion obtenida de acuerdo al siguiente
protocolo: Molc. H20 10,00 pl, 10x buffer 2,5 ul, MgCl 2 0,75 pl, primers ITS-5 F (10
uM) 2,50 e ITS-4 R (10 uM) 2,50, ANTPs (10 mM) 0,5 pl, Pt Taq 0,25 pl. Por cada tubo
se agregaron 19 ul de la solucién madre y 6 pl de la muestra para una dilucion 1:10. Las
condiciones usadas para la realizacion del PCR fueron las siguientes (Programa 2,
Termociclador Biometra T3000): desnaturalizacion 1 min 25 s a 95 °C, seguida de 35
ciclos consistentes en 35 s de desnaturalizacion a 93 °C; 30 s. de alineamiento y union
con el cebador a 52 °C; 1 min extension a 72 °C y un paso final de 10 min de extension a
72 °C seguido por 4 °C en hielo. Cada corrida incluy6 una reaccién sin ADN (control
negativo) para monitorear la contaminacion potencial por ADN exodgeno. Los productos
de amplificacion se verificaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 % con
el agregado de buffer TBE 0,5% (0,045 MTrizma base, 0,045 M &cido bérico, 0,001 M
EDTA, pH 8,0) y se visualizaron en un transiluminador con fluorescencia UV después de
la tincion con bromuro de etidio. Las iméagenes de los geles se grabaron usando un
procesador de imagenes (Gel Documentation System—Image Store 5000, UVP, UK), y se

almacenaron como archivos TIFF.

37



4.2.3 PURIFICACION Y SECUENCIACION DEL rADN
Los productos de PCR se trataron mediante el Kit 50 de purificacion de PCR (Qiagen
Inc., Chatsworth, CA) y posteriormente se enviaron a secuenciar al laboratorio MCLAB
(San Francisco), al laboratorio Macrogen Europa (Holanda) o al Laboratorio de Biologia
Celular y Molecular del Instituto de Genética Ewald A. Favret, de INTA-CASTELAR.
Con la finalidad de minimizar errores la secuenciacién se efectué en las dos
direcciones, obteniéndose las cadenas 5'- 3"y 3’- 5", Las secuencias consenso o contigs
se obtuvieron utilizando el programa GeneToolLife 1.0 (Layon, 2000) resolviendo las
posibles ambigiiedades. Las secuencias obtenidas de los taxones en estudio se
compararon en banco de genes on line, con las de otras especies de Pythium o
Phytophthora publicadas en el servidor GenBank-BLAST del NCBI (National Centre of
Biotechnology Information (Altschul et al., 1997), obteniéndose el nivel de similitud.
Todas las comparaciones en el GenBank-Blast se efectuaron considerando las secuencias
de las especies tipo, holotipo o extipo (type, holotype o extype) (Abad et al., 2010; Abad,
2014), las secuencias correspondientes al Proyecto Barcode of life
(http://www.barcodeoflife.org/content/partners), o las aportadas por grupos de
investigacion de reconocida trayectoria.
Se analiz6 la informacion obtenida de los analisis morfoldgicos y moleculares para
consensuar la identificacion de la especie. Las secuencias correspondientes a las
principales patologias seran remitidas al GenBank para obtener el nimero de acceso

correspondiente.

5. CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS

Cuando se consider6 necesario se construyo un Unico arbol de consenso estricto.
El soporte de ramas se estimé usando el método de re-muestreo bootstrap (1000
repeticiones) que se expresd como un porcentaje de esas repeticiones en los nodos del
arbol obtenidos (Felsestein, 1985). Ademas se calcul6 la proporcion en la diferencia de
bases entre aislamientos (utilizando la distancia p) con el programa MEGA 6.0 (Tamura
et al., 2013). La distancia p es la proporcion (p) de sitios nucleotidicos en los cuales se

diferencian dos secuencias o grupos de secuencias (Nei y Kumar, 2000).
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CAPITULOI1

ESPECIES DE Pythium Y DE Phytopythium
PATOGENAS y ASOCIADAS A RAICES DE
SOJA
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INTRODUCCION

La mayor prevalencia de enfermedades de plantulas ocasionadas por especies de
Pythium se ha asociado con el aumento en las practicas de labranza reducida (Pankhurst
etal., 1995). En Argentina, la rapida expansion del drea con siembra directa pasé de nueve
millones de ha en 1999 a 25 millones en 2009, y se sigue mostrando un creciente interés
de esta tecnologia en la agricultura (AAPRESID, 2009). Reducir el laboreo deja mas
superficie del suelo cubierto con restos de cosecha, lo que evita el rdpido secado, como
también impide el rapido aumento de temperatura del suelo en primavera, retardando la
germinacion y el crecimiento de las plantulas (Van Doren y Triplett, 1973; Griffith et al.,
1977).

El damping off de pre y post emergencia y la podredumbre de raices y semillas
producida por Pythium spp. son comunes en todas las 4reas productoras de soja; a menudo
contribuyen al pobre establecimiento de plantas y consecuentemente a la pérdida de
rendimiento (Yang, 1999). En EEUU, el tizon de las plantulas es la tercera enfermedad
de soja en importancia, que afecta el rendimiento del cultivo (Wrather et al., 2010),
estimandose la disminucion en 1,5 millones de toneladas por afio (Rojas ef al., 2017 a, b).
En Argentina, los Oomycetes, también contribuyen significativamente a la pérdida de
rendimiento de cada cultivo (Palmucci et al., 2011 a; Carmona et al., 2015). Estos
patégenos causan problemas en el estand de plantas en cualquier lugar donde se siembra
la soja. Pythium spp. reducen la emergencia del cultivo y matan las plantulas emergidas,
dando como resultado menor cantidad de plantas y reduccion del vigor de las
sobrevivientes. La compensacion de plantas vecinas minimiza, en parte, la pérdida de
rendimiento potencial como consecuencia del nimero reducido de plantas (Hartman et
al., 2015). En muchos casos, los dafios por Pythium pueden ser tan extensos que es
necesario la resiembra del lote. El riesgo de la enfermedad se ve favorecido por la
humedad del suelo, la baja temperatura, y la siembra temprana bajo siembra directa
(Broders et al., 2007); siendo la temperatura un factor importante que afecta la

patogenicidad de ciertas especies de Pythium (Rojas et al., 2016 b).
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Figura 5. A) y B) Sintomatologia tipica de muerte de plantulas en el campo causada
por Pythium spp. C), D) y E) Detalle de plantulas afectadas. F) Plantas adultas en R1
(Fehr y Caviness, 1977), afectadas. G) Detalle de las raices de plantas adultas en R1,
izquierda afectada, derecha normal.

1. AGENTES CAUSALES

Hasta el presente se han identificado 160 especies de Pythium (Abad, 2010). En
nuestro pais, en 1956 Frezzi describio 16 especies (Frezzi, 1977) y actualmente solo se
hallan descriptas 22 (Ploper et al., 2010; Palmucci 2015).

Como patogenos de soja de distintas areas del mundo, se han aislado e identificado,
mas de 30 especies de Pythium. Algunas de las especies mas comunes y virulentas
incluyen: P. aphanidermatum, P. irregulare, P. sylvaticum, P. ultimum, P. dissotocum,
P. inflatum, P. miriotilum y P. torulosum. Ademas, los aislamientos dentro de una especie

pueden diferenciarse mucho en su virulencia en soja, y también muchas especies de
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Pythium, que han sido aisladas asociadas al cultivo de soja, no son patogénicas (Hartman
etal., 2015).

Para la Argentina también son varias las especies del género Pythium reportadas
atacando al cultivo de soja, entre ellas se pueden citar a: P. ultimun, P. irregulare, P.
sylvaticum, P. inflatum, P. debaryanum, P. rostratum, P. catenulatum y a Phytopythium
helicoides, entre otros, siendo las dos primeras las mas prevalentes (Pastor et al., 2011;
Grijalba et al., 2011).

Los miembros de Pythium clado K, como fue descripto por Lévesque y de Cock
(2004), pertenecen al género Phytopythium (Peronosporales), que es morfolégicamente
intermedio entre los géneros Phytophthora 'y Pythium.

La mayoria de las especies del género Phytopythium producen esporangios
similares a los de las formas papiladas de Phytophthora, globosos, subglobosos, ovoides
y se producen por proliferacion interna, caracteristica que nunca muestran estas formas
papiladas. La combinacion de la proliferacion interna y la formaciéon de papila son
caracteristicas de los esporangios de Phytopythium y de algunas especies de Pythium. Esta
papila es diferente de la papila de los esporangios de Phytophthora, ya que en el género
Phytopythium, los esporangios son inicialmente no papilados, y recién en la madurez la
papila se desarrolla. Esta no se manifiesta como un "engrosamiento apical hialino”, como
en Phytophthora (Blackwell, 1949), sino que se caracteriza porque puede crecer para
formar un tubo de descarga mas corto o mas grande en el extremo del cual se forma una
vesicula, dentro de la cual se diferencian las zoosporas, como en Pythium. En algunas
especies, uno o mas tubos de descarga se forman, no a partir de la papila sino més basales
en el esporangio. En otras, la papila crece y puede ramificarse. Ademas, el género
Phytopythium se caracteriza por la forma de los anteridios, que son elongados, cilindricos,
a veces con constricciones y el tubo de la fertilizacion se desarrolla principalmente en
posicion medial. Ocasionalmente se producen anteridios en forma de maza con insercion

apical (Bala ef al., 2010; de Cock et al., 2015).

2. EPIDEMIOLOGIA, SINTOMATOLOGIA Y DANO

Cuando las semillas se siembran en suelos infestados y son atacadas por Pythium se
produce la podredumbre de la semilla y/o damping off de pre-emergencia que se
evidencia como falta de plantas (Fig. 5. A, B y D). Las plantulas que ya han emergido

generalmente son atacadas en sus raices y algunas veces en el tallo a la altura de la linea
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del suelo. Las areas invadidas presentan una podredumbre humeda, de coloracion
castafas o amarronadas (Yang, 1999) (Fig. 5. C y E). La parte basal del tallo de la plantula
se vuelve mas blanda y mucho mas delgada, y como resultado, la plantula cae al suelo.
Otras plantulas afectadas por Pythium spp. pueden exhibir pocos sintomas mas alla de un
escaso desarrollo tanto de la raiz principal como de las raices secundarias. Pythium spp.
con frecuencia infecta las raices cerca de las puntas y de esta forma gran parte del tejido
afectado puede desprenderse cuando las raices son removidas del suelo (Fig. 5. F y G).
Los sintomas mas severos son los asociados con la germinacion y las primeras etapas del
desarrollo de las plantulas, porque Pythium spp. afecta tejidos jovenes de la planta, y el
nivel de infeccion decrece con la edad.

Las oosporas o hinchamientos hifales (dependiendo de la especie) son las estructuras
de supervivencia primarias que se encuentran en el suelo. El crecimiento saprofitico en
materia organica y la actividad parasitaria en otros cultivos, malezas y en plantas
voluntarias, pueden ser factores importantes en la persistencia de Pythium spp. La
infeccion de las plantulas de soja puede ocurrir al poco tiempo después de la siembra,
cuando los propagulos dormidos del patégeno germinan en respuesta a exudados de
semilla y raices del hospedante con condiciones ambientales favorables para el patdgeno.
La infeccion ocurre generalmente en suelos muy humedos, donde la concentracion de
oxigeno es baja, lo que estimula que los exudados radiculares sean mas ricos en azucares
y aminoacidos, lo que favorece la direccion de las zoosporas hacia las raices. Se ha
observado que el damping off aumenta con la siembra directa, debido principalmente al
aumento de la humedad y a la disminucion de la temperatura del suelo, y muchas veces
también al aumento del inoculo inicial. El patogeno puede ponerse en contacto con el
hospedante a través del crecimiento hifal, o a través de la produccion de esporangios y
zoosporas biflageladas, que nadan hacia la semilla, la punta de la raiz o los hipocotiles en
desarrollo. El patogeno invade la plantula y crece rapido, tanto intracelular como
intercelularmente, colonizando el tejido, causando una podredumbre htimeda. La
produccion de esporangios o de oosporas pueden ocurrir rdpidamente en tejidos
colonizados, sin embargo las infecciones secundarias son limitadas (Hartman et al.,
2015). Actualmente se estd intentando sembrar lo més temprano posible con grupos de
madurez cortos; los suelos frios por debajo de 15 °C, también constituyen un factor de
riesgo. La temperatura 6ptima de crecimiento es distinta segun las especies de Pythium,
por ende las especies que van a predominar en el lote dependen de la ubicacion geografica,

del campo, y de las fechas de siembra. Por ejemplo P. debaryanum, P. torulosun y P.
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ultimum, infectan con temperaturas bajas (20 °C o menores) (Thomson ez al., 1971; Yang,
1999), afectando a la soja sembrada temprano. Sin embargo P. aphanidermatum y P.
myriotylum infectan a la soja a temperaturas altas (30 °C o mayores) (Littrell y McCarter,
1970; Thomson et al., 1971) y predominan en soja de segunda o en siembras tardias

(Yang, 1999).

3. MANEJO

Las enfermedades causadas por Pythium son muy dificiles de controlar porque los
patogenos producen oosporas que son resistentes a condiciones adversas y que pueden
sobrevivir por muchos afios en el suelo. También los patogenos tienen alta capacidad
saprofitica y un amplio rango de hospedantes, incluyendo maiz (Zea mays), trigo
(Triticum aestivum), algodon (Gossypium hirsutum) y otros (Hartman et al., 2015).

Se utilizan diversas practicas de manejo para controlar a las especies de Pythium
fitopatogenas, como ser evitar suelos saturados o inundados, o temperaturas de suelo
desfavorables después de la siembra, la labranza para mejorar el drenaje, sembrar semillas
de alta calidad y hacer tratamientos de semillas con fungicidas. Uno de los fungicidas mas
efectivos contra Pythium spp. es el metalaxil (McGee, 1992). Este es un fungicida
sistémico que lo absorben las plantulas en emergencia y se transloca por el xilema.

Rosso et al. (2005) encontraron que cultivares de soja con el gen Rps 1k, de
resistencia a Ph. sojae, presentaban significativamente menor decoloracion de raices e
incidencia de Pythium en parcelas de campo que aquéllos que no tenian el gen.
Posteriormente se determin6 que el gen de resistencia a P. aphanidermatum denominado
RPAI, estaba cerca pero no contenia al gen Rps 1k y posiblemente podria conferir
resistencia a diferentes especies de Pythium patogenas de soja (Rupe et al., 2011). Si bien
esta bibliografia indica algun tipo de resistencia a P. aphanidermatum, dicha especie,
hasta la actualidad, no fue encontrada ni reportada, para nuestro pais afectando al cultivo
de la soja, solo se la cita en cultivos intensivos y en invernaculo (Palmucci et al., 2011).
Hasta el presente no hay resistencia genética disponible para este género y se deben
implementar distintos tipos de medidas dentro de un manejo integrado. Entre ellas se
puede citar, mejorar el drenaje del suelo principalmente en un sistema de siembra directa
y evitar el riego durante los primeros diez dias después de la siembra. Cuanto antes se
produzca la emergencia de la semilla menos posibilidades tendra de sufrir ataques de

Pythium por lo que sembrar en suelos por encima de 18 °C es altamente recomendable.
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Pero la principal medida es a través del tratamiento de la semilla con fungicidas

especificos para Pythiaceas.
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MATERIALES y METODOS

1. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS
AISLAMIENTOS

La identificacion y caracterizacion de las especies de Pythium y Phytopythium se
efectuaron teniendo en cuenta la morfologia de la colonia en APG, AHM y V8, y las
estructuras vegetativas y reproductivas sexuales y asexuales (Blackwell, 1949; Frezzi,
1950 y 1956; Waterhouse, 1963; Van der Plaats-Niterink, 1981; Dick, 2001; Stamps et
al., 1990; Erwin y Ribeiro, 1996). Se estimuld la formacion de esporangios y estructuras
sexuales por medio de diferentes técnicas, entre otras, el uso de hoja de graminea en agua:
3-4 secciones de 0,5 cm de diametro de agar con micelio de 7 dias de crecimiento, se
colocaron en cajas de Petri que contenian agua destilada estéril con 15-20 trocitos de

Agrostis sp. de 0,5 a 1 cm de longitud, hervidos durante 10-15 min (Fig. 6. B). Después

de 48- 72 h, los segmentos colonizados se observaron en microscopio optico (Abad et al.,

1994),

Figura 6. Pythium spp. A) Siembra de granos cosechados en medio de cultivo. B)
Técnica de desarrollo en Agrostis sp. C) Patogenicidad en semilla. D) Patogenicidad en
suelo.
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2. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD
Las pruebas de patogenicidad se efectuaron con todas las especies determinadas
y en aquellas de las que se obtuvieron muchos aislamientos (como P. ultimum, P.

irregulare y P. sylvaticum), se eligieron tres o mas de los mas representativos.

2.1. Ensayo de patogenicidad in-vitro (latin-vitro=glass), Podredumbre de semillas
(PS): Cada uno de los aislamientos seleccionados se sembro6 en el centro de cajas de Petri.
Cuando las colonias completaron el didmetro de las cajas (2 dias después
aproximadamente) se coloco, en cada una, 10 semillas previamente desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 1,5 % (Fig. 6. C). Las cajas se incubaron en oscuridad a 22 °C +2
y se realizaron 4 repeticiones por cada uno de los aislamientos. A los 7 dias desde la
siembra se contaron las semillas y/o plantulas muertas, las plantulas infectadas (con
sintomas leves) y las plantulas normales, seglin la escala propuesta por Jiang et al. (2012).
Donde: 0: semilla sin sintomas; 1: semillas con la radicula de color negra amarronada; 2:
reduccion de la radicula con lesiones de importancia; 3: semilla significativamente

infectada y radicula de color amarronado a negro; 4: semilla muerta (Fig. 7).

Figura 7. Parte de la escala para evaluar patogenicidad in vitro (Jiang et al., 2012).

2.2 Ensayo de patogenicidad in-vivo (semillas) Damping off (DO): En macetas
plasticas de 12 cm diam., conteniendo sustrato comercial (Hi-Soil ®) tindalizado (dos
veces con vapor de agua, en autoclave con espita abierta, durante una hora), se coloco el
contenido de una caja de Petri de 9 cm de cada aislamiento desarrollado en APD, durante
7 dias a 22 °C. Se tap6 con un centimetro de espesor de sustrato tindalizado donde se
sembraron 15 semillas de soja (previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2
%), las que se taparon también con un centimetro de espesor de sustrato tindalizado (Fig.

6. D). Las macetas se colocaron en camara bioclimatica a 22 °C + 2 y 12h/12h
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(luz/oscuridad). Durante el ensayo se mantuvo el nivel de humedad constante entre
saturacion y capacidad de campo. Se efectuaron 5 repeticiones por tratamiento y los
testigos correspondientes con el agregado de APG sin el fitopatogeno. La patogenicidad
se evaluo a los 15 dias mediante el recuento de las plantulas normales emergidas, €stas se
descalzaron en busca de posibles sintomas como puntas de raicillas negras o podredumbre

en el cuello de la raiz.

2.3. Ensayo exploratorio de patogenicidad de Phytopythium

Se efectud un ensayo piloto con dos cepas de Phytopythium (Phy. frezzii sp. nov.
y Phy. helicoides) para comprobar si inundando las macetas, la patogenicidad de estas
cepas aumentaba o al menos presentaba un comportamiento distinto. Se efectuaron 5
repeticiones, el ensayo solo se efectu6 una vez. Los resultados obtenidos para cada
especie se analizaron mediante un analisis de varianza y posterior prueba de
comparaciones multiples Test de Tukey, se empled un nivel de significancia del 5 %,

usando el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2015).

3. RESPUESTA DE TRES ESPECIES DE Pythium FRENTE A DISTINTAS
TEMPERATURAS

Se seleccionaron 11 aislamientos de Pythium de tres especies: 4 de P. ultimum
(cepas 77; 90; 98; 102), 4 de P. irregulare (cepas 78; 79; 85; 87) y 3 de P.
aphanidermatum (cepas 7; 12; 64). Se midid su tasa diaria de crecimiento en APD y se
realizaron dos pruebas de patogenicidad (in-vitro e in-vivo) a 15 °C, 25 °C y 35 °C, como
temperatura inferior, media y superior del rango optimo de crecimiento de la soja
(Kantolic y Carmona, 2012).

3.1 Tasas diarias de crecimiento: Se efectuaron repiques de 0,5 cm de diam.
(efectuados con sacabocados), desde los bordes de crecimiento de colonias de cada cepa
de cada especie, se los sembro en el centro de cajas de Petri conteniendo APG y se incubo
a las distintas temperaturas. Posteriormente se procedié a medir la tasa de crecimiento
diaria (cm/dia) mediante regla milimetrada, hasta que cada aislamiento ocup¢ toda la caja
de Petri. Dicha tasa de crecimiento se midio realizando una cruz en la base de la caja, con
el cruce de los ejes en la porcion central del repique, se observo cada 24 h realizando
marcas, y cada medicion fue el promedio del crecimiento en cada eje. Se efectuaron 5

repeticiones por tratamiento. La patogenicidad tanto in-vitro como in-vivo se midi6 de la
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forma antes mencionada, salvo que las cajas y macetas se incubaron a las tres
temperaturas. Los resultados obtenidos de la tasa de crecimiento y la patogenicidad in-
vivo se analizaron mediante un analisis de varianza y posterior prueba de comparaciones
multiples, Test de Tukey. En todos los casos se empled un nivel de significancia del 5 %,
con el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2015). El ensayo se repitio dos veces.

En una primera etapa se compararon los aislamientos de las especies P. ultimum y P.
irregulare, para constatar algun tipo diferencia segiin su zona de procedencia. Luego se

compararon entre si las tres especies para cada una de las temperaturas ensayadas.

4. ENSAYOS DE MANEJO CON P. ultimum, P. irregulare Y P. sylvaticum

Para el ensayo de sensibilidad in vitro, se seleccionaron 40 aislamientos (20 de
Pergamino y 20 de Balcarce) pertenecientes a las especies P. ultimum, P. irregulare y P.
sylvaticum. Mientras que para los ensayos de eficacia a los formulados curasemillas y
para determinar la relacion entre el gen Rps lk y la resistencia, se seleccionaron 10
aislamientos con patogenicidad del 100 % in vitro y mas de 80 % in vivo, de las especies

de mayor prevalencia, cinco de P. irregulare y cinco de P. ultimum.

4.1 Control quimico, eficacia de diferentes formulados curasemillas (Grijalba

y Ridao, 2017)

4.1.1_Sensibilidad in vitro: Los fungicidas utilizados fueron los recomendados
para el cultivo de soja para el control de Pythium spp. (CASAFE 2007): 1) metalaxil con
una dosis de 10 ppm en APD y 2) carbendazim-+tiram con una dosis de 100 ppm en APD
(Dorrance et al., 2004). Para ello se sembr6 un trocito de 0,5 cm de diam. de cada
aislamiento, en el centro de cada caja de Petri de 9 cm. Se efectuaron los testigos
correspondientes y 4 repeticiones para cada tratamiento. La variable respuesta fue el
crecimiento miceliar.
Esta metodologia de metalaxil se efectlio para todas las especies, pero para las que se
obtuvieron varios aislamientos, se probd solo en los mas representativos (tres 0 mas) de
cada especie.

4.1.2 Eficacia en semillas:

Se efectuaron dos ensayos, A) en base a los fungicidas recomendados para esta
enfermedad en la Argentina y utilizados para el ensayo de sensibilidad in vitro: metalaxil-
M (35 % p/v): 50 cm?/100 kg de semilla y carbendazim+tiram con una dosis de 200

cm?/100 kg de semilla y B) en base a fungicidas de amplio uso en Argentina:
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azoxistrobina (10 %), 250 cm*/100 kg de semilla, y difenoconazol (3 %), 300 cm?/100 kg
de semilla. Cada uno formulado como curasemillas (de acuerdo a las indicaciones de la
compafiia quimica proveedora). En ambos ensayos la semilla fue sembrada a los dos dias
de ser tratada, mediante el método de aplicacion semihtimedo.

La inoculacion se efectud colocando una capa de sustrato tindalizado en el fondo
de una bandeja plastica (10 x 20 x 5 cm), luego se colocd indculo de cada uno de los 10
aislamientos (aprox. 15 cc de APD colonizado), que fueron tapados con otra capa de
sustrato tindalizado. Sobre esta ultima se sembraron 25 semillas de soja, cubiertas con
una nueva capa de sustrato tindalizado. Para los testigos solo se coloco APD sin desarrollo
de micelio. Los tratamientos fueron asignados a las unidades experimentales (bandejas)
de acuerdo a un disefio completamente aleatorizado con 3 repeticiones por tratamiento.
Las evaluaciones se realizaron a los 21 dias desde la siembra mediante el calculo de
incidencia de la enfermedad por maceta, y el porcentaje de control de cada fungicida. Los
resultados obtenidos se analizaron mediante un ANOVA vy las medias fueron comparadas
aplicando el Test DGC con un nivel de significancia del 5 % (INFOSTAT, 2009). La
eficiencia de los fungicidas se determind mediante la formula de Abbott (1925):

% control = (IT-it/IT) x 100

Donde IT = infeccidn del testigo, it = infeccion del tratamiento con fungicida

4.2 Relacion entre el gen Rps 1k y la resistencia a Pythium ultimum y P.

irregulare en soja (Grijalba et al., 2017)

Se verifico la relacion del gen Rps 1k de resistencia a Ph. sojae, con las especies
de Pythium prevalentes en la provincia de Buenos Aires, ya que hasta el momento P.
aphanidermatum no habia sido reportado en el cultivo de soja.

Un semillero local provey6 cuatro genotipos de soja de similar pedigree, dos con
el gen Rps 1k, de resistencia a Ph. sojae (identificados como SE+1y SE+2), y dos sin el
gen (identificados como SE-1 y SE-2). Para corroborar la presencia o no del gen
estudiado, los genotipos se inocularon mediante la técnica del hipocdtile con los
aislamientos de Ph. sojae F13-1 (férmula de virulencia Rps la-1c-1k-3a-7) y F13-3
(féormula de virulencia Rps 1c-3a-7) obtenidos en 2013 a partir de plantas con sintomas,
de la localidad de Fontezuela (provincia de Buenos Aires). Los mismos se chequearon
con un set de ocho genotipos diferenciales (ver cap II punto 2.2 pg. 141).

Se seleccionaron 10 aislamientos, cinco de P. irregulare (cepas 78, 79. 85, 86 y

87) y cinco de P. ultimum (cepas 71, 77, 90, 98 y 102). La técnica utilizada para la
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determinacion del gen RPA1 fue la inoculacion del hipocotile (Schmitthenner y Bhat,
1994), la que deja de lado resistencias de campo o generales (Agrios, 2005), entre ellas la
resistencia a la penetracion por parte de las zoosporas y/o del micelio infectivo, por lo
que para la infestacion se uso la técnica descripta en el ensayo de patogenicidad in-vivo
(semillas) (ver 2.2 pg 33).

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza para un
modelo con dos factores y posterior prueba de comparaciones multiples DGC (Di Rienzo
etal.,2015). Entodos los casos se empled un nivel de significancia del 5 %. Se verificaron
los supuestos del modelo mediante pruebas de Shapiro Wilks y Levene. Se empled

InfoStat (INFOSTAT, 2009) como software. El ensayo se repitio dos veces.
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RESULTADOS

1.IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DE LOS AISLAMIENTOS

1.1 Muestreo de campos, obtencion e identificacion de los aislamientos

Durante la campafia 2013/14 se obtuvieron 96 aislamientos del NBA y 51 del
SEBA. En el NBA se reconocieron siete especies de Pythium: P. ultimum, P. irregulare,
P. sylvaticum, P. inflatum, P. aphanidermatum, P. catenulatum y P. longandrum mas un
Pythium sp. sin determinar; y tres de Phytopythium: Phy. helicoides Phy. frezzii sp. nov.
v Phy. vexans mas un Phytopythium sp. sin identificar, ademas de un aislamiento que se
clasifico como Achlya. Las dos especies prevalentes fueron P. ultimum y P. irregulare
con 45,4 %y 22,7 % respectivamente. Del SEBA se obtuvieron tres especies de Pythium:
P. ultimum, P. irregulare y P. sylvaticum, y un Pythium sp., siendo las prevalentes
también P. ultimum y P. irregulare, con 76,5 % y 15,7 %. Durante la campafia 2014/15
se obtuvieron 85 aislamientos del NBA pertenecientes a siete especies de Pythium: P.
ultimum, P. irregulare, P. sylvaticum, P. inflatum, P. aphanidermatum, P. dissotocum y
P. spinosum, y dos de Phytopythium: Phy. chamaehyphon y Phy. aff. mercuriale, méas un
Phytopythium sp. También las dos especies prevalentes fueron P. ultimum 'y P. irregulare
con 36,4 %y 20,5 % respectivamente. Del SEBA se obtuvieron 51 aislamientos de cuatro
especies de Pythium: P. ultimum, P. irregulare, P. sylvaticum'y P. paroecandrum, siendo
las prevalentes también P. ultimum y P. irregulare, con un 56,4 % y 30,8 %

respectivamente (Tabla 1).
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Tabla 1: Porcentajes de especies de Pythiun y Phytopythium aisladas y determinadas
entre 2013 y 2015 de lotes del norte y sudeste de la provincia de Buenos Aires.

2013/14 2014/15

Género y especie NBA SEBA NBA SEBA

Porcentaje (%) | Porcentaje (%) | Porcentaje (%) | Porcentaje (%)
P. ultimum 45.4 76,5 36,4 56,4
P. irregulare 22,7 15,7 20,5 30,8
P. sylvaticum 16,5 5,9 19,3 7,7
P. inflatum 4,1 3,4
P. aphanidermatum 2,1 9
P. longandrum 2,1
P. dissotocum 3,4
P. catenulatum 1
P. paroecandrum 5,1
P. spinosum 1,1
Pythium sp. 1 1,9
Phy. helicoides 1
Phy. frezzii sp. nov. 1
Phy. chamaehyphon 3,4
Phy. vexans 1
Phy. aff. mercuriale 1,1
Phytopythium sp. 1 1,1
Achlya 1

NBA=Norte de la provincia de Buenos Aires; SEBA=Sudeste de la provincia de Buenos Aires

1.2. Muestreo y obtencion de aislamientos a partir de granos de soja e

identificacion

En 2014/15 se obtuvieron dos aislamientos de Pythium en Necochea (SEBA): P.
sylvaticum y P. nunn. En 2015/16 se lograron 38 aislamientos de Los Toldos, Capitan
Sarmiento, Solis y Pergamino (NBA), identificados como P. irregulare, P.
paroecandrum, P. aftf. heterothallicum, P. acanthicum, P. periplocum, un Pythium sp. sin
determinar, Phy. vexans, Phy. chamaehyphon y un Phytopythium sp. sin determinar. Un
aislamiento no correspondi6 a un Oomycete sino a Mortierella (Tabla 2).

Tabla 2: Porcentajes de especies de Pythiun y Phytopythium aisladas y determinadas
entre 2014 y 2016 de granos de soja provenientes de lotes del norte y sudeste de la
provincia de Buenos Aires.

SEBA NBA
Género y especie 2014/15 2015/16

Porcentaje (%) | Porcentaje (%)
P. sylvaticum 50
P. nunn 50
P. irregulare 10,5
Py. paroecandrum, 10,5
Py. periplocum 7,9
Py. aff. heterothallicum 2,6
Py. acanthicum 26
Pythium sp. 53
Phy. vexans 31,6
Phy. chamaehyphon 2,6
Phytopythium sp 2,6
Mortierella sp. 2,6

NBA=Norte de la provincia de Buenos Aires; SEBA=Sudeste de la provincia de Buenos Aires
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1.3. Descripcion de los aislamientos

Las especies identificadas se han ordenado para su descripcion por género (Pythium
y Phytopythium) y dentro de éstos, en Pythium por tipo de esporangio, conforme a las
clasificaciones de Frezzi (1956, 1977) y en el género Phytopythium no se efectudé ninguna
division.

Para cada especie, se indica el origen de los aislamientos, la caracterizacion
cultural, morfolégica y molecular, el rango de hospedantes, la distribucion mundial y los
antecedentes en Argentina. Finalmente, con todas las secuencias obtenidas se elabor6 un
arbol filogenético para todas las especies.

Los aislamientos se identificaron morfolégicamente de acuerdo a las
descripciones de: Frezzi (1956), van der Plaats-Niterink (1981), Dick (1990) y Palmucci
(2015), salvo especies de reciente determinacion lo cual se indica en su descripcion.

La identificacioén o confirmacion molecular se efectud secuenciando las regiones
ITS4/1TS5 de cada tipo de aislamiento y su posterior comparaciéon con secuencias
homologas en el GenBank. Con las especies nuevas o con las que presentaron algun
inconveniente y se secuencio otro gen, que se aclara en su descripcion. Los aislamientos
se efectuaron a partir de plantulas con damping off o de suelo, utilizando métodos trampa.

Muchas de las fotos aqui presentadas son compartidas con Palmucci (2015), ya
que se tomaron de aislamientos propios y tipicos, parte en el laboratorio de United States
Department of Agriculture/ Animal and Plant Health Inspection Service/Plant Protection
and Quarantine/Molecular Diagnostics Laboratory” (USDA/APHIS/PPQ/MDL), bajo la
supervision de la Dra G. Abad. La otra parte se efectiio en el Laboratorio del Grupo de
investigacion en Hongos Fitopatogenos (Instituto Agroforestal Mediterraneo) de la
Universidad Politécnica de Valencia (Espafia) bajo la supervision de la Dra. Paloma.
Abad Campos y en la Facultad de Agronomia Universidad de Buenos Aires. Todas las
cepas se encuentran depositadas en el cepario de la catedra de Fitopatologia, Facultad de

Agronomia, Universidad de Buenos Aires.

1.3.1. Especies del género Pythium

1.3.1.1. Especies con esporangios lobulados o filamentosos

P. aphanidermatum

P. dissotocum
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P.

1.3.1.2. Especies con esporangios esféricos, subesféricos o

inflatum

elipsoidales

v v v Yy

v v v

1.3.1.2.1. Oogonios lisos

. sylvaticum

ultimun

. ultimun var. sporangiiferum

. catenulatum

longandrum

. paroecandrum

. heterothallicum

nunn

1.3.1.2.2. Oogonios ornamentados

irregulare
acanthicum
periplocum

spinosum
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1.3.1.1. Especies con esporangios lobulados o filamentosos

Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzpatrick (1923)

Syn: Rheosporangium aphanidermatum Edson (1915)
Pythium butleri Subramaniam (1919)
Nematosporangium aphanidermatum var. hawaiiense Sideris (1931)

Nematosporangium aphanidermatum (Edson) Jacz (1931)

Fue descripto por primera vez por Edson en 1915, ocasionando damping off en
plantulas de Beta vulgaris (remolacha) en Estados Unidos, asignandole el nombre de
Rheosporangium aphanidermatus como nuevo género y especie en la familia
Saprolegniaceae. Posteriormente fue incluido en el género Pythium por Fitzpatrick
(1923), quien propuso el nombre de Pythium aphanidermatun, actualmente reconocido.
Es una especie cosmopolita, afecta a diversas familias y géneros botanicos. Por la alta
temperatura maxima en la que crece (>40 °C) es frecuente su aparicion afectando cultivos
bajo invernaculo (Grijalba et al., 2015). Causa damping off, pudricion de raices y tallo,

tizon de frutos.

a. Origen de los aislamientos

P. aphanidermatum se aislo de plantulas y de suelos de campos comerciales de
Mechita, Rojas, Capitan Sarmiento, Gorostiaga (NBA) y Villaguay (Entre Rios). Muchos
de los campos tuvieron que resembrarse debido a este patogeno y fue muy notoria la

pérdida de plantas en las zonas con rastrojos de trigo (soja de segunda).
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Figura 8. Pythium aphanidermatum A. Colonia de 7 dias de crecimiento en APD.
B. Detalle de anteridio y oogonio. C. Oosporas. D. Esporangios toruloides. BAR= 20

pum

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Todos los aislamientos presentaron idénticas caracteristicas morfologicas y
culturales.
La colonia form6 micelio blanco aéreo en AHM sin patron de crecimiento definido, de
crecimiento algodonoso en APG (Fig. 8 A). Micelio cenocitico, hialino, ramificado, hifa
principal mayor a 8§ pm didm. Esporangios filamentosos, lobulados o torulosos. Forma
zoosporas entre 25 ° y 30 °C. Posee oogonios globosos de pared lisa y fina,
principalmente terminal, 15-27 (prom. 24) um didm.; con oosporas apleroticas (16-) 19-
23 (-27) (prom. 21) pm diam; con unl anteridio por oogonio (raramente 2), mayormente
monoclinos o diclinos, intercalares, ocasionalmente terminales, separados de la hifa por

tabiques, campaniformes, con amplio contacto apical con el oogonio (Fig. 8 B-D).

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvieron secuencias de 867 pares de bases. Las secuencias de las cepas P15-7 y P15-
64 se seleccionaron y se compararon con secuencias homologas del GenBank.
Presentaron un 99 % de similitud con la cepa neo-tipo de Pythium aphanidermatum CBS

118.80 (#AY598622).
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>15-7 Pythium aphnidermatum

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACCATAAAACTTTCCACGTGAACCGTT
GAAATCATGTTCTGTGCTCTCTTTCGGGAGGGCTGAACGAAGGTGGGCTGCTTAATTGTAGT
CTGCCGATGTATTTTTCAAACCCATTTACCTAATACTGATCTATACTCCAAAAACGAAAGTTT
ATGGTTTTAATCTATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAAC
GCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACG
CACATTGCACTTTCGGGTTATGCCTGGAAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAAACTTG
CCTTTCTTTTTCTGTGTAGTCAGGGAGAGAGATGGCAGAATGTGAGGTGTCTCGCTGGCTCC
CTTTTCGGAGGAGAAGACGCGAGTCCCTTTAAATGTACGTTCGCTCTTTCTTGTGTCTAAGAT
GAAGTGTGATTCTCGAATCGCGGTGATCTGTTTGGATCGCTTTGCGCATTTGGGCGACTTCGG
TTAGGACATTAAAGGAAGCAACCTCTATTGGCGGTATGTTAGGCTTCGGCCCGACGTTGCAG
CTGACAGAGTGTGGTTTTCTGTTCTTTCCTTGAGGTGTACCTGAATTGTGTGAGGCAATGGTC
TGGGCAAATGGTTGCTGTGTAGTAGGGTTTTGCTGCTCTTGGACGCCCTGTTTTCGGATAGGG
TAAAGGAGGCAACACCAATTTGGGACTGTTTGCAATTTATTGTGAACAACTTTCTAATTGGA
CCTGATATCAGGTAAGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATYAATAAGCGGAGGAA

P. aphanidermatum se ubica en el clado A (Lévesqué y de Cock, 2004) junto a P.
deliense. Ambas especies se caracterizan por tener esporangios lobados, rapido
crecimiento y 1-2 anteridios monoclinos frecuentemente intercalares. Aislados de
dicotiledoneas en climas célidos. P. deliense se diferencia por tener un pie del oogonio
curvado hacia el anteridio y oogonios y oosporas de menor tamafio (oogonio prom. 21,9

pum y oospora prom. 17 pum didm.).

d. Rango de hospedantes vy distribucion mundial

Afecta a numerosas familias botanicas, entre otros hospedantes afecta, algodon,
cafia de azucar, cafeto, cactaceas, cartamo, citricos, espinaca, frijol, gramineas, jengibre,
papa, pifia, remolacha azucarera, soja, tabaco, numerosas plantas ornamentales (estrella
federal, crisantemo), y de suelo y agua (van der Plaats-Niterink, 1981).

Es una especie distribuida mundialmente, citada en los siguientes paises: En
Africa (Congo, Egipto, Fernando Poo, Ghana, Costa de Marfil, Kenia, Malawi, Mali,
Mauricio, Mozambique, Nigeria, Rhodesia, Senegal, Sierra Leona, Sudéfrica, Sudén,
Tanzania, Togo, Zambia); en Asia (Abu Dhabi, China, India, Indonesia, Sumatra, Irén,
Israel, Japon, Malasia, Pakistan, Filipinas, Sri Lanka, Taiwan, Tailandia, Azerbaiyan,

Vietnam); en Australasia y Oceania (Australia, Hawai, Nueva Caledonia, Paptia Nueva

Guinea); en Europa (Austria, Gran Bretana, Checoslovaquia, Chipre, Francia, Grecia,

Italia, Paises Bajos, Polonia, Union Soviética, Yugoslavia); en América del Norte

(Canada, México, Estados Unidos); en América Central y las Antillas (Antillas, Costa

Rica, Jamaica, Panama, Puerto Rico); en América del Sur (Argentina, Brasil, Chile, Perq,

Venezuela) (CAB International, 1981).
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P. aphanidermatum se comporta como patdégeno muy agresivo a altas
temperaturas. Entre las enfermedades que ocasiona se destacan: Damping-off de pre y
post emergencia, en diferentes hospedantes; la “Pudricion algodonosa de frutos de
Cucurbitaceas” (Drechsler, 1925); la “Pudricion del tallo y raiz de maiz; el “Tizon
algodonoso del césped” (Weels et al., 1954, Hall et al., 1980 citados por Abad et al.,
1994;). El nombre de tizén algodonoso hace referencia al crecimiento de micelio aéreo
blanco y mullido sobre las lesiones. Esta enfermedad fue reportada por primera vez en
Estados Unidos en la década de 1930 y en sucesivos afios afectando campos de golf. Sin
embargo, es ahora reconocida como un problema en el césped en parques, jardines y
campos de deportes. La enfermedad se ha detectado en las especies de gramineas
(céspedes) de los Estados Unidos, Canada, Alemania, Francia y Japon (Allen et al., 2004).

En Argentina fue aislado por primera vez en 1950, en la Provincia de Cérdoba, de
plantas grandes de Pisum sativum (arveja) con podredumbre radical. En 1953 provoco
marchitamiento y muerte de plantas adultas de poroto debido a podredumbre parcial o
total de raices y necrosis del tallo, en cultivos de Villa Ascasubi (Prov. de Cordoba). Fue
reportado en Manfredi (Prov. de Coérdoba) ocasionando muerte de plantas grandes de
Capsicum annum (pimiento), podredumbre total de raices y necrosis del tallo de Cereus
aethiops (hachén-cactus) y causando la muerte de plantas de Euphorbia marginata (copo
de nieve) con podredumbre de raices (Frezzi, 1956). Ademas fue citada afectando cultivos
de Beta vulgaris (remolacha); Citrullus lanatus (sandia); Cucumis melo (meldn);
Cucurbita maxima (zapallo); Cucurbita pepo (calabacin-zucchini), Fragaria vesca
(frutilla silvestre); Medicago sativa (alfalfa), Melia azedarach (paraiso); Morus alba
(mora) y Phaseolus vulgaris (poroto). En los ultimos afios fue aislado de Allium cepa
(cebolla) (Kiehr et al., 2002); Amaranthus caudatus (amaranto) (Noelting y Sandoval,
2003), Allium schoenoprasum (ciboulette); Ocimum basilicum (albahaca) y Solanum
melongena (berenjena) (Colombo et al., 2005). Pastor et al. (2005) lo aislo de muestras
de suelo. En el cinturdn horticola de Bahia Blanca se han encontrado lotes de Cucurbita
moschata (zapallo Anco) con podredumbre de frutos (Kiehr y Delhey, 2013). Tambien
se la ha citado afectando plantas adultas de tomate (Grijalba et al., 2015) y Palmucci
(2015) lo cita afectando plantas de Euphorbia pulcherrima (estrella federal) en la
localidad de Garin (Partido de Pilar); afectando plantas de Nicotiana tabacum (tabaco)
procedentes de la Provincia de Salta y de Jujuy y afectando cultivos de Spinacea oleracea

(espinaca) de la localidad de Los Hornos (La Plata, Provincia de Buenos Aires).
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Pythium dissotocum Drechsler (1930)

Syn: Pythium araiosporum Sideris (1932).
Pythium oryzae S. Ito y Tokunaga (1933).
Pythium perigynosum Sparrow (1936).

La especie fue descripta por Drechsler (1930) en EEUU, segun las caracteristicas
del aislamiento original procedente de raices afectadas de Saccharum officinarum L.

Puede causar podredumbres radiculares, damping off, y ser parasito de peces.

a. Origen de los aislamientos

Los aislameintos se obtuvieron de muestras de suelos de campos comerciales de

Alberdi y Mechita (NBA) y de Necochea (SEBA) durante la campafia 2014/15

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Presenta micelio blanco aéreo sin patron radial en AHM, de crecimiento vigoroso
en APG y con patrdn radial en agar de papa-zanahoria (APZ) (Fig. 9 A). Micelio
cenocitico, hialino, ramificado. Hifa principal mayor a 7 pum diam., con apresorios
cilindricos o en forma de maza. Esporangios de tipo filamentoso, terminales, formando
estructuras dendroides alargadas, poco dilatadas (en algunos casos se parecen a hifas,
diferenciandose de ellas por su contenido protoplasmatico mas denso). Formacion de
zoosporas entre 5-20 °C. En hojas de Agrostis desarrolld estructuras sexuales sin
dificultad: oogonios terminales, intercalares, separados de la hifa por un tabique, o
laterales, lisos, esféricos, (18-) 21-24 (-25) (prom. 22,5) um didm; anteridios comunmente
1 o 2 por oogonio, sésiles o pedicelados, originados proximos al oogonio, claviformes,
curvos, dilatados en su insercién a la hifa y més delgados hacia el oogonio, monoclinos o
diclinos, hipoginos en oogonios intercalares; oosporas apleréticas o casi plerdticas, (16-)
19-22 (-24) (prom. 20,5) um didm., con una pared del oogonio de 2,5 pm didm. promedio
(Fig. 9By C).
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Figura 9. Pythium dissotocum A. Desarrollo de 7 dias en APD. B. Apresorio. C.
Esporangios filiformes. BAR= 20 pm.

c. Caracterizacion molecular

Las secuencias de la region ITS4/ITSS de los aislamientos P15-72 y P15-73 resultaron
de 825 pares de bases, seleccionandose P15-73 para su comparacién con secuencias
homologas en el GenBank. Presentd un 99 % de similitud con la cepa P. dissotocum
AY598634.2 cultivo tipo CBS 166.68, y 100 % de similitud con varias cepas de P.

dissotocum voucher.

>15-73 Pythium dissotocum
TACCACACCAAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTGTAACTATGTTCTGTGCTCTCTTCTCGGA
GAGAGCTGAACGAAGGTGGGCTGCTTAATTGTAGTCTGCCGATGTACTTTTAAACCCATTAA
ACTAATACTGAACTATACTCCGAAAACGAAAGTCTTTGGTTTTAATCAATAACAACTTTCAG
CAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGA
ATTGCAGAATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCACATTGCACTTTCGGGTTATGCCTG
GAAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAAACTTGCCTTTCTTTTTTTGTGTAGTCAAGAA
GAGAGATGGCAGACTGTGAGGTGTCTCGCTGACTCCCTCTTCGGAGGAGAAGACGCGAGTC
CCTTTAAATGTACGTTCGCTCTTTCTTGTGTTTAAGATGAAGTGTGACTTTCGAACGCAGTGA
TCTGTTTGGATCGCTTTGCTCGAGTGGGCGACTTCGGTTAGGACATTAAAGGAAGCAACCTC
TATTGGCGGTATGTTAGGCTTCGGCCCGACTTTGCAGCTGACTGGAGTTGTTTTCTGTTCTTT
CCTTGAGGTGTACCTGTCTTGTGTGAGGCAATGGTCTGGGCAAATGGTTATTGTGTAGTAGG
AAGTTGCTGCTCTTAAACGCTCTAGCTTCGGTTAGAGTAAAGGAGGCAACACCAATTTGGGA
TAGTCGTTGATTTATCAATGGCGCTCTTTCTAATTGGACCTGATATCAGGCAAGACTACCCGC
TGAACTTAAGCATATC

Lévesque y de Cock (2004) ubican a P. dissotocum en el clado B2 que incluye a

las especies de Pythium con esporangios filamentosos, no inflados o ligeramente inflados,
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con oogonios lisos, su mayoria menores de 30 um diam. y una tasa de crecimiento
moderada (la mayoria 10-20 mm/dia). Ademds demuestran que para las secuencias de
ITS, P. coloratum, P. lutarium, P. marinum y P. dissotocum son idénticas, y P. diclinum
difiere por un par de bases (pb). Estas especies son morfolégicamente bastante similares
en sus estructuras sexuales (esporangios filamentosos, ligeramente inflados, salvo P.
marinum). Por consiguiente, debido a las similitudes que presentan, tanto morfologicas
como en sus secuencias de ITS, Lévesque y de Cock (2004) concluyeron que P.
coloratum, P. lutarium, P. marinum y P. diclinum son probablemente sinonimos de P.

dissotocum.

d. Rango de hospedantes v distribucion

P. dissotocum esta citado en numerosos hospedantes: Daucus carota (Apiaceae);
Lactuca sativa, Parthenium argentatum (Asteraceae); Beta vulgaris, Spinacea oleracea
(Chenopodiaceae); Cucumis sativus (Cucurbitaceae); Kummerowia stipulacea, Lupinus
digitatus, L. polyphyllus, Medicago sativa, Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Vicia faba
(Fabaceae); Pelargonium cv. (Geraniaceae); Hydrilla verticillata (Hydrocharitaceae); Iris
sp. (Iridaceae); Garya illinoensis (Juglandaceae); Hyacinthus cv., Tulipa cv. (Liliaceae);
Papaver somniferum (Papaveraceae); Oryza sativa, Saccharum officinarum, Triticum
aestivum (Poaceae); Fragaria x ananassa, F. vesca, Prunus persica (Rosaceae); Citrus
nobilis (Rutaceae); Capsicum annuum, Lycopersicon esculentum (Solanaceae); Pilea
pumila (Urticaceae). Neogobius fluviatilis, Neogobius gymnotrachelus, Perccottus glenii,
Pseudorasbora parva (Superclase Pisces) (Spencer, 2004a). También selo menciona
afectando cilantro (Coriandrum sativum L.) (Apiaceae) creciendo en cultivo hidroponico
en Puerto Rico (Romero et al., 2012).

En el afio 2004 el CABI (Centre for Agricultural Bioscience International) reportod
su distribucion en los siguientes paises: de Africa (Sudafrica); de. América: (Canada,
Estados Unidos); de Asia (China, India, Indonesia, Japon, Corea, Libano, Rusia); de
Australasia y Oceania (Australia, Queensland) y de Europa (Gran Bretafia, Islandia y
Holanda) (Spencer, 2004a).

Ha sido aislado de agua en URSS (Meshcheryakova, 1970; Meshcheryakova y
Logvinenko, 1970, citados por Lodhi, 2007) y Paises Bajos (Holanda) (van der Plaats-

Niterink, 1981); de sistemas de irrigacion en Inglaterra (Pittis y Colhoun, 1984) y en
Egypto (Abdelzaher et al., 1994); de aguas del lago Dawmat Al-Jandal en Arabia Saudita,

junto a otras especies de Pythium, comportandose como moderadamente patégeno (Al-
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Sheikh et al., 2012). En Pakistan, Lodhi (2007, 2013) en un relevamiento de Oomycetes
en la provincia de Sindh, recolecté P. dissotocum de estanques (distrito Nawabshah),
lagos y agua de canales.

En Argentina P. dissotocum fue aislado por primera vez en 1953, de Morus alba
L. (morera blanca) con damping off, en la localidad de Villa Corina (Prov. de Cérdoba).
En 1955, de raices necrosadas de Gladiolus communis L. (gladiolo) en Urundel (Prov. de
Salta) y de Solanum lycopersicum=Lycopersicum sculentum Mill. (tomate) severamente
afectado por damping off en Caimancito (Prov. de Jujuy) (Frezzi, 1956). Palmucci (2015)
lo cita ocasionando damping off en plantines de Nicotiana tabacum, en la provincia de

Salta.

Pythium inflatum Matthews (1931)

a. Origen de los aislamientos

Fueron aislados de muestras de suelos de campos comerciales de Pergamino
(NBA) durante la campana 2013/14 y de Gorostiaga y Capitan Sarmiento (NBA) durante la
campafa 2014/15

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Segun van der Plaats Niterink (1981) las colonias en AHM muestran un patron
ligeramente radiado. Las hifas principales son de 4 pm didm. Los esporangios son
filamentosos o inflados, formando un crecimiento irregular o globoso (Fig. 10 A). Los
oogonios son globosos, terminales a intercalares de (19-)20-24(-27) (promedio 22,5) um
diam. Presenta 1 o 2 anteridios por oogonios, diclinos. Las oosporas son plerdticas o
cercanas a eso, (18-) 19-24 (-25) (promedio 21,5) um diam. Las paredes de mas de 3 pm
diam. (Fig. 10 By C).
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Figura 10. Pythium inflatum A. Esporangio B. Oogonio y anteridio C. Oospora
plerotica. BAR= 10 um.

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvieron secuencias de 807 pares de bases, seleccionandose CS15-31 para
su comparacion con secuencias homologas en el GenBank. Present6 un 99 % de similitud

con la cepa tipo de P. inflatum CBS 168.68 (# AY598626.2 GenBank).

> Pythium inflatum CS15-31
TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACCATAAAACTTTCCACG
TGAACCGTTACAATTATGTTCTGTGCTCTCTCTCGGGAGGGCTGAACGAAGGTGGGCGCATG
TATGTGTGTCTGCCGATGTACTTTTCAAACCCATTACTAAATACTGAACTATACTCCGAGAAC
GAAAGTTTTTGGTTTTAATCAATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGA
TGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAGTCATCGAAA
TTTTGAACGCACATTGCACTTTCGGGATATTCCTGGAAGTATGCTTGTATCAGTGTCCGTACA
TCAAACTTGCCTTTCTTTTTTTGTGTAGTCAAGGAGAGAAATGGCAGAATGTGAGGTGTCTC
GCTGGCTCCCTCTTCGGAGGAGAAGACGCGAGTCCCTTTAAATGTACGTTCGCTCTTTCTTGT
GTCTAAGTAGAAGTGTGACTATCGAACGCAGTGATCTGTTTGGATCGCTTTGCGCGAGTGGG
CGACTTCGGTTAGGACATTAAAGGAAGCAACCTCTATTGGCGGTATGTTAGGCTTCGGCCCG
ACTTTGCAGCNGACAGTGTGTTGTTTTCTGTTCTTTCCTTGAGGTGTACCTGTTTGTGTGAGG
CAATGGTCTGGGCAAATGGTTATTGTGTAGTAGATGGTNGCTGCTCTTGGGCGCCCTACTCG
TAGGGTAAAGAAGGCAACACCAATTTGGGATAGTCTGTGGATTTATTCATGGGCGCTTTT
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Lévesque y de Cock (2004) ubican a P. inflatum en el clado B1d. Las especies de este
clusters tienen esporangios inflados, filamentosos y moderadamente gruesos (mas de 6,5
um). La mayoria de las veces se aislan de monocotiledoneas principalmente céspedes. En
este cluster estan las especies P. graminicola, P. perilum, P. inflatum y P. plurisporum
que tienen relativamente altas temperaturas cardinales (6ptimo 30 °C y maximo 40 °C).
De las dos secuencias depositadas en el Genbank como P. inflatum (Gl 6468670,
Matsumoto et al., 1999 y GI 12863084) y se iguala con la cepa de esta especie descripta
por van der Plaats Niterink (1981).

d. Ocurrencia y patogenicidad

P, inflatum fue originariamente aislado de algas verde amarillas (Vaucheria sp.).
Posteriormente se determind en mustras de agua de Alemania y Russia, de muestras de
suelo de Islandia, en cafia de azucar en Taiwan, en frutilla en Japon y en Dodonea viscosa
en Nueva Zelanda. Resultd no patdogena en semillas y plantulas de tomate en el campo,
pero origind una infeccion moderada de raices en plantas de tomate, en laboratorio (Van

der Plaats Niterink (1981)

1.3.1.2 Especies con esporangios esféricos, subesféricos o elipsoidales

1.3.1.2.1 Oogonios lisos

Pythium sylvaticum Campbell y Hendrix (1967)

Syn=Globisporangium sylvaticum Campbell y Hendrix Uzuhashi, Tojo y
Kakish. (2010)

El primer reporte de esta especie, que fue aislada a partir del suelo, fue realizado

por Hendrix y Campbell, en 1967 en Estados Unidos.
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a. Origen de los aislamientos

Fueron aislados de numerosas muestras de suelos de campos comerciales del
NBA y SEBA durante la campana 2013/14 y 2014/15 y ademas en esta Gltima campaia
fue aislado a partir de granos cosechados de soja del SEBA.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Todos los aislamientos obtenidos presentaron idénticas caracteristicas morfoldgicas y
comportamiento cultural. En APG a 20 °C desarrolld6 abundante micelio blanco
algodonoso, de rapido crecimiento, con hifas aéreas en el borde de la caja de Petri. En AZ
crecio inmerso con patrén radial. En AHM formdé micelio blanco aéreo sin un patron de
crecimiento. Presentd micelio cenocitico con abundantes apresorios simples o complejos
con forma de hoz o de clava (falcados). No se observaron esporangios ni zoosporas.
Presentd hinchamientos hifales frecuentemente esféricos o limoniformes, terminales o
intercalares, de 20 pum didm. promedio (Fig. 11 A-C). En Agrostis sp. oogonios lisos,
terminales e intercalares, 16-22 (prom. 20) um didm.; 2-4 anteridios por oogonio,
diclinos, ramas anteridiales ramificadas; oosporas aplerdticas, 16 - 20 (prom. 18) pum
diam.

P. sylvaticum es una especie usualmente heterotalica que ocasionalmente puede
comportarse como homotalica. No produce oogonios en medio de cultivo, salvo después
de un largo periodo de mantenimiento y especialmente en aislamientos de

comportamiento femeninos.

c. Caracterizacion molecular

La secuencia P14-73 de 984 pb, presentd una similitud del 100 % con la secuencia
de la cepa AY598645 correspondiente a P. sylvaticum, neo-tipo CBS 453.67, obtenido
por Lévesque y de Cock (2004).

P. sylvaticum se ubica en el clado F, el cual contiene especies de amplia distribucién

mundial, como P. spinosum, P. irregulare, P. mamillatum, P. paraecandrum entre otras

(Lévesque y de Cock, 2004).
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Figura 11. Pythium sylvaticum. A Esporangio terminal con detalle de septo B-C
Esporangios terminales e intercalares. BAR= 10 pm

>Pythium sylvaticum P14-73

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACTGT
CGTTATTTGTTGTGTGTCTGCGCGTTGCTGGCGTGCGTTTGCTTACGCTTCGGTGTTTGCGAG
TGCGTGCTGGCGGTGCGCGGACTGAACGAAGGTCGTGTTGCTGTGTGCCTGCTGCACTGCTG
ACTTTGCATTGATTTGCATGGTCTTGGCGGAGCGGCGGGTGCTGTGCGTGCGCGGCTGACTT
ACTTTTTCAAACCCCATACCTAACTTACTGATTATACTGTGAGAACGAAAGTTCTTGCTTTTA
ACTAGATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGA
ACTGCGATACTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGC
ACTTCCGGGTTATGCCTGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTCCGTAAATCAAACTTGCCTTTCTT
CCTTCCGTGTAGTCGGTGGAGGANAGTTGCAATGTGAAGTGTCTCGCTGTGGTTGGTATATT
TGTTTATGCACAACTTGCGAGTCCTTTTAAATGGACACGACTTTCTCTTTTTTGTATCTGCGC
GGTGCTGTGCGTGAACGCGGTGGTTTTCGGATCGCTCGCGGCTGTCGGCGACTTCGGTGAAT
GCATTATGGAGTGGACCTCGATTCGCGGTATGTTGGGCTTCGGCTGGACAATGTTGCTTATT
GGGTGTCTGTTCCGCGTTCGCCTTGAGGTGTACTGGTGGCTGTGGGATTGAACTGGTTACTGT
TGTTAGTAATGTGCGGCTCGTTGTCGTGNGTGCATCTGTGTTTTTTGCACTTGTGCAATTGGC
AGAAGAGGAGTCTCAATTTGGGAAATTAGTGTACTCCNGGTTTGATCCTGCGTGTATATCTC
AATTNGGACCTGATATCAGACAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATT

d. Rango de hospedantes y distribucion mundial

Entre sus hospedantes se halla: Apium graveolens, Daucus carota (Apiacae);
Dieffembachia sp. (Araceae); Lactuca sativa (Asteraceae); Brassica campestris subsp.
pekinenesis, Brassica oleracea (Brassicaceae); Beta vulgaris (Chenopodiaceae);
Spinacea oleracea (Amaranthaceae), Cucumis sativus (Cucurbitaceae); Chamaecyparis

sp. Juniperus conferta (Cupressaceae); Dioscorea batatas (Dioscoreaceae);
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Rhododendron sp. (Ericaceae); Glycine max, Lens culinaris, Medicago sativa, Phaseolus
vulgaris, Pisum sativum (Fabaceae), Pelargonium sp. (Geraniaceae); Allium cepa, Tulipa
sp. (Liliaceae); Abies sp., Pinus thunbergii (Pinaceae); Hordeum vulgare, Triticum
aestivum (Poaceae); Fragaria * ananassa, Malus doméstica, Sorbusaria (Rosaceae);
Capsicum annuum (Solanaceae); Valerianella locusta (Valerianaceae) (Spencer, 2004 b).
Ademas se hallan citados como hospedantes a lino, rdbano y pepino, algodon, Pinus,
Picea y Liquidambar (Van der Plaats Niterink, 1981).

Presenta la siguiente distribucion geografica: Africa (Kenya, Sudafrica); América
(Canad4, Estados Unidos, Costa Rica); Asia (Japon); Australasia (Nueva Zelanda);
Europa (Alemania, Bulgaria, Eslovenia, Espafia, Francia, Gran Bretafia, Holanda, Irlanda,
Republica Checa, Suiza). Segun Van der Plaats-Niterink (1981) P. sylvaticum ha sido
aislado de suelo en Estados Unidos y Canad4, en Holanda, en Alemania; de canales de
riego en Estados Unidos y de canales y lagos en Holanda. Entre las referencias mas
recientes se encuentra citado en Inglaterra afectando plantas ornamentales; en Japon
ocasionando podredumbre de raices y tallo del crisantemo (Dendranthema x morifolium);
en Noruega afectando plantas forestales; en Pakistan en cultivo de cebolla; en Sudéfrica
como causante de podredumbre radicular en vegetales; en Suiza sobre espinaca; en
Taiwan afectando cruciferas y en Estados Unidos afectando manzano y causando
podredumbre de la base del tallo y tizon de las hojas de Miscanthus sinensis (Poaceaea)
y podredumbre del tubérculo de papa. En Polonia fue citada afectando huevos de especies
de peces. En Argentina fue registrado en plantas de Lavandula dentata y de Lavandula x
intermedia causando Podredumbre de raices y marchitamiento en cultivos de La Plata,
provincia de Buenos Aires (Wolcan y Grego, 2004) y Palmucci (2015) lo cita afectando

Cyclamen persicum y Lavandula angustifolia.

Pythium ultimum Trow var. ultimum (1901)

Syn: Globisporangium ultimum (Trow) Uzuhashi, Tojo y Kakish. (2010)
Pythium ultimum var. ultimum fue aislado por primera vez por Trow (1901) y
considerada como una especie no patégena. Posteriormente fue identificado afectando
plantas de soja (Lehman y Wolf, 1926, citado por Van der Plaats-Niterink, 1981).

Presenta amplia distribucion mundial afectando una diversa gama de hospedantes.
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a. Origen de los aislamientos
Fueron aislados de numerosas muestras de plantas y suelos de campos

comerciales tanto del NBA y SEBA durante la campafia 2013/14 y 2014/15.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

En APG a 20 °C desarroll6 una colonia blanca densa algodonosa, de tipo aracnoide,
con moderado micelio aéreo en los bordes de la caja de Petri. Present6 hifas cenociticas
con abundante produccion de apresorios grandes y curvos (Fig. 12 A y B). Esporangios
y zoosporas ausentes; hichamientos hifales globosos, terminales o intercalares (Fig. 12
C), 16-27 (prom. 21) pm didm.; oogonio liso, terminal, predominantemente esférico,
raramente intercalar, 16-25 (prom. 21) pum diam.; 1-2 anteridios monoclinos, usualmente
uno por oogonio, con forma claviforme o reniforme, tipicamente sésil, originado de la
hifa oogonial, ubicado proximo al oogonio; oospora esférica, de pared lisa, aplerotica, 12

-23 (prom. 18,5) um diam. (Fig. 12 D y E).

Figura 12. Pythium ultimum var. ultimum. A Esporangios intercalares B
Esporangio terminal C. Hinchamientos hifales D-E Anteridios y oospora.
BAR= 10 um.

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvieron secuencias de 768 pares de bases, seleccionandose la secuencia de
la cepa L17-Pin para su comparacion con secuencias homologas en el GenBank. Present6
un 100 % similitud con la secuencia AY598657.2 correspondiente al aislamiento tipo
CBS 398.51.
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>6.Pythium ultimum var. ultimum L17-Pin
AAAACTGTCCACGTGAACTGTAAGCAAGTCTAGCGCTGTGACTGAGCTGGTGTTTTCATTTTT
GGACACTGGAACGGGAGTCAGCAGGACGAAGGTTGGTCTGTTGTAATGCAAGTTATGATGG
ACTAGCTGATGAACTTTTGTTTTTAAACCCTTACCTAAATACTGATTTATACTGTGGGGACGA
AAGTCCTTGCTTTTACTAGATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATG
AAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAGTCATCGAAATTT
TGAACGCATATTGCACTTTCGGGTTATGCCTGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTCCGTAAATCA
AACTTGCCTTTCTTTTTCTGTGTAGTCAGGGATGGAATGTGCAGATGTGAAGTGTCTCGCATG
GTTGCGTTCGTTTTTTCGATCGAGAATCTGTCGAGTCCTTTTAAATGGACACGGTCTTTTCTA
TGGTTTCTATGAAGTGTAATGGTTGGAAGGCAGTGATTTTCGGATTGCTGGCGGCTTTTGGC
GACTTCGGTATGAACGTATGGAGACTAGCTCAATTCGTGGTATGTTAGGCTTCGGCTCGACA
ATGTTGCGTAATTGTGTGTGGTCTTTGTTTGTGCCTTGAGGTGTACTAGAGGTTGTCGGTTTG
AACCGTAAGTGATTGTTTAGTAGAGCATTTTCACGATGTATGGAGACGCTGCATTTAGTTGC
GTAGAGAGATTGATTTGGG

P. ultimum var. ultimum se ubica en el clado I, junto a P. ultimum var. sporangiiferum,
P. splendens y P. heterothallicum. P. ultimum var sporangiiferum es poco frecuente y es
la iinica especie que presenta zoosporangios y zoosporas, en tanto las otras se distribuyen
en todo el mundo y presentan solo hinchamientos hifales de variado tamafo. P. ultimum
var. ultimum y P. ultimum var. sporangiiferum son homotalicas, mientras que P.

heterothallicum y P. splendens son heterotalicas (Lévesque y de Cock, 2004).

d. Rango de hospedantes vy distribucion mundial

Ha sido reportado en 719 hospedantes (Farr y Rossman, 2012). P ultimum var.
ultimum fue citado en Africa (Angola, Congo Republica de Egipto, Kenia, Libia, Malawi,
Nigeria, Sudafrica, Tanzania, Uganda, Zimbawe); en Asia (Burma, China, Cyprus, India,
Irdn, Iraq, Israel, Japon, Korea, Laos, Filipinas, Tailandia, Turquia, Vietnam); en
Australasia y Oceania (Australia, Hawai, Nueva Zelandia); en Europa (Gran Bretafia,
Islandia, Bulgaria, Checoslovaquia, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia,
Irlanda, Italia, Holanda, Noruega, Suecia, Unidon Soviética, Yugoslavia); en América
(Canada, México, Estados Unidos, Costa Rica, Haiti, Puerto Rico, Trinidad, Argentina,
Brasil) (CABI, 1981. Mapa 207. En http://www.cabi.org/dmpd/).

En Argentina se ha citado asociada a 99 hospedantes (Palmucci 2015). Se
encontraron antecedentes de P. ultimum, ocasionando damping off en almacigos de
Gypsophila sp. en la provincia de Cordoba (Frezzi, 1956) y de Dianthus caryophillus en
La Plata, provincia de Buenos Aires (Carranza, 1979). Ademads, en la provincia de
Coérdoba en 1947 y 1953, P. ultimum caus6 la muerte de plantas grandes de Euphorbia
marginata Pursh., debido a la podredumbre total de las raices y al damping off, también

provoco la muerte de plantas grandes de E. splendens Boger (espina de cristo), a causa de
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podredumbre total de raices y parte del tallo. Palmucci (2015) citdé P. ultimum var.
ultimum en Actinidia deliciosa (kiwi) (de La Plata); en Euphorbia pulcherrima (Estrella
federal) (de Garin); en Gazania rigens (gazania) (de Escobar); en Ocinum basilicum

(albahaca) (en Ciudad de Buenos Aires) y en Dianthus caryophillus (clavel) (de Escobar).

Pythium ultimun var. sporangiiferum

Syn: Globisporangium ultimum var. sporangiiferum (Drechsler) Uzuhashi, Tojo y Kakish
(2010).

a. Origen de los aislamientos

Fueron aislados de plantulas y de suelos de campos comerciales de Pergamino y

Rojas (provincia de Buenos Aires) durante las campafias 2013/14 y 2014/15.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

En APG a 20 °C desarroll6 una colonia de similares caracteristicas a las descriptas
para P. ultimun var. ultimun (Fig. 13 A). También presentd hifas cenociticas con
abundante produccion de apresorios grandes y curvos. Esporangios subesféricos
intercalares o terminales de (23-) 27-32 (Prom. 28.5) um diam con 1-2 tubos de descarga,
usualmente uno (Fig. 13 B); oogonios esféricos, lisos, generalmente terminales, a veces
intercalares, (15-) 19-24 (-26) (Prom. 22.3) pm didm.; 1-2 anteridios monoclinos,
usualmente uno por oogonio, claviformes o reniformes, tipicamente sésil, originado de la
hifa oogonial, ubicado proximo al oogonio; con oospora esférica, de pared lisa, aplerdtica,

12-23 (Prom. 18,5) um didm.
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Figura 13. Pythium ultimum var. sporangiiferum. A) Colonia de 3 dias de crecimiento
en APD B) formacion de la vesicula y pasaje del contenido del esporangio. BAR= 10

pm.

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvieron secuencias de 909 pares de bases, seleccionandose la secuencia de
la cepa P13-13 para su comparacion con secuencias homologas en el GenBank. Presento

un 99% de similitud con la secuencia AY 598656 correspondiente al aislamiento tipo CBS
219.65

>13 Pythium ultimum.var. sporangiiferum
ACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACTTTAAAACTGTCCACGTG
AACTGTAAGCAAGTCTAGCGCTGTAACTGATCTAGTGTTTTCCTATTTTTGGGACACTGGAAT
ACAGGATTCAGCAGGACGAAGGTTAGTCTCTCGTAATGCAAATTAGGAGGACTAGCTGATG
AACTTTTCTTTTTAAACCCTTACCTAAATACTGATTTATACTGTGGGGACGAAAGTCCTTGCT
TTTACTAGATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGC
GAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATAT
TGCACTTTCGGGTTATGCCTGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTCCGTAAATCAAACTTGCCTTT
CTTTTTTCTGTGTAGTCAGAGATGGAAAATGTGCAGATGTGAAGTGTCTCGCATGGTTGCGTT
CGTTCGTTTTCGATCGACAATCTGTCGAGTCCTTTTAAATGGACACGGTCTTTCTATGGTTTC
TATGAAGTGTGATGTTCGGAAGGCAGTGATTTTCGGATCACTGGCGGCTTTTGGCGACTTCG
GTATAAACGTATGGAGATTACCTCAATTCGCGGTATGTTAGGCTTTGGCTCGACAATGTTGC
GTAATTGTGTGTGGTCTTTGTTTGTGCCTTGAGGTGTACTAGAGGTTGTCGGTTTGAACTGTA
AATGATTGTTTAGTAGGACATTTTCGCGATGTATGGAGACGTTGCATTTGGTTGCGTAGAGA
GATTGATTTGGGAAAATTCTGTACTTTTGGCAATTGTTTGCTAAATGTATCTCAATTGGACCT
GATATCAGACAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT

P. ultimum var. sporangiiferum, se ubica en el clado I (Lévesque y de Cock, 2004).
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d. Rango de hospedantes vy distribucion mundial

P. ultimum var. sporangiiferum fue citado en Estados Unidos (Ark y Middleton,
1949) aislado de Cattleya. Posteriormente fue registrado en Inglaterra y Grecia por
Kouyeas (1964), quien no consider6 las diferencias suficientes para retener a las dos
variedades (P. ultimum var. ultimum y P. ultimum var. sporangiiferum) en P. ultimum.

En Argentina, Frezzi (1956) no diferenci6 entre P. ultimum var. sporangiiferum 'y
var. ultimum. Todas las referencias fueron designadas como P. ultimum. Palmucci (2015)

la cita ocasionando marchitamiento y podredumbre radicular de Poligala myrtifolia

Pythium catenulatum Matthews
(1931)

a. Origen del aislamiento

El aislamiento 13/17 fue aislado a partir de muestras de suelos de campos

comerciales de Pergamino (NBA) durante la campaia 2013/14.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Las colonias en AHM a 25 °C presentan un patrén arrosetado y sobre APZ un
patron finamente floreado. Las hifas principales midieron 4 pm didm. Los esporangios
consistieron en hinchamientos irregulares, como partes de ramas del micelio (Fig. 14 Ay
B), a 20-25 °C formaron vesiculas con 10-20 o mas zoosporas. Las zoosporas enquistadas
fueron de 9 um didm. Los hinchamientos hifales a menudo presentes en cadena de 3 a 8§,
yentre 10 y 20 um didm., cada uno germinando con 1-3 tubos germinativos- Los oogonios
terminales e intercalares, a veces producidos en cultivos simples, pero la mayoria de las
veces es necesario dos aislamientos compatibles. Los oogonios de (19-) 20-25(-27) pm
(promedio 22,8 um) diam. La mayoria de la veces de 5 a 12 anteridios por oogonio,
diclinos u ocasionalmente monoclinos en aislamientos homotalicos, clavados o de cuello
curvado, teniendo contacto apical con el oogonio; los tallos anteridiales ramificados
produciendo una o mas células anteridiales. Las oosporas mayormente pleroticas,
ocasionalmente apleroticas, de paredes de aprox. 1,5 pm didm.

La descripcion se basa en la cepa CBS 843.68 (y cultivo dual con la cepa CBS 842.68)
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Figura 14. Pythium catenulatum. Detalle de esporangios en cadena. BAR= 10 pm.

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvieron secuencias de 855 pares de bases, seleccionandose la secuencia de
la cepa P13-17 L9 para su comparacion con secuencias homologas en el GenBank.
Presentd un 99 % de similitud con la secuencia AY598675.2 correspondiente al

aislamiento tipo CBS 842.68.

> P13 17 L9 Pythium catenulatum
CAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACCATAAAAACTTTCCACGTG
AACCGTTACAATTATGTTCTGTGCTCTCTCTCGGGAGGGCTGAACGAAGGTGGAGCTGCATG
TCAAAGTGCGGTTTCTGCCGATGTACTTTTAAACCCATTACACTAATACTGAACTATACTCCG
AGAACGAAAGTTTTTGGTTTTAATCAATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCAC
ATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAGTCAT
CGAAATTTTGAACGCACATTGCACTTTCGGGATATTCCTGGAAGTATGCTTGTATCAGTGTCC
GTACATCAAACTTGCCTTTCTTTTTTTGTGTAGTCAAGGAGAGAAATGGCAGAATGTGAGGT
GTCTCGCTGACTCCCTCTTCGGAGGAGAAGACGCGAGTCCCTTTAAATGTACGTTCGCTCTTT
CTTGTGTCTAAGATGAAGTGTGACTTTCGAACGCAGTGATCTGTTTGGATCGCTTTGCGCGA
GTGGGCGACTTCGGTTAGAACATTAAAGGAAGCAACCTCTATTGGCGGTATGTTAGGCTTCG
GCCCGACTTTGCAGCTGACAGTGTGTTGTTTTCTGTTCTTTCCTTGAGGTGTACCTGTCTTGTG
TGAGGCAATGGTCTGGGCAAATGGTTATTGTGTAGTAGAATTTTGCTGCTCTTGGACGCCCT
ACTCGTAGGGTAAAGAAGGCAACACCAATTTGGGACTAGTCTGTTTCGGCAGGCGCATTTTC
AATTTGGACCTGATATCAAGCAAGATTACCCGCTGAACTTAAGCA

P. catenulatum se ubica en el clado Bla, junto a P. angustatum, P. torulosum y P.
folliculosum, presentan esporangios filamentosos inflados, a excepcion de P. angustatum.
Tienen una tasa de crecimineto moderada (9-15 mm/d). Estas especies mayormente han
sido aisladas de monocotiledoneas, algas verdes briofitas y de suelo, ocasionalmente de
dicotiledoneas y coniferas. Su dsitribucion es en todo el mundo (Lévesque y de Cock,

2004).
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d. Ocurrencia y patogenicidad

En USA P. catenulatum fue originalmente aislada de rastrojos en
agua, posteriormente se aislé de suelo y de céspedes. Ha sido mencionada, en India en
campos de arroz.

En Argentina, Frezzi (1956) la cita produciendo podredumbre de raices y damping off en
tomate, melon, pimiento y goma guar (Cyamopsis tetragonoloba) y también causo tizon

de plantulas y podredumbre de raices en cafia de azucar (van der Plaats-Niterink, 1981).

Pythium longandrum Paul (2001)

a. Origen del aislamiento

Fue aislado de muestras de suelos de campos comerciales de Fontezuela (partido

de Pergamino) NBA durante la campafia 2013/14.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Presenta micelio hialino, bien ramificado. Hifas principales hasta 7-
8 um diam. Las colonias inmersas en APZ, muestran un patréon de crecimiento radiado
fino. Los esporangios (Fig. 15 a-j) son globosos a algo alargados, principalmente
intercalares y catenulados, pero a veces terminales y subterminales; miden 16-36 pm
diam. (promedio de 29,4 pm). Zoosporas no se observaron, pero se observaron
esporangios que pueden germinar directamente para dar un nuevo micelio sin pasar por
la fase de esporulacion. Anteridios hipoginos y monoclinos con célula anteridial inflada

(de alli su nombre). Oospora simple, aplerotica y plerdtica, esféricas de 17- 23 um diam.
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Figura 15. Pythium longandrum a: Esporangios catenulados b: esporangios subterraneos
c: Esporangios intercalares d: Oogonio con anteridio hipogino e: anteridio hipégino con
dos tubos de fertilizacion; f,g: Oogonio y anteridio con celula anteridial lobada; h, j:
Oogonio con célula anteridial larga y longitudinal. A, b y f: BAR=40 pm; c, e, gy j:
BAR= 20 um (extraido de Paul, 2001).

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvo una secuencia de 900 pb, que correspondié a la cepa F13-4 y la cual se
comparo con secuencias homologas en el GenBank. Present6 un 99 % de similitud con la
secuencia AY039713.2 tipo y original de la descripcion de la especie. Y ademas presentd
un 99 % de similitud con la secuencia HQ643679.1 correspondiente al aislamiento de P.

longandrum voucher CBS112355.

>1 Py F13-4 Pythium longandrum clade E.
CCACACCTAAAAACTCTCCACGTGAACTGTTTGTATCAGATTAGCGCCGAGATTTTCGTGCG
TGTTTGTGGTATCGCTATGTATTCGTACGTGGCGTTAGCAAGCATTGTATGGAGCTTGGCTGA
TCGAAGGTCGGTGCACACCTTGTGTGTGTGTTGGCTGATTAACCTTTCAAACCCTTTCAATAA
ATACTGATTATACTGTGAGGACGAAAGTCTTTGCTTTTATCTAGATAACAACTTTCAGCAGTG
GATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGC
AGAATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTTCGGGTTATACCTGGAAGT
ATGTCTGTATCAGTGTCCGTACATCAAACTTGCCTCTTTTTGTCGGTGTAGTCCGATCGAGAG
TATGGCAGACGTGAGGTGTCTCGCGACTCGTATATCATTGTGTGTGTAAATCGTAAGAGATA
CATACAGAAGGTAGTATATAACTTGTTGCGAGTCCCTTTAAAACGACACGATCTTTCTATTTG
CTTTCTATGGAGCGTGTATTTCGAACGCGGTGGTCCTCGGATCGCTTGCAGTCGGCAGCGAC
TTCAGTGAAGACATAGTGAAGAAACCTCTATTCGCGGTACGTTAGGCTTCGGCTCGACAATG
TTGCGTTCTAGTGTGTGGACTCCGTTTTCGCTTTGAGGTGTACTGTTCGGTTGTGGGTTTGAG
CCTTGGTATTGCTTTGTTAGTAGAGATATCTCGATTTTCTGTAGTTTGATTCTGCATACACGC
AAGTGTGTGTGGTAGAGAGTATCTATTTGGGAAATTTTGTACTGCGTGCGCTTTCGAGTGTGT
GTATGTATCTCAATTGNACCTGATA

P. longandrum pertenece al clado E, junto a P. acrogynum, P. hypogynum, P.

echinulatum, P. erinaceus, P. radiosum, y P. rostratum. Este grupo se caracteriza por
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esporangios ovoides a alargados, que no proliferan; en su mayor parte un anteridio
hipogino tnico; oosporas plerdticas, y crecimiento lento (7-12 mm/d). Las especies de
este clado han sido aisladas principalmente del suelo. P. echinulatum y P. rostratum se
distribuyen en todo el mundo, pero las otras especies se han encontrado so6lo una vez
(Lévesque y de Cock, 2004). P. longandrum fue aislado primeramente de muestras de

suelo en Francia (Paul, 2001)

Pythium paroecandrum Drechler (1930)

Syn: Globisporangium paroecandrum (Drechsler) Uzuhashi, Tojo y Kakish (2010).

a. Origen de los aislamientos

Fueron aislados de muestras de suelos de campos comerciales de
Necochea y Balcarce (SEBA) durante la campafia 2014/15 y de muestras de granos

cosechados de soja provenientes Pergamino y Solis (NBA) durante la campafia 2015/16.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Colonias sumergidas en AHM y en APZ muestran un patrén de crecimiento
radiado. Hifas principales de 9 um didm. Apresorios a menudo presentes. Esporangios
sub-globosos o elipsoidales, intercalares o terminales, de 12-33 um didm. Tubos de
descarga 4-20 (-100) um long. X 4 um didm., a veces ensanchado en el apice. Los
oogonios sub-globosos, casi siempre intercaleres, a menudo en cadenas, raramente
terminales, lisas, (14-)17-24(-27) (promedio 19) um didm. 1-2 hasta 5 anteridios por
oogonio, monoclinos, a veces sésiles, diclinos, ocasionalmente intercalares o hypdginos
(Fig. 16 A). Las oosporas son apleroticas, de paredes lisas, (13-)15-21(-23) (prom. 17)
pum didm., pared de 1,0-1,5 um de ancho (Fig. 16 B).
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Figura 16. Pythium paroecandrum A Oogonio y anteridios B. Oospora aplerotica.
BAR= 10 um.

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvieron secuencias de 925 pb, que correspondi6 a la cepa B 15-132 y la cual
se compard con secuencias homologas en el GenBank. Presentd un 99 % de similitud con
la secuencia de la cepa CBS 157.64 (#GenBank AY598644.2) correspondiente a la cepa

tipo de P. paroecandrum.

>132 Pythium_paroecandrum
GTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACTGTCGTTATTT
GTTGTGTGTGTGCGCGTTGCTGGCGTGCGTTTGCTTACGCTTCGGTGTTTGCGAGTGCGTGCT
GTCGGTGCGCGGACTGAACGAAGGTCGTGTGTTTGCTGTGTGCCTGCTGCACCGCTGACTTT
GCATTCATTTGCATGGTCTTGGCGGAGCGGCGGGTGCTGTGCGTGCGCGGCTGACTTATCTTT
TTCAAACCCCATACCTAAATGACTGATTATACTGTGAGAACGAAAGTTCTTGCTTTAAACTA
GATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGC
GATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTT
CCGGGTTATGCCTGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTCCGTAAATCAAACTTGCGTTTCTTCCTT
CCGTGTAGTCGGTGGAGGAGAGTTGCAGATGTGAAGTGTCTCGCTGTGGTTGGCGTTCGTTA
TTTGTAATGAATGCAGAGCTTGCGAGTCCTTTTAAATGGACACGACTTTCTCTTTTTTGTATC
TGCGCGGTGCTGTGCGTGAACGCGGTGGTTTTCGGATCGCTCGCGGCTGTCGGCGACTTCGG
TGAATGCATGATGGAGTGGACCTCGATTCGCGGTATGTTGGGCTTCGGCTGGACAATGTTGC
TTATTGTGTGTCTGTTCCGCGTTCGCCTTGAGGTGTACTGGTGGCTGTGGGATTGAACTGGTT
ACTGTTGTTAGTAGTGTGTGTGGCGCGTTGTCGTGGATGCATCTGTGTTTTTGCATACTTGTG
TGTGTGCAATTGTACAGAAGAGGAGTCTCAATTTGGGAAAAATTTGTGTAC

P. paroecandrum pertenece al clado F. Este clado se compone de importantes patdogenos
vegetales con una distribucion mundial, excepto P. kunmingense y P. cylindrosporum,
que han sido raramente aislados. La mayoria de las especies no producen o raramente
producen zoosporas. Forman esporangios globosos, no proliferantes o hinchamientos
hifales globosas (s6lo P. irregulare desarrolla ambos) y tienen crecimiento rapido (a

menudo mas de 25 mm/d) y temperaturas cardinales moderadas.
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P. kunmingense, P. spinosum, P. cylindrosporum, P. irregulare, P. mamillatum y P.
paroecandrum forman un subclado que no estd fuertemente apoyado por el valor de
bootstrap. Sin embargo, todas estas especies, con excepcion de P. paroecandrum, tienen
oogonios con un numero variable de espinas, la mayoria de forma digitada, y diferente de
la ornamentacion predominantemente aguda en oogonios de las otras especies
ornamentadas. Todas las especies restantes en el clado F desarrollan oogonios lisos y

todas, excepto P. debaryanum, son heterotalicas (Lévesque y de Cock, 2004).

d. Ocurrencia y patogenicidad

P. paroecandrum fue originalmente aislado en EEUU de ajo silvestre (A//ium
vineale). No es muy comun pero ampliamente distribuida. En EEUU fue citada en Aloe,
en duraznero, en alfalfa, en crisantemo y en zanahoria. En Australia fue citada sobre trigo,
en Republica Checa sobre cactus, en Holanda sobre bulbos de flores y conejito, en Irlanda
sobre tulipanes. Ha sido aislada frecuentemente de suelos: en EEUU, Alemania, Holanda
y Libano.

En inoculaciones experimentales P. paroecandrum fue levemente patogénico sobre
plantulas de varias faner6gamas: trebol, durazno, alfalfa, crisantemo, pino, zanahoria y
maiz. P. paroecandrum fue mas patogénico a 28 °C, en contraste con P. ultimum que

causa el mayor dafio a 23,5 °C (Van der Plaats-Niterink, 1981).

Pythium aff. heterothallicum Campbell y Hendrix (1968)

Syn: Globisporangium heterothallicum (Campbell y Hendrix) Uzuhashi, Tojo y Kakish
(2010).

a. Origen del aislamiento

Fue aislado de muestra de granos cosechados de soja provenientes de Pergamino

(NBA) durante la campana 2015/16.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Las colonias en AHM forman micelio aéreo, en APZ tienen un crecimiento radial

o arrosetado. La hifa principal tiene méas de 7 um diam. No produce esporangios y
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zoosporas. Posee abundantes hinchamientos hifales, globosos o limoniformes, terminales
o intercalares, mayores de 21 (-25) um diam (Fig. 17 b 1-2). Oogonios globosos,
terminales o intercalares, a menudo solo producidos en cultivos duales de aislamientos
compatibles, (20-) 22-29(-32) (prom. 24) um diam. Anteridios diclinos, mas de 8 por
oogonios, frecuentemente formando un nudo envolvente alrededor del oogonio (Fig. 17
a 1-3). La célula anteridial levemente inflada, ramificada, a menudo bifurcada cerca del
oogonio. Oosporas apleroticas, 18-25(-28) (promedio 21) pm didm., pared de 1,5-2 um
diam.

Descripcion basada en CBS 450.67 y cultivo dual con CBS 451.67.

Figura 17. Pythium heterothallicum a 1-3 oogonio y anteridio. B 1-2 hinchamientos
hifales (de Van der Plaats-Niterik, 1981).

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvo una secuencia de 852 pb, que correspondié a la cepa SE 16-4 y la cual
se compard con secuencias homologas en el GenBank. Presentd un 99 % de similitud con
la secuencia de la cepa P. heterothallicum voucher ABD: 155 (# GenBank MF115338.1)
y 99 % similitud con JF431916.1 Pythium atf. heterothallicum cepa OW1761, pero solo
95 % de similitud con la cepa tipo CBS 450.67 (# GenBank AY598654.2). Por lo cual

convendria secuenciar uno o dos genes extras, para corroborar su identidad.

>Pythium aff heterothallicum SE 16-4

TTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACTGTCAAACCTGTTCTGTGCCTGTGCTGGGTCT
GCGTTTTCGGACGCGGATGCGGCGGAGGCTGAACGAAGGCTGGTCTCCTGTTTTATATATGG
GATCAGCTGATATACTTTTTCAAACCCCTTCTTTATACCAAATAACTGATCAATACTGTGAGG
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ACGAAAGTTCTTGCTTTAAACTAGATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACAT
CGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGGGAGTCATCG
AAATTTTGAACGCATATTGCACTTTCGGGTTAGACCTGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTCCGT
ACATCAAACTTGCCTCTCTTTTTTCTGTGTAGTCAGGATTGGAGACGTGCAGATGTGAAGTGT
CTCGCGCACTTGCGTCTTCGGACGACAAGCAAGCGAGTCCTTTTAAACCGACACGATCTTTC
TATTGTTTTGNTGAAGNGTATTGCTCGAACGCGGTGATTTTCGGATCGCTCGCAGTCGTCGGC
GACTTCGGTGAGAACATACAGGAGGAAACCTCGATTCGCGGTATGTTCGGCTTCGGCTCGAC
AATGTTGCTTATTGGGTGTGGAATCTGTTTTCGCCTTGAGGTGTACTGATGGTTGTGTGCTTG
AACTGGGAGTTGGTGTGTAGTAGAGTGGTGCNNNNTGCATGGTTACGCTCTTTTGTATATAG
AAAGATGTCTATTTGGGAAATTTGTATGTTTGGCAACTCGTTGCTGAATGTATCTCAATTGGA
CCTGATATCAGACAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATAT

P. heterothallicum pertenece al clado I. Los taxones que pertenecen a este clado son P.
heterothallicum, P. splendens, P. ultimum var. ultimum 'y P. ultimum var. sporangiiferum.
No existen caracteres morfoldégicos comunes para este clado. P. ultimum var.
sporangiiferum es raro, mientras que las otras especies tienen una distribucion mundial.
Poco se sabe sobre la patogenicidad de P. heterothallicum, pero las otras especies son
principalmente patégenas de las dicotiledoneas. P. ultimum var. sporangiiferum es la
unica especie que desarrolla esporangios y zoosporas; los otros tres en cambio tienen
hinchamientos de varios tamafios. Ambas variedades de P. ultimum son homotalicas,

mientras que las otras dos especies son heterotalicas.

d. Ocurrencia y patogenicidad

P. heterothallicum fue originalmente aislado a partir de suelo de Canada. Ha sido
principalmente citado en suelo como saprofito pero aparece en varias partes del mundo.
Ha sido citado en EEUU, en Holanda, en Nueva Zelanda, Republica Checa, Alemania,

Kenia y Costa Rica. Nada se conoce acerca de su patogenicidad.

Pythium nunn Lifshitz, Stanghellini y Baker (1984)

Syn: Globisporangium nunn (Lifshitz, Stanghellini y Baker) Uzuhashi, Tojo y Kakish
(2010).

a. Origen del aislamiento
El aislamiento fue obtenido a partir de granos cosechados de soja de Necochea

(SEBA) durante la campana 2014/15.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

La identificacion morfologica se basd en las claves de van der Plaats-Niterink

(1981) y la descripcion de la especie de Lifshitz er al. (1984).
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La hifa principal tiene mas de 6.5 um diam. No produce esporangios y zoosporas. Posee
abundantes hinchamientos hifales, globosos o limoniformes, terminales o intercalares,
entre 12.2-22.5 (prom. 16.2) um diam. (Fig. 18 A y B). Oogonios globosos, terminales,
18.5-23.0 (prom. 20.8) pm didm. Anteridios mondclinos o diclinos, de 1 a 5 por oogonios
(Fig. 18 C). Célula anteridial inflada o curvada. Oosporas apleroticas, 18.0-20.5 (prom.
19.2) um didm., pared menor de 2.0 um de grueso (Fig. 18 D). Temperaturas cardinales
7-42 °C (6ptimo 34 °C). Tasa diaria de crecimiento a 25 °C en APZ 14.0 mm/dia.
Descripcion basada en CBS 808.98 (AY598709; Lévesque and de Cock 2004; Lifshitz et
al., 1984).

Figura 18. Pythium nunn A-B Hinchamientos hifales intercalares C. Anteridios y
oogonio. D. Oospora. BAR= 10 pum.

c. Caracterizacion molecular
Se obtuvo una secuencia de 923 pb, que correspondi6 a la cepa SE-15Nec, la cual

se compar6 con secuencias homologas en el GenBank. Presentd un 98 % de similitud con

la secuencia de la cepa tipo P. nunn CBS 808.96 (# GenBank AY598709.2)
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> Pythium nunn
TACCACACCAAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTCTGTCCGTTTTGTGCCGTTGCTGTTGTCG
TGATTCGACGAGAAGAGCAGCGGCTAAACGAAGGCTGTGAGCTTCGTGCTTGCGGTCGATTT
ATTCTTTCAAACCCCATACGTTAAGAACTGAAGTATACTGTGAGGACGAAAGTCCTTGCTTT
GAACTAGATAGCAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGC
GAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATAT
TGCACTTTCGGGTTATGCCTGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTCCGTACCTCAACCTTGCCTTT
CTTTTCCGGTGTAGTCCGGAGCGGAAACGTGCAGACTTGAAGTGTCTCGCTTGTTGGTTTGC
GAAAGCAATTTTGCAACACAGCTGGGCGAGTCCTTTGAAATGGACACGATCTTTCTACTGTT
TTCTACGGAGTGTGGCGCTCGAAAAGCGGCGGTTTCCTTCGGGATCGCTCGCAGTTTGGACG
GCGACTTTGGCGAATGCATATGGGAAGCAGACTCGACTCGCGGTACGTTAGGCGTGTTGCTG
TTGCTTTTTTGCAACGGCGGCGTGCTGAACAATGTTGCGTGTTGTGGTCTTGTTTCCTGTGTT
CGCTTCGAGGTGTACTGTCTATTGGCTGTGAGAGTGAACCTTTGTGGGATGTGTATGCCGTC
GTTCGGTAGAGCGGTGCGTGGTACTCTTTTGTGGGAATGCCATGGCTTTCGCGGCTTTTGGTA
AAGTAGTGAGACGCAATTTGGGAAGTATTGTGTGTACTCGCGCGTGCAGCGCGTGTATGATC
ATCTCAATTGGACCTGATATCAGACAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATAT

Hay varios reportes de la actividad antagonica de P. nunn contra P. ultimum var.

ultimum (Lifshitz et al., 1984; Paulitz y Baker 1988)

1.3.1.2.2 Ogonios ornamentados

Pythium irregulare Buisman (1927)

Syn:  Pythium equiseti Sadebeck (1874)
Pythium irregulare var. irregulare Buisman (1927)
Pythium irregulare var. hawaiiense Sideris (1932)
Pythium polymorphon Sideris (1932)
Pythium fabae G. Cheney (1932)
Pythium kunmingense Yu (1973)
Globisporangium irregulare (Buisman) Uzuhashi, Tojo y Kakish. (2010).

P. irregulare Buisman fue aislado por primera vez en Holanda (Buisman, 1927) de
raices necrosadas de arveja (Pisum sativum), semillas de lupino (Lupinus sp.) y de zapallo

(Cucumis sativus). Es una especie cosmopolita, patdogena de numerosos cultivos.

a. Origen de los aislamientos

Los aislamientos se obtuvieron tanto de plantulas con sintomatologia tipica como
de muestras de suelos. Durante la campafia 2013/14 se obtuvieron 22 aislamientos de
Fontezuela, Pergamino y Rojas (NBA) y 8 aislamientos de Necochea, Balcarce y General
Piran (SEBA). Durante la campafia 2014/15 se obtuvieron 18 aislamientos del NBA y 12

aislamientos del SEBA de todas las localidades muestreadas. Durante la campana
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2015/16 se obtuvieron de granos cosechados de soja provenientes de Pergamino y Capitan

Sarmiento (NBA).

b. Caracterizacion cultural y morfologica

A los 7 dias de la siembra en APG a 20 °C, desarroll6 una colonia algodonosa, de
crecimiento radiado con abundante micelio aéreo en los bordes de la caja de Petri. En
AHM form6 tenue micelio aéreo. Presentd esporangios terminales o intercalares esféricos
de 10-28 (prom. 19) um didm. En agua germinaron rapidamente observandose zoosporas.
Presencia de hinchamientos hifales terminales o intercales de forma variada. En APG y
AHM se observaron abundantes oogonios de 10-29 (prom. 20) um didm., esféricos,
subesféricos, limoniformes, terminales o intercalares, con la pared lisa, con 1-3
proyecciones conicas, rectas o algo curvas, con apice redondeado o ligeramente curvado;
1-3 anteridios por oogonio, generalmente monoclinos, claviformes, algo curvos,
originados a cierta distancia del pie del oogonio, algunos ocasionalmente sésiles,

hipdginos y oosporas apleroticas de pared lisa de 10-22 (prom. 17) um diam (Fig. 19 A-

e o ol ]

Figura 19. Pythium irregulare A Hinchamientos hifales intercalares B-C. Anteridios y
oogonio. D. Oospora ornamentada. BAR= 20 um.
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c. Caracterizacion molecular

Se obtuvieron secuencias de 923 pb, se utilizo6 la secuencia de la cepa Py 13-47
para su comparacion con secuencias homologas en el GenBank. Presentd6 un 99 %
similitud con la cepa tipo CBS 250.28. (# Genbank HQ643596) y también 99 % de
similitud con la cepa CBS74996 (# GenBank HQ643602)

>47. Pythium irregulare
AAAAACTTTCCACGTGAACTGTCGTTATTTGTTGTGTGTGTGCGTGTTGGTAGCATGCGTGTT
TGCTTACGCTTTGGTGTTTGCGAGTGCGCGTACTGTCGGTGCGCAGACTGAACGAAGGTCGT
GTGTTGCTGTGTGCCTGCTGCACTGCTGACTTTGCATTGATTTGCATGGTGTTGGCGGAGCGG
CGGGTGCTGTTGCGTGCGCGGCTGACCTATTTTTTTCAAACCCCATACCTAAATGACTGATTA
TACTGTGAGAACGAAAGTTCTTGCTTTTAACTAGATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAG
GCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAG
TGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTCCGGGTTATGCCTGGAAGTATGTCTGTAT
CAGTGTCCGTAAATCAAACTTGCGTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGAGGAGAGTTGCAG
ATGTGAAGTGTCTCGCTGTGGTTGGTGTTCGTTGTTTGCAATGAATGCACAGCTTGCGAGTCC
TTTTAAATGGACACGACTTTCTCTTTTTTGTATGTACGCGGTGCTGTGCGTGAACGCGGTGGT
TTTCGGATCGCTCGCGGCTGTCGGCGACTTCGGTGAATGCATAATGGAGTGGACCTCGATTC
GCGGTATGTTGGGCTTCGGCTGGACAATGTTGCTTATTGTGTGTCTGTTCCGTGTTCGCCTTG
AGGTGTACTGGTGGCTGTGGGATTGAACTGGTTACTGTTGTTAGTAGTGTGTGTGGCACGTT
GTCGTGGATGCATCTGTGTTTTTGCATACTTGTGTGTGTGCAATTGTACAGAAGAGGAGTCTC
AATTTGGGAAAAGTTTTGTATACTCCGGGTTGATCCTGCGTGTACATC

P. irregulare se ubica en el clado F que comprende especies fitopatdgenas de
rapido crecimiento, con distribucion mundial. Se caracterizan por la presencia de
esporangios globosos, no proliferantes e hinchamientos hifales. La mayoria de las
especies de este agrupamiento no producen, o raramente producen zoosporas (Lévesque

y de Cock, 2004).

d. Rango de hospedantes y distribucion mundial

Luego del primer aislamiento realizado de plantas de Pisum sativum, C. sativus'y
Lupinus sp., ha sido aislado de numerosos hospedantes, entre otros: Allium spp., Ananas
comusus, Antirrhinum sp., Apium graveolens, Atropa belladona, Beta vulgaris,
Capsicum annuum, Citrullus sp., coniferas, Daucus carota, Eucaliptus sp., Fragaria x
ananassa, Gossypium hirsutum, Ipomoea sp., Iris sp., Jacintus sp., Lactuca sativa, Linum
usitatissimum, Medicago sativa, Nicotiana sp., Persea americana, Phaseolus vulgaris,
Rhododendrom sp., Rheum rhabarbarum, Saccharum officinarum, Scilla spp., Solanum
lycopersicum, Spinacea oleraceae, y del suelo, turba y agua (van der Plaats-Niterink,
1981). Se hallan citadas 230 relaciones hospedante—patogeno (Farr y Rossman, 2014
citado en USDA-Fungal nomenclature database).
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Se halla distribuido en: Europa (Alemania, Bélgica, Bulgaria, Chipre, Dinamarca,
Escocia, Espafia, Finlandia, Francia, Italia, Lituania, Noruega, Paises Bajos, Polonia,
Reino Unido, Rusia, Serbia, Suecia, Suiza, Ucrania); Asia (Corea, China, Filipinas, India,
Iran, Iraq, Israel, Japon, Libano, Malasia, Republica Popular Democratica, Republica de
Corea (Corea del Sur), Sabah, Taiwan, Vietnam); Africa (Egipto, Ghana, Sudafrica,
Thnez); América del Norte (Canadé, EE.UU); América Central y el Caribe (Puerto Rico);

América del Sur (Argentina, Brasil); Oceania (Australia, Islas Cook, Fiji, Nueva

Caledonia, Nueva Guinea, Nueva Zelanda, Papua, Polinesia francesa, Tasmania,
Vanuatu) (CABI/EPPO, 2011).

En Argentina fue identificado afectando plantas de cebada (Hordeum vulgare)
con menor desarrollo y clorosis seguida de necrosis parcial o total de las hojas (Frezzi,
1956). Ademas se hallan citados 36 hospedantes afectados por P. irregulare:
Alternanthera sp. (alternantera), Arachis hypogaea (mani); Avena sativa (avena),
Camellia thea (camelia), Cupressus lusitanica (ciprés lambertiana), Cynara scolymus
(alcaucil), Daucus carota (zanahoria), Dianthus caryophillus (clavel), Eruca sativa
(racula), Erythrina crista-galli (seibo), Eucalyptus occidentales (eucalipto), Foeniculum
vulgare (hinojo), Gaillardia aristata (gallardia), Glycine max (soja), Gypsophila sp.
(gipsofila), Lactuca sativa (lechuga), Lupinus sp. (lupino), Solanum Ilycopersicum
(tomate), Medicago sativa (alfalfa), Nicotiana tabacum (tabaco), Petroselinum crispum
(perejil), Phaseolus vulgare (poroto), Phoenix dactylifera (palmera datilera), Pinus
halepensis (pino de Alepo), Pisum sativum (arveja), Solanum melongena (berenjena),
Sorghum vulgare (sorgo), Thuja sp. (tuya), Thuja occidentales var. compacta (tuya
compacta), Tragopogon porrifolius (salsifi), Trifolium repens (trébol blanco), Zinnia sp.
(zinnia). Palmucci (2015) lo indica produciendo podredumbre de raices y base del tallo
en Primula obconica, Impatiens wallerana y Scindapsus aureus y afectando plantas de

Primula obconica, Impatiens wallerana, Scindapsus aureus y Epipremnum aureum.

Pythium acanthicum Drechsler (1930)

a. Origen de los aislamientos

Los aislamientos fueron obtenidos a partir de granos cosechados de soja

provenientes de Solis y San Antonio de Areco (NBA), durante la campaifia 2015/16.
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b. Caracterizacion cultural y morfologica

Colonias suemergidas en AHM, volviéndose amarillentas despues de algiin
tiempo, en APZ mostré patron arrosetado. La hifa principal mayor de 5 um didm.
Esporangios intercalares y ocasionalmente terminales, subglobosos, pero a menudo
formando complejos de dos o mas, intercalares, subglobosos o porciones irregulares
conectadas con partes de las hifas. Tubo de descarga (10-)20(-200) pm. long; las
zoosporas se forman a 20 °C, 15-20 en una vesicula, enquistadas 8-10 um didm. Oogonios
terminales o intercalares, globosos, (17-)21-24(-27) (prom. 22) um didm., pared fina y
ornamentada, proyecciones conicas, con apice sin puntas, (1-)2,2-3,0(-5) pm lomg. Uno
a veces dos anteridios por oogonio (Fig. 20 A), tipicamente mondclinos, raramente
diclinos, evanescentes después de la fertilizacion, tallo anteridial que se originan a una
distancia mayor de 25 pm debajo del oogonio, la mayoria de las veces con prolongaciones
de ramas vegetativas, célula anteridial clavada e inflada, recta o curvada, a menudo con
una o dos constricciones, aplicados al oogonio con la punta o enteramente con la célula.
Oospora plerdticas, o casi plerdticas, pero siempre libres a partir de la pared oogonial, sin
color o levemente amarillo, (16-)18-23(-25) (prom. 21) um didm., pared 1-2,8 pm didm
(Fig. 20 B).

Figura 20. Pythium acanthicum A. Detalle de anteridio y oogonio. B. Oosporas. BAR=
10 um

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvieron secuencias de 818 pb, se utilizo la secuencia de la cepa Se 16-30
para su comparacion con secuencias homologas en el GenBank. Present6 un 98 %

similitud con la cepa tipo CBS 284.31 (# Genbank AY598617.2).
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> Pythium acanthicum Se 16-30
CATTACCACACCTAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTATAACTATGTTCTGTGTCTCGTCTTGT
CAAAAGATTTGAGGCTGAACGAAGGTGAGTCTGTGTCGATTTTTATTGATGCGGATTCGCTG
ATGTTATTTTAAACACCTATTACTTTATACTGAACTATACTCCGAATACGAAAGTTTTTGGTT
TTAACAATTAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCG
AACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATT
GCACTTTCGGGTTATGCCTGGAAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAAACTTGCCTTTC
TTTTTTTGTGTAGTCAAAATTGGAGATGGCAGAATGTGAGGTGTCTCGCGCTGTCTTTTTCAG
ATGGTTCGAGTCCCTTTAAATGTACGTTGATTCTTTCTTGTGTCTGCGAATTGCGACGCTATG
CTCTTTGTGATCGNTTTAGATTGCTTTGCGCTGGTGGGCGACTTCGGTTAGGACATATGGAAG
CAACCTCAATTGGCGGTATGTTCGGCTTTGCCTGACGTTAAGCTAAGCGAGTGTGGTTTTCTG
TTCTTTCCTTGAGGTGTACCTGTCGTGTGTGANGTCGGTTTGAGCTATATGGTTGCTTGGTTG
TGTGGTCTAGCGTTTTCAGACGCCTGCTTCGGTAGGTAAAGGAGACAACACCGATTTGGGAC
GGAGAGTAGTTTACTCTCTTTTTCACTTTGGACCTGATATCAGGTAAGACTACCCGCTGAACT
TAA

c. Ocurrencia y patogenicidad

P. acanthicum ha sido registrada a partir de Citrus vulgaris en EEUU, Argentina,
Queensland y Rusia; sobre Dahalia sp., Pisum sativum, Phaseolum vulgare, Solanum
melongena y Curcuma domestica en Sud Africa, EEUU, Rep. Checa y Rusia y en
diferentes vegetales en Nueva Zelandia y Queesland; en cafia de azucar en Japon, en
especies forestales, como pino, Carya illinoensis, Camelia sp., Azalea y Rosa spp. en
EEUU y Tanzania, En Cryptomeria japonica, juniperus chinensis, Setcreasea sp. y Hebe
sp. en Nueva zelandia, y en suelo en Inglaterra, USA, Nueva Zelandia, Australia,
Micronesia y Holanda.

De acuerdo con Drechsler (1930), P. acanthicum puede causar podredumbre del final del
pimpollo y podredumbre de frutos en sandia. Robertson (citado por Van der Plaats-
Niterink, 1981) encontré6 que fue altamente patdogeno en semillas de tomate, pero
débilmente patdgeno en otros hospedantes, sugiriendo que varias cepas de esta especie
pueden variar en su patogenicidad. Fue no patdégena en plantulas de maiz (Van der Plaats-
Niterink, 1981). En Argentina fue citado produciendo podredumbre de frutos y raices de
sandia (Frezzi,, 1956) y podredumbre de frutos y raices. En mani, lavanda y orégano, y
ocasionando marchitamiento, en Fragaria sp. (Tello et al., 2002, Sandoval et al., 2009 y

Sillon et al., 2002 citados por Palmucci, 2015).
Pythium periplocum Drechsler (1930)

a. Origen de los aislamientos

Los aislamientos fueron obtenidos a partir de granos cosechados de soja

provenientes de Solis (NBA) durante la campafia 2015/16.
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b. Caracterizacion cultural y morfologica

Las colonias en AHM y APZ producen escaso micelio aéreo, en APZ sin patron
especial de crecimiento. Hifa principal mas de 9 um didm. Esporangios terminales e
intercalares, consistiendo en elementos ramificados, lobados o digitados formando un
gran complejo (Fig. 21 b 1-2). Tubos de descarga a menudo muy largos, ocasionalmente
mas de 500 pm long. Las zoosporas enquistadas 8-11 um didm. Oogonios terminales e
intercalares, (19-)24-27(-29) (prom. 26) um didm. ornamentados con espinas romas,
espinas 2-4 (-5) um long. y 1,53 um diam. en la base (Fig. 21 a 1-4). De 1 a 4 anteridios
por oogonio, diclinos, ocasionalmente clavados, la mayoria mas de 30 um long., lobados
o ramificados, aplicados cerca y a menudo mas o menos enredados al oogonio. Oosporas
apleroticas, sub-globosas, (18-)20-24(-26) (prom. 22) um diam., pared mas de 3 pm didm
(Fig. 22).

Figura 21. P. periplocum. A 1-4 oogonios ornamentados, b 1-2 esporangios (Van
der Plaats Niterink, 1981).

&9



Figura 22. P. periplocum. Oospora ornamentada y anteridio. BAR= 10 pm

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvieron secuencias de 825 pb, se utilizo la secuencia de la cepa SE 16-38
para su comparacion con secuencias homologas en el GenBank. Presentd6 un 99 %

similitud con la cepa tipo P. periplocum voucher CBS17068 (# Genbank HQ643741.1).

Pero solo present6 un 95 % de similitud con la cepa tipo de P. periplocum CBS 289.31
18S (# AY598670.2)

> Pythium periplocum SE.38 E11
ATTACCACACCTAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTATAACTATGTTCTGTGCTTCGTCTTCATCGTAAGAT
TTGAGGCTGAACGAAGGTGAGTCTGCGTCCATTTTGGATGCGCATTTGCTGATGTGATTTTAAACACCT
ATTACTTAATACTGAACTATACTCCGAATACGAAAGTTTTTGGTTTTAACAATTAACAACTTTCAGCAGT
GGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCGCAATT
CAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTTNGGGTTATGCCTGGAAGTATGCCTGTATCAG
TGTCCGTACATCAAACTTGTCTTTCTTTTTTTGTGTAGTCAAAATTAGAGATGGCAGAATGTGAGGTGTC
TCGCGCTGTCTTTTTTAAAAAGATGGTTCGAGTCCCTTTAAATGTACGTTGATTCTTTCTTGTGTCTGCGA
ATTGCGACGCTATGCTCTTTGTGATCGGTTTAGATTGCTTTGCGCTGGTGGGCGACTTCGGTTAGGACA
TATGGAAGCAACCTCAATTGGCGGTATGTTCGGCTTTGCCTGACGTTAAGCTAAGCGAGTGTGGTTTTC
TGTCTTTTCCTTGAGGTGTACCTATTGTGTGTGAGGTTGGTTTAGGCTATATGGTTGCTTGGTTGTGTGG
TTTAGCGTTTTCAGACGCCTGCTTCGGTAGGTAAAGGAGACAACACCAATTTGGGACTGAGAGTTTACT
CTCTTTTTCACTTTGGACCTGATATCAGGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAT

P. periplocum pertenece al clado D junto con P. acanthicum, P. amascullinum, P.

hydnosporum y P. oligandrum
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Pythium spinosum Sawada (1926)
Syn: Globisporangium spinosum (Sawada) Uzuhashi, Tojo y Kakish. (2010).

a. Origen del aislamiento

El aislamiento fue obtenido a partir de muestras de suelos de la localidad de

Capitan Sarmiento (provincia de Buenos Aires) durante la campana 2015/16.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

La colonia en APG desarrollé un micelio blanco con abundantes hifas aéreas de
aspecto algodonoso, sin patrén de crecimiento (Fig. 23 A). Micelio cenocitico fino con
hifas principales menores a 7 pm didm., con ramificaciones secundarias bastante
separadas entre si y a su vez muy ramificadas, tabicadas al envejecer. No se observaron
apresorios. Desarroll6 “esporangios” denominados hinchamientos hifales por no formar
zoosporas (van der Plaats-Niterink, 1981; Lodhi, 2007), terminales o intercalares de
forma esférica o limoniforme, pared fina, mayormente lisa, 10-23 (prom. 20) pm dém,;
oogonios terminales o intercalares, amarillentos, globosos o fusiformes, 14-21 (prom.
17,38) um diam., ornamentados con numerosas proyecciones o espinas de forma digitada,
4,5-8,5 um diam. con apice romo; 1-3 anteridios por oogonio, mayormente monoclinos,
ocasionalmente diclinos, pedicelados, evanescentes luego de la fertilizacién, con una
célula anteridial, claviforme, alargada, con &pice redondeado, lisa y oosporas amarillentas
plerdticas, ocasionalmente aplerdticas, esféricas, lisas (13-) 16-19 (-20) (prom. 18) pm

diam., de paredes finas (Fig. 23 B-D).
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Figura 23. Pythium spinosum. A. Colonia en APG B. Hinchamientos hifales intercalares.
C. Anteridios y oogonio. D. Oospora ornamentada. BAR= 10 um. B y C. BAR= 20 um

c. Caracterizacion molecular

Se obtuvo una secuencia de 995 pb, de la secuencia de la cepa Py 15-107 para
su comparacion con secuencias homologas en el GenBank. Present6 un 99 % similitud
con la cepa tipo P. spinosum correspondiente al aislamiento tipo CBS27567
(#AY598701). También presentd 99 % de homologia con HQ643672 P. kunmingense

CBS55088, que se considera sindonimo de P. spinosum de acuerdo a los resultados del

analisis del ITS (Lévesque y de Cock, 2004) y del ITS y LSU (Lodhi, 2007).

>Pythium spinosum cepa Py 15-107
GTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACCTAAAAAACTTTC
CACGTGAACTGTCATTATTTGTTGTGTGTCTGTGCGTTGTTGGCGTGCATTTG
CTTACACTTTGGTGTTTGTGAGTGTGTGTTGGCAGTGTGCGGACTGAACGAA
GGTTGTGTGTTGTTATGTGCCTACTGCACTGCTGACTTTGCATTCATTTGTAT
GGTCTTGGCGGAGTGGCGGGTACTGTGCATGCGCAACTGACTTATTTTTTCA
AACCCCATACCTAAATGACTGATTATACTGTGAGAACGAAAGTTCTTGCTTT
AAACTAGATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGA
AGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGAATTCAGTGAGTC
ATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTCCGGGTTATACCTGGAAGTATGTC
TGTATCAGTGTCCGTAAATCAAACTTGGCTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTG
GAGGAGAGTTGCAGATGTGAAGTGTCTCGCTATGGTTGGCATTTGTAATGA
ATGCACAGCTTGCGAGTCCTTTTAAATGGACACGACTTTCTCTTTTTTGTATC
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TGCGTGGTGCTGTGTATGAACGCGGTGGTTTTCGGATCGCTCGCGGCTATCG
GCGACTTCGGTGAATGCATTATGGAGTGGACCTCGATTCGCGGTATGTTGGG
CTTCGGCTGGACAATGTTGCTTATTGTGTGTTTGTTCCGTGTTCGCCTTGAGG
TGTACTGGTAGTTGTGGGATTGAACTGGTTACTGTTGTTAGTAGTGTGTAGT
GCGTTGTCGTGGATGCATCTGTCTTTTGTGCACTTTTGTGTGTGCAGTTGATA
GAAGAGGAGTTTGAATTTGGGAAATTAGTGTACTGTGGGTTAATCCTGCGT
GTATATCTCAATTGGACCTGATATCAGACAAGACTACCCGCTGAACTTAAGC
ATATC

Lévesque y de Cock (2004) relacionaron la filogenia y los caracteres
morfoldgicos. P spinosum se ubica en el clado F junto a P. cylindrosporum, P.
kunmingense, P. irregulare, P. mamillatum, P. paraecandrum, P. sylvaticum, P.
debaryanum, P. intermedium y P. macrosporum. Entre estas especies P. kunmingense, P.
irregulare, P. mamillatum, P. paraecandrum y P. spinosum presentan esporangios no
formadores de zoosporas y tienen oogonios con un numero variable de espinas romas en
su mayoria de forma digitada y diferente de la ornamentacion predominantemente aguda
en oogonios de las otras especies ornamentadas. Considerando la clave taxondmica
planteada por Dick (1990) se observa que de las 23 especies con oogonios ornamentados,
sOlo las mencionadas anteriormente, exhiben ambas caracteristicas enunciadas,

diferenciandose claramente P. spinosum de estas especies, por el tamafio de los oogonios

y de sus proyecciones.

d. Rango de hospedantes vy distribucion

P. spinosum fue aislado por primera vez por Sawada y Chen (1926) en Taiwan, de
plantulas de Antirrhinum majus (conejito) con damping off (Van der Plaats-Niterink,
1981). Es una especie cosmopolita, que afecta plantas de diferentes géneros y familias
botanicas y también ha sido recolectada desde el suelo y el agua. Produce sintomas de
damping off, tizon, podredumbre de corona y raices. Ha sido reportada en diferentes
paises: Australia, Bulgaria, Corea, China. EEUU, Inglaterra, India, Japon, Holanda,
Nueva Zelanda, Pakistan, Sudafrica, Taiwan, Brasil y Espafia. P. spinosum se encuentra
citado en 77 especies botanicas. Considerando los cultivos ornamentales que predominan
en la region en estudio, se citan: Actinidia chinensis, Aphelandra squamosa, Brassica
oleracea, Calendula offlcinalis, Callistephus sinensis, Camellia japonica, Capsicum
annuum, Cucurbita maxima, Cucurbita sp., Chrysanthemum sp., Dianthus chinensis,
Eustoma grandiflorum, Fatsia sp., Gypsophila sp., Lactuca sativa, Lycopersicon
esculentum Rhododendron sp., Spinacia oleracea, Zinnia sp. En Sudéfrica se hallo

asociado a marchitamiento y pudricion radicular en cultivos hidroponicos. En Taiwan
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afectando Antirrhinum majus, Calendula officinalis, Campanula media, Chrysanthemum
coronarium, Dianthus chinensis. Ademas ha sido aislado de suelo y agua en Brasil y en
Vitis vinifera (Gull et al., 2004; Baptista et al., 2004; McLeod et al., 2009; Farr y
Rossman, 2014; citados por Palmucci, 2015).

En Argentina, P. spinosum se halla citado ocasionando podredumbre de frutos en mani
(Arachis hipogea) en la provincia de Cordoba y damping off en gipsofila (Gypsophilla
sp.) y berenjena (Solanum melongena) en la provincia de Tucuman (Frezzi, 1956).
Podredumbre de raices en frutilla (Fragaria ananassa) (Meneguzzi et al., 2011).
Palmucci (2015) lo cita como agente causal de podredumbre basal y radicular de Hebe

speciosa.

1.3.2.4. Especies del género Phytopythium
Al género Phytopythium se lo did a conocer por primera vez (ver

www.phytophthoradb.org/pdf/O8LevesquePM. pdf) y fué¢ publicado formalmente en

junio de 2010 (Bala et al., 2010), con Phytopythium sindhum como especie tipo.
Uzuhashi et al. (2010) propusieron otro nombre, Ovatisporangium, para el clado K
usando un muestreo parcial de especies de Pythium y de Phytophthora, publicando sus
hallazgos en septiembre de 2010.

Todas las especies que pertenecen a Pythium clade K representan un género
monofilético (de Cock et al., 2015). Las caracteristicas morfologicas comunes de las
especies de Phytopythium son: esporangios de forma globosa a ovoide, a menudo con
papila mds o menos desarrollada o no papilados y con frecuencia proliferando
internamente, como los del género Phytophthora. La descarga de zoosporas tiene lugar
del mismo modo que el género Pythium. La mayoria de las especies tiene oogonios
grandes y lisos, oosporas de paredes gruesas y 1-2 anteridios alargados o lobulados,
aplicados lateralmente al oogonio. Los cultivos son en su mayoria homotalicos, pero
ocasionalmente son estériles.

Segun Lévesque y de Cock (2004), las especies de Pythium del Clado K son P. boreale,
P. ostracodes, P. oedochilum, P. chamaehyphon, P. helicoides, P. cucurbitacearum, P.
vexans 'y P. indigoferae. El clado se divide en dos subclados. El primero, que consiste en
P. boreale, P. ostracodes, P. oedochilum, P. chamaehyphon y P. helicoides. En el
segundo, el aislamiento de P. indigoferae es cuestionable, pero las otras dos especies, P.
cucurbitacearum y P. vexans tienen una morfologia muy similar, con el anteridio

campaniforme y aplicado apicalmente. Pero de acuerdo a la filogenia de Phytopythium
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(de Cock et al., 2015), P. megacarpum y P. indigoferae se siguen considerando especies
de Pythium, pero P. cucurbitacearum estd comprendida dentro del complejo
Phytopythium vexans. A estas especies hay que sumarle a Phytopythium carbonicum (B.
Paul) Abad, De Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque, comb. nov.; Phytopythium
citrinum (B. Paul) Abad, De Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque, comb. nov.;
Phytopythium delawarense (Broders, P.E. Lipps, M.L. Ellis y Dorrance) Abad, De Cock,
Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque, comb. nov. Phytopythium litorale (Nechw.) Abad, De
Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque, comb. nov.; Phytopythium mercuriale
(Belbahri, B. Paul y Lefort) Abad, De Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque, comb.
nov.; Phytopythium montanum (Nechw.) Abad, De Cock, Bala, Robideau, Lodhi y
Lévesque, comb. nov.; Phytopythium palingenes (Drechsler) Abad, De Cock, Bala,
Robideau, Lodhi y Lévesque, comb. nov.; Phytopythium polytylum (Drechsler) Abad, De
Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque, comb. Nov.; Phytopythium mirpurense Lodhi,
De Cock, Lévesque y Shahzad, sp. nov.

Phytopythium chamaehyphon (Sideris) Abad, de Cock, Bala,
Robideau, Lodhi y Lévesque. (2014).

Basionym. Pythium chamaehyphon Sideris (1932)

= Ovatisporangium chamaehyphon (Sideris) Uzuhashi, Tojo y Kakish (2010).

Los aislamientos se identificaron como perteneciente al género Phytopythium
Abad, de Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque, de acuerdo con la descripcion de
Abad et al. (2010) y a la especie Phy. chamaehyphon (Sideris) Abad, de Cock, Bala,
Robideau, Lodhi y Lévesque (de Cock ef al., 2015), confirmandose por pruebas
moleculares. La especie Pythium chamaehyphon Sideris (1932) fue aislada originalmente
por Sideris de Carica papaya en Hawai, en 1930. Puede causar podredumbres radiculares
y damping off (Van der Plaats-Niterink, 1981). Recientemente, fue renombrada por de
Cock et al. (2015) como Phytopythium chamaehyphon.

a. Origen de los aislamientos

Los dos aislamientos Py 29-15 y Py 33-15 se obtuvieron a partir de muestras de
suelos procedentes de campos comerciales de soja de Arrecifes (NBA) y Villaguay (ER)
durante la campaifia 2014/15.
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b. Caracterizacion cultural y morfologica

A los 7 dias de la siembra, el aislamiento Py 29-15 desarrolld micelio algodonoso
en AHM vy tipo petaloide en APG (Fig. 24 A). Form6 abundante micelio cenocitico,
hialino con presencia de abundantes esporangios, predominantemente terminales,
globosos a subglobosos, algunos ovoides (18-) 21-30 (-25) um diam., con papila y tubos
de descarga (Figs. 24 C-D). Se observaron oogonios globosos, lisos, terminales e
intercalares y laterales sobre un pie corto (21-) 23-27 (-28) (X: 25) um diam. y anteridios
alargados en estrecho contacto con el oogonio (lateralmente apoyado sobre el oogonio,
cercano al pie oogonial), mayormente monoclinos (1-2), oosporas mayormente

apleroticas (19-) 20-26 (-27) (X:24) um diam. (Fig. 24 B).

Figura 24. Phytopythium chamaehyphon: A) Micelio algodonoso tipo petaloide en
APG. B) Oospora. C) Esporangio con papila. D). Esporangio con tubo de descarga. BAR=
10 pm
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c. Caracterizacion molecular

De la cepa Py 15-33 se obtuvo una secuencia de ITS de 617 pb, la que presento
un 99% de similitud con la cepa tipo CBS 259.30 que corresponde al ex tipo de P.
chamaehyphon utilizado por Lévesque y de Cock (2004), para definir los diferentes
clados, entre ellos el clado K, dentro del cual se encuentra comprendida esta especie.
Ademéas present6 un 99 % de homologia con la especie Phy. chamaehyphon (GenBank

HQ643379; GU266220; FJ415975; AY598666) ex Pythium chamaehyphon clade K.

> Py 15-33 Phytopythium chamaehyphon
AAAACTGAAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTAAACTAGATAGC
AACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGA
ACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTG
AACGCATATTGCACTTTCGGGTTATGCCTGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTC
CGTACACTAAACTTGCCTCCTTTCGCGTCGTGTAGTCGGCGCGTGTGGGAAT
TGCAGCAGATGTGAGGTGTCTTGTGGTCCTTCGCGGACAGCAAGTCCCTTGA
AAGTCGGACGCGTATCTTTGCGTGCGTTGGGTGCTGGTGGGCTGTGGGACG
CGTCTGTTGACGAGTCTGGCGACCTTTGGCGCGTGCATGCTTGGGCACTGTG
TATTGGCGGTATGTTAGGCTGCGTTTCGTGCGCGGCTTTGGCAATGCAGCTG
ATGCGTGTGTTTGGGCGGCGTGTGTTGTATGGGTGAACCGGATGGTCGACG
GGTTTGAGTCGTGTTTCGTTAGTCTGTAGCCGGTGTTCTGTATCGCGTGCGG
AGTGTGTCACCATTTGGGAATCTGTGTGGTCTTTCGTAGTATCACATCTC

d. Rango de hospedantes v distribucion mundial

Phy. chamaehyphon fue aislada por primera vez en el afio 1932, de plantas de
Carica papaya (papaya) en Hawai (Sideris, 1932). Afios después fue citada por Jung et
al. (1996) en Alemania, Suecia, Hungria, Italia y Eslovenia, durante relevamientos sobre
el declinamiento de Cedrus sp. (cedro). En el afio 2000, fue aislada de Anacardium
exelsum (mijo) en Jamaica (Davidson et al., 2000) y posteriormente, de la rizosfera de
Saccharum officinarum (caia de azucar), Mangifera indica (mango) y Psidium guayava
(guayaba) en la provincia de Sindh, Pakistan (Lodhi, 2007). En Argentina Palmucci ef al.
(2011 b) citan a Phy. chamaehyphon (=Pythium chamaehyphon) afectando azaleas en los

alrededores de la ciudad de Buenos Aires, manifestando leve patogenicidad.
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Phytopythium vexans (de Bary) Abad, de Cock,
Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque. (2014).

Basionym. Pythium vexans de Bary (1896)
= Ovatisporangium vexans (de Bary) Uzuhashi, Tojo y Kakish (2010).

a. Origen de los aislamientos

Los 11 aislamientos identificados como Phy. vexans SE 2, 3,9, 10, 11, 12, 14, 15,
17, 34 y 47 se obtuvieron a partir de muestras de granos cosechados de soja procedentes
de campos comerciales de las localidades de Pergamino, Solis y Los Toldos (NBA)

durante la campafia 2015/16 y de muestras de suelo de campos de Alberti (NBA).

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Las colonias en AHM con micelio aéreo algodonoso, en APZ sin un patron
especial. Hifa principal de 5 um diam. Esporangios sub globosos, ovoides o piriformes,
intercalares o terminales, ocasionalmente proliferantes, (15-)18-23(-27) (prom. 20.2) um
x (11-)15-21(-23) (prom. 17,9) pm didm. Oogonios mayoritariamente terminales en
ramas cortas, a veces laterales o intercalares, globosas, (16-)18-23(-24)(prom.20,0) pm
diam. Un anteridio, raramente dos, monoclinos, raramente diclinos, surgiendo a cierta
distancia debajo del oogonio o de la hifa principal. Gran célula anteridial, tipicamente
campaniforme. Oosporas aplerodticas, (14-)16-19(-20) (prom.17,3) um diam., pared mas
de 1,5 um diam. (Fig. 25 a-d).
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Figura 25. Phytopythium vexans: CBS 119.8 a-1-5). Oogonios y anteridios. bl-5).
Oogonio con papila y tubo de descarga c-d) Figuras de Bary (1986 citado por Van der
plaats-Niterink, 1981). c1-5) Oogonio con anteridio. d1-9) Esporangios o hinhamientos
hifales.

c. Ocurrencia y patogenicidad

Phy. vexans ha sido registrado a partir de suelo y plantas en varios paises. Esta gran
distribucion se muestra en el mapa del CMI N° 205 (1980). Ha sido reportado en
Alemania en Solanum tuberosum (papa), en Lupino sp. y Medicago sp. y en suelo en
EEUU y en Canada a partir de citricos, Hevea, Metrosideros, Persea, Saccharum
officinarum, céspedes, coniferas, ornamentales, perales, durazneros, arboles de pecan y

suelos; en Hawaii a partir de anand, plantas ornamentales, espinaca, ricino, papaya y
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suelo en India en Zingiber, Eletteria, Cichona, manzanos, malvon y Piper sp., papa y
Afromomum sp., En Malasia en Theobroma , Hevea, Thea, Camelia, Dianthus, Carica,
Citrus, Saccharum, Vicia, Vigna, Vitis, Zingiber y numerosas plantas ornamentales. En
Inglaterra a partir de cereales, en Java en tabaco, en Rumania a partir de tomate y papa.
En Uganda en Pelargonium, en SudAfrica en Citricos, Paw paw y palta. En Indochina en
Hebea y perales. En Australia a partir de plantines de tomate, Paw paw, Annona, Brassica
y Persea. En Congo de varias plantas cultivadas, en Brasil de Sterlitzia sp. En Papua
Nueva Guinea a partir de Cocos y Theobroma, en Pakistdn a partir de Dianthus, en
Holanda a partir de Linum y hortensia. Phy. vexans fue aislado también de suelos en
Islandia, Rep. Checa, Francia e Inglaterra, Libano, Iraq, y Japon (Van der plaats-Niterink,
1981). En Argentina fue aislado a partir de plantas ornamentales y en citricos (Frezzi,
1956).

Se han efectuado muchos estudios sobre la patogenicidad de Phy. vexans. Se
considerd patdégena en Pelargonium, Zingiber, Cardamo, Holly, Carnation, plantulas de
pecan, papa y batata, en alguna Proteaceae, Aframomum, Cichona, peral y Nicotiana.
Ademés Phy. vexans ha sido citado como agente causal del cancro de la Hevea, a través
de inoculaciones, no siempre di6 sintomas de enfermedad. Phy. vexans ha sido aislado
con Phytophthora cinnamomi a partir de perales con decaimiento, en este caso es
considerado de importancia secundaria. Phy. vexans mostrd parasitismo leve o fue no
parasito en Pinus spp., Palta, Paw paw, tomate, sandia, plantulas de Ipomoea, poroto,

arroz, anand y cereales (Van der Plaats-Niterink, 1981).

d. Caracterizacion molecular

De la cepa SE 16-10 se obtuvo una secuencia de ITS de 858 pb, la que presentd
un 96 % de similitud con la cepa CBS 119.80 (#HQ643400.2) que corresponde al tipo de
Phy. vexans utilizado por Lévesque y de Cock (2004), para definir los diferentes clados,
entre ellos el clado K, dentro del cual se encuentra comprendida esta especie. Ademas
presentd un 96 % de homologia con la especie Phy. vexans (GenBank KU961900.1,
KU961899.1) ex P. vexans clado K.

>SE 10 Phytopythium vexans
AAAAAAAATCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA
CCACACCTAAAAACACCCTTCCACGTGAACCGTTTTGTTTTGCTTTCGAGTG
CTTTGTTGCGCTCGGAGCATGTTTGGGCTTCGCTGCTGGCGCTTGATTGTGCT
GGCGGCTCGAGGCCATCAAGCGGCGTTTTGAGTGCTTGCACAATTAACGTC
CAAACCTTTTAAACCCATTTGATTGAAAACTGAAGTATACTGTGGGGACGA
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AAGTCCTCGCTTTGAAACTAGATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCT
CGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAG
GATTCAGTGAGTCATCGAACTTTTGAACGCATATTGCACTTTCGGGTTACGC
CTGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTCCGTACACTAAACTTGCGTCTCTTCCGT
CGTGTAGTCGTCGGTTGTTTGATTGCAGATGTGAGGTTGTCTCGCGATGTGC
CATGTTTTTTGTGGCAAGGTTGCGAGTCCCTTTAAAGTCGGACGCGTTTTTC
CGTTTTGTGCTCGATGGGGTGCGGCTGCGGCCGTGTCTGCTGGCGGGTCCGG
TGACCTTTGGCGATGGCATGAGAGTGGATTGCTCGATTTGCGGTATGTTAGG
CTTCGGCTTTGACAATGCAGCTTATTGAGTGTGTTCGCTTGGCTGTTGCTGTA
TGGGTGAGCTGGATGGTCGGTGGGTGCGTTGTTGCGTGTCGTTTTCATTGCG
TGCGTTTCGGTTGTCGTCGCCATTTGGGAATTTAATGTTTTCTTACGAGAAC
ATCTCATTTGGACCTGATATCAGACAAG

Phy. vexans es considerado un complejo que también contiene el taxoén no valido
Phytopythium cucurbitacearum, ya que este no tiene una descripcion latina lo que esta
basado en el art. 36 de la convencion de Melbourne (McNeill et al., 2012) y la cepa
representativa de Phy. cucurbitacearum CBS 748.96 ya no es viable. La secuencia ITS
de esta cepa fue informada por Spies et al. (2011), que es una cepa distinta, nueva y
aislada de Acacia sp. que fue muy diferente entre los aislamientos en el complejo
monofilético Phy. vexans estudiado. Lo mas probable es que la cepa CBS 748.96
represente una especie distinta del complejo de Phy. vexans, que alin no se describe de
forma valida. Una vez que se resuelva este complejo, es probable que represente una

cantidad de especies nuevas para el género Phytopythium (de Cock et al., 2015).

“Phytopythium cucurbitacearum” (S. Takimoto) Abad, de Cock,
Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque. (2014).

Basionym. Pythium cucurbitacearum S. Takimoto (1941)

= Ovatisporangium cucurbitacearum (S.Takimoto) Uzuhashi, Tojo y Kakish
(2010).

a. Origen de los aislamientos

El aislamiento Font 2 (10) se obtuvo a partir de muestras de suelos procedentes de

campos comerciales de soja de Fontezuela (NBA) durante la campafia 2013/14.
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b. Caracterizacion cultural y morfologica

Aislados de Cucumis, Citrullus y Luffa sp. en Japoén. Las caracteristicas
mayoritarias son esporangios papilados y el lugar de union de los anteridios, cerca del pie
oogonial. En este sentido se diferencia de Phy. vexans y Phy. chamaehyphon que tienen
similares anteridios pero pueden ser distinguidos de Phy. cucurbitacearum por los
esporangios no papilados. Phy. cucurbirtacerum ha sido también citado como patdégeno

sobre tomate, hibiscus, ipomoea y papa en Japon.

c. Caracterizacion molecular

De la cepa Font 2 (10) se obtuvo una secuencia de I'TS de 925 pb, la que presentd
un 99% de similitud con la cepa de Phy. cucurbitacearum CBS 748.96 (# AY598667.1).
Debido a lo expuesto en el complejo Phy. vexans se analizaron otros genes. Se obtuvo
una secuencia de Cox II de 588 pb, la que presentd un 99 % de similitud con la cepa de
Phy. cucurbitacearum CBS 748.96 (# AY598667.1) y una secuencia de beta tubulin de
702 pb. Que presentd un 87 % similitud con KJ595460.1 Phy. cucurbitacearum CBS:
748.96 beta-tubulin

> Font 2-10 Phytopythium cucurbitacearum ITS
TNGAAANNNAAAANNNCGTAACAANGTTTCNGTANNNGAACNNGCNNANG
GATCATTACCACACCTAAAAAACACCCTTCCACGTGAACCGTTTTGTTTTGC
TTTCGAGTGCTTTGTTGCGCTCGGAGCATGTTTTGGGCTTCGCTGCTGGCGCT
TGATTGTGCTGGCGGCTCGAGGCCATCAAGTGGCGTTTTGAGTGTGCTTTGC
GCAATTGAAACGTCGAAACCTTTTTTTAAACCCATTTGATTGAAAACTGAAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCCTCGCTTTGAAACTAGATAACAACTTTCAGC
AGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATAC
GTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAACTTTTGAACGCATATTG
CACTTTCGGGTTACGCCTGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTCCGTACACTAAA
CTTGCGTCTCTTCCGTCGTGTAGTCGTCGGTTGTTTTGATTGCAGATGTGAGG
TTGTCTCGCGATGTACCATTTCTTTTGGATAGGTTGCGAGTCCCTTTAAAAGT
CGGACGCGTGTTTTTTCCGTTTTGTGCTTGATGGGGGTGCGGCTGCGGCCGT
GTCTGCTGGCGGGTCCGGTGACCTTTGGCGATGGCATGAGAGTGGATTGCTC
GATTTGCGGTATGTTAGGCTTCGGCTTTGACAATGCAGCTTATTGGGTGTGT
TCGCTTGGCTGTTGCTGTATGGGGTGAGCTGGATGGTCGGTGGATGCGTTTG
TTGCGTGTCGTTTTTTCATGGAGTGCGTTGCGGTTGTCGTCGCCATTTGGGG
AATTTNATGTTTTGAGTCTCGATTCAATACATCTCATTTGGACCTGATATCA
NACAAGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA

> Font 2-10 Phytopythium cucurbitacearum COX 11
ATTTNCNNNNNCCNNCAANNNCNNNTATGGAAGGTATTATAAATTTTNATC
ATGATATTATGTTTTTTTTAGTTATTATAACAGTTTTTGTTTTTTGGATGTTAT
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TTAGAGTTATTTATCTTTTTGATGAAAAAAAAAATAAAAATCCAGCAACTGT
TATACATGGTGCTACTATTGAAATTATTTGGACTACTATTCCAGCTTTAATCT
TATTAGTTGTAGCTATTCCTTCTTTTGCTTTATTATATTCAATGGATGAAGTA
ATAGATCCTATAATAACTGTTAAAGTTATAGGTAGTCAATGGTATTGGAGCT
ATGAATATTCAGATAATTTAGAATTTTCTGATGAACCTTTAATTTTTGATAGT
TATATGGTTCAAGAAGATGATTTAGAAATAGGTCAATTAAGAGTATTAGAA
GTTGATAATCGTGTAGTTGTTCCTACTAATAGTCATATAAGAGTTTTAATAA
CATCTTCAGATGTTTTACATTCATGGGCTATTCCTTCTTTAGGTATTAAATTA
GATGCTTGCCCTGGTCGTTTAAATCAAACTTCAATGTTTATTAAAAGAGAAG
GTGTTTTTTATG

> Font 2-10 Phytopythium cucurbitacearum BTS5 BT6
GTATCATGTGCACGTACTCGGTCTGCCCATCGCCAAAGGTGTCGGACACCGT
CGTGGAGCCATACAACGCCACCCTCTCGGTCCACCAGTTGGTCGAAAACGC
CGATGAAGTGATGTGCTTGGACAACGAAGCCTTGTACGATATTTGCTTCCGC
ACGCTGAAGCTGACGACCCCAACGTACGGCGACTTGAACCACTTGGTGTGT
GCCGCCATGTCCGGTATCACCACGTGCCTGCGTTTCCCTGGCCAGTTGAACT
CGGACCTCCGCAAGCTCGCTGTGAACTTGATCCCGTTCCCGCGTCTCCACTT
CTTCATGATCGGTTTCGCGCCATTGACGTCGCGTGGCTCCCAGCAGTACCGT
GCGTTGACTGTCCCAGAGCTGACTCAGCAGCAGTTCGACGCGAAGAACATG
ATGTGCGCCGCGGATCCTCGCCACGGTCGTTATTTAACTGCTGCTTGTATGT
TCCGCGGACGCATGAGCACCAAGGAAGTCGATGAGCAGATGCTGAACGTCC
AGAACAAGAACTCCTCGTACTTCGTGGAATGGATTCCAAACAACATCAAGG
CGAGCGTGTGCGACATCCCTCCAAAGGGCCTCAAGATGAGTACCACGTTCA
TCGGTAACTCGACTGCCATCCAGGAGATGTTCAAGCGTGTGTCTGANCAGTT
CACGGCAATGTTCCGTCGTAAGGCNTTTCTTG

Phytopythium helicoides (Dreschler) Abad, de Cock, Bala,

Robideau, Lodhi y Lévesque (2014).

Basionym. Pythium helicoides (Drechler) (1930)
= Ovatisporangium helicoides (Drechler) Uzuhashi, Tojo y Kakish. (2010).

a. Origen del aislamiento

El aislamiento P13-6 se obtuvo a partir de muestras de suelos procedentes de

campos comerciales de soja de Pergamino (NBA) durante la campana 2013/14.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Colonias en AHM produce micelio aéreo, en APZ presenta un patron mas o menos
radiado. La hifa principal mayor de 8 um diam. (Fig. 26 A). Esporangios terminales, con
proliferacion, subglobosos pero a menudo obovoides, papilados, (18-) 27-38 (-43) X (13)
16-27 pm (prom. 31 X 21 um); tubo de descarga que aparece apicalmente (Fig. 26 D y
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E), 3-40 X 3-9,5 um; zoosporas enquistadas 10-15 um didm. Oogonios terminales,
laterales o intercalares, lisos, (26-) 31-38 (-40) (prom. 33,5) um diam. Uno a 4 anteridios
por oogonio, surgiendo de tallos simples o ramificados, a veces enroscados alrededor del
tallo oogonial o alrededor de otras hifas en las inmediaciones del oogonio (Fig. 26 B y
C). Célula anteridial elongada, 20-40 pm long. x 6-9 um diam, adherida a lo largo del
oogonio, formando un tubo de fertilizacion lateral. Oosporas globosas, apleroticas, a

menudo amarillentas (21-) 27-32 (-33) (prom.30,5) um diam., pared 4-6 pum diam. (Fig.

26 F). Temperaturas cardinales: minimo 5 °C, 6ptimo 30-37 °C, maximo 43 °C. Tasa

diaria de crecimiento en APZ a 25 °C 34 mm. Cepa tipo: CBS 286.31.

Figura 26. Phytopythium helicoides. A. Micelio coraloide fino. B-C Oonio y anteridio
D y E esporangio y tubo de descarga, F oospora. BAR= 10 pm

c. Caracterizacion molecular

De la cepa P-13-6 se obtuvo una secuencia de ITS de 650 pb, la que presentd un
99 % de similitud con la cepa con Phy. helicoides voucher CBS28631 (GenBank
#HQ643383).

>P13-6 Phytopythium helicoides Argentina
TNTCTCTCTCTCTTTTGGGGGAGGGGATGCGTGCGAGCTATCTGTAAACTTG
TCAAACCCATTCTTTTTGATAACTGAAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCT
GCTTTGAACTAGATAGCAACTTTCANCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCG
ATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTG
AGTCATNGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTTCGGGTTATGCCTGGAAGTA
TGTCTGTATCAGTGTCCGTACACTAAACTTGCCTCCTTTGCGTCGTGTAGTCG
TCGCGTTGGAACTTTGTGGCAGATGTGAGGTGTCTTGTTTGCTGTGTCTTTGT
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TGATGCGGCGGNCAAGTCCCTTGAAAGTCGGACGCGTATCTTTGCGTGCGTT
GGGTGCCGGTGGGCTGTGGGACGCGTCTGTTGACGAGTCTGGCGACCTTTG
GCGCGTGCATGCTTGGGCACTGTGTATTGGCGGTATGTTAGGCTGCGTTCGC
GCGGCTTTGACAATGCAGNTGATGCGTGTGTTTGGGCTGTGGTGCTGTATGG
GTGAACCGGATGGTCGATGGGTTTTTTAAATGCGTTTCGCGTGTCTGTTTTT
ATCCGGTGTTCTGTTTCGTGCGTGGA

d. Ocurrencia y patogenicidad

Esta especie es comin en EEUU sobre Citrullus vulgaris, Pinus sativus, Spinacia
oleracea, suelo y raices de plantas ornamentales tales como /lex sp., Piracantha, Photinia
y Azalea sp., arboles de Pecan y raices de cana de azlicar. En Australia sobre plantulas de
algodon (Gossypium sp.), Medicago sativa y Pinus elliottii. En Malasia sobre soja
(Glycine max), Hibiscus sp. y Piper nigrum. También se sospecha como agente causal de
ciertas enfermedades de raiz y “damping off” en plantulas de las que se ha aislado, pero

no se han efectuado pruebas de patogenicidad (Van der Plaats-Niterink, 1981).

Phytopythium aff. mercuriale (Belbahri, B. Paul y Lefort) Abad,
de Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque (2014).

Basionym. Pythium mercuriale (Belbahri, B. Paul y Lefort) (1941)

= Ovatisporangium mercuriale (Belbahri, B. Paul y Lefort) Uzuhashi, Tojo y
Kakish. (2010).

a. Origen de los aislamientos

El aislamiento Py 15-11 se obtuvo a partir de muestras de suelos procedentes de

campos comerciales de soja de Mechita (NBA) durante la campafia 2014/15.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Todos los aislamientos examinados mostraron tasas de crecimiento y patrones de
micelios similares en cada uno de los medios de cultivo utilizados. Patron miceliar en
APZ ampliamente de tipo crisantemo, con micelio aéreo copetudo y ligeramente
algodonoso; en CMA levemente estrellado y sumergido; en MEA rosacea y algodonosa;
y en PDA apretadamente crisantemo con micelio aéreo irregular, algodonoso en el centro.

Hifas principales de hasta 6 pm didm. Temperaturas cardinales: minima 5 °C, 6ptima 25-
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30 °C, méxima 43,5 °C. Tasa promedio de crecimiento diario de siete aislamientos a 20
°C en APZ = 8.8 mm; en AHM = 8,9 mm; en AEM (agar extracto de malta) = 8.3 mm; y
en APD = 6.5 mm. Clamidosporas abundantes en APZ, intercalares o laterales,
principalmente esféricas, 25-45 um didm. Los esporangios raramente se formaron en
agua, subglobosa a obovoide, papilada, 18-23 um de long x 23-32 um diam. (22-26 pum
prom.), proliferacion anidada y extendida; esporangioforos sin ramificar. Tubo de
descarga de zoosporas corto y formado en el apice del esporangio. Esporangios viejos, a
veces germinan por medio de uno a tres tubos germinales que surgen de la papila (Fig. 27
a-d). Las oosporas no se observan o son raras en cultivo puro. Oogonios esféricos, 22-37
pum didm. (prom. 29.8 pm), de pared lisa, terminal o lateral en ramas cortas. Anteridios
multiples, en su mayoria diclinos, envolventes alrededor de la oogonia (Fig. 27 e-h).

Etimologicamente: mercuriale (=variable), refiriéndose a lo variable de las secuencias de

la region ITS.
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Figura 27. Morfologia de Phytopythium aff. mercuriale (STEU-U 6207). (a—d)
Esporangio viejo formando tubos germinativos. (e—h) Oogonio rodeado por nudo
indefinido de anteridios. BAR =35 um en (a—d) y (g—h). BAR= 80 um en (e—f).

c. Caracterizacion molecular

De la cepa Py 15-11 se obtuvo una secuencia de ITS de 640 pb, la que presento
un 98 % de similitud con la cepa tipo #IN630486.1 Phy. mercuriale aislamiento A89
usado por De cock et al., (2015), para la filogenia de Phytopythium. Ademas presentd un
99 % de similitud con la cepa Phy. mercuriale V-NESO2 5-52 (# KU211357.1) y un 99
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% de similitud con la cepa. CBS No. 122443. #GenBank AB690614 Phytopythium

mercuriale.

>15-11 Phytopythium aff. mercuriale
AAAAGNGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCAC
ACCTAAAAATCTTTCCACGTGAATTGTTTTGTACACTGTTGGGTTTCGCTGG
CGCGTGTTTTCTTGTCGAATGTAGTGTTTGACGGCGCGCGGCGGCTGGAGGC
CATCAGGGCGTCTGTTGTTGTGATGGACGCTCTTTTTGTAAACCCCCTTTTTT
TTTATTTTGTGAAACTGATTGGACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTGAAC
TAAAAAGCAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAAAA
CGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCG
AAATTTTGAACGCATATTGCACTTTCGGGTTCTGCCTGGAAGTATGTCTGTA
TCAGTGTCCGTACACTAAAGTTGCCTTTCTTGCGTCGTGTAGTCGTCGCTTG
GAACGAGCAGATGTGAGGTGTCTTGCGTGGTGGTTTTGTGGTGGCGGTTTTG
TGCTGCTGGCGTAAAGTAGTCGTGCAAGTCCCTTTAAAGTCGGACGTGTTTT
CTCTGTAGTGTGCTGTGGCAGCTTTGGTGGCATGCGGGACGTAGTCTGTTGA
CGAGTCTGGCGACCTTTG

La cepa tipo “Typus” fue aislada de la provincia de Limpopo, en Africa
Meridional, a partir de la rizosfera de Macadamiae integrifoliae en 2005. CBS N °
122443. En Argentina no hay registros previos de Phy. mercuriale.

Phytopythium frezzii sp. nov (Grijalba y Palmucci) Abad, de
Cock, Bala, Robideau, Lodhi y Lévesque (2014).

a. Origen de los aislamientos

El aislamiento Py 3x se obtuvo a partir de raices de soja procedentes de campos

comerciales de soja de Fontezuela (NBA) durante la campana 2013/14.

b. Caracterizacion cultural y morfologica

Se describe una nueva especie de Phytopythium, aislada de raices de soja en
Pergamino, provincia de Buenos Aires, Argentina. La morfologia y el andlisis de
secuencias de las regiones ITS1-ITS2 de esta especie, fueron diferentes a las de otras
especies descritas anteriormente. La region ITS fue 97 % similar a Pythium sp.
amazonianum (GenBank # GU258939) y un 96 % similar a P. vexans (GenBank #
HQ643371). Estas tres secuencias, una de P. irregulare (GenBank # AB107999.1) y el
neotipo de Pyhtophtora nicotianae (GenBank # AF266776) se alinearon usando el
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programa Clustal W. Se construyo6 un arbol filogenético con el programa MEGA version
5.0, utilizando el método the Neighbor-joining con 1000 repeticiones de bootstrap.

La colonia de Phy. frezzii sp. nov. presentd micelio aéreo algodonoso en AHM y
patron petaloide en APD (Fig. 28 B). La hifa principal mayor de hasta 6 pm diam. Con
esporangios globosos a ovoides y oosporas aploroticas, entre 15,2 y 21, (prom.16,5) um
diam., pared 4-5 pm diam (Fig. 28 A). Principalmente oogonios terminales, globosos, un
anteridio, raramente dos, monoclinos, raramente diclinos, que surgen a cierta distancia
debajo del oogonio, células anteridiales, tipicamente campaniforme (Fig. 28 C y D). Las
temperaturas cardinales fueron: minimo 5 °C, 6ptimo 30 °C, maximo 35 °C. La velocidad
de crecimiento diaria en APD a 25 °C fue de 26 mm.

Los ensayos in vitro y en invernaculo se utilizaron para completar los postulados
de Koch. A través del ensayo con placa de Petri, el aislamiento presentd 87 % de plantas
muertas con una desviacion estandar de 7 %, mientras que en vivo no presentod plantas
muertas. Sin embargo, las raices mostraron necrosis de punta, de las cuales el mismo
microorganismo fue consistentemente reaislado. Por esta razon, se considera que tiene un
bajo nivel de patogenicidad. También se inhibié con metalaxil y carbendazim + thiran. El
aislamiento fue depositado en la Coleccion de Hongos de la Catedra de Fitopatologia,
Universidad de Buenos Aires. Proponemos el nombre Phytopythium frezzii sp. nov.
(Grijalba y Palmucci) para esta nueva especie (en honor de Ing. Agr. Mariano Frezzi,

investigador pionero de la familia Pythiaceae en Argentina)
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Figura 28. Phytopythium frezzii sp. nov. A. Oospora. BAR= 20 pm. B Colonia en APD.
C y D Oogonio y anteridio campaniforme. BAR= 10 um

c. Caracterizacion molecular

De la cepa Py 3x se obtuvo una secuencia de ITS de 777 pb, la que presentd un
100 % de similitud con la cepa Phy. sp. amazonianum #GU258625.1 aislamiento
WPC:8246B329, 100 % con el aislamiento # GU 258938.1 WPC:8242C139 y 96 %
similar a P. vexans (GenBank#HQ643371). Estas dos ultimas secuencias, junto con la
obtnida de Py 3x, una de P. irregulare (GenBank#AB107999.1) y el neotype de
Phytophtora nicotianae (GenBank#AF266776) se alinearon usando el programa Clustal
W. Se construy6 un arbol filogenético con el programa MEGA versioén 6.0, método de
Neighbor-joining con 1000 repeticiones de bootstrap (Fig. 29)

Ademas se obtuvo una secuencia de Btubulin de 628 pb, la que no presentd

similitud alguna con ninguna secuencia depositada en el GenBank.

> Phytopythium frezzii ITS 3X
CCACACTAAAAACACCCTTCCACGTGAACCGTTTTGTTTTGCTTTCGAGTGC
TTTGTTGCGCTCGGAGCATGTTTGGGCTTCGCTGCTGGCGCTTGATTGTGCT
GGCGGCTCGAGGCCATCAAGTGGCGTTTTGAGTGCTTGCACAATTAACGTCC
AAACCTTTTAAACCCATTTGATTGAAAACTGAAGTATACTGTGGGGACGAA
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AGTCCTCGCTTTGAAACTAGATAACAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTC
GCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGG
ATTCAGTGAGTCATCGAACTTTTGAACGCATATTGCACTTTCGGGTTACGCC
TGGAAGTATGTCTGTATCAGTGTCCGTACACTAAACTTGCGTCTCTTCCGTC
GTGTAGTCGTCGGTTGTTTGATTGCAGATGTGAGGTTGTCTCGCGATGTGCC
ATGTTTTTTGTGGCAAGGTTGCGAGTCCCTTTAAAGTCGGACGCGTTTTTCC
GTTTTGTGCTCGATGGGGTGCGGCTGCGGCCGTGTCTGCTGGCGGGTCCGGT
GACCTTTGGCGATGGCATGAGAGTGGATTGCTCGATTTGCGGTATGTTAGGC
TTCGGCTTTGACAATGCAGCTTATTGAGTGTGTTCGCTTGGCTGTTGCTGTAT
GGGTGAGCTGGATGGTCGGTGGGTGCGTTGTTGCGTGTCGTTTTCATTGCGT
GCGTTTCGGTTGTCGTCGCCATTTGGGAATTTAATGTTTTCTTACGAGAA

> Phytopythium frezzii Btub 3X
TCAAGAAAGCCTTACGACGGAGGGATAATTTTATGAAGCTCTCGCCTGCGG
GAGGTGCCACCGCTGGCTCCACTGGCTTCACATATTCTTAGGAGCCGAGCAC
GCCAGGTCTTTACCGCTGCGTCCATGCTCCCTGTGGCCAAGATCTCGCCGCC
GTCGGCCGCCAAGGTATCGCCCTTGAACCTCCGCTTCATCCTCGACAGCGCA
GTGGATGAAGGCGAGCAAGGCGAGCAAGATGAGAACGAGCCGGCCAAGGC
GCAAGCGGCAGTCGCGCGACAGCAAGTGACCGAGTGGATGAAAGTGGCCC
CGCGAAGGCGCGCACCCAAGGCCAAGCGCAACCGCAAAGGCTGGGGGCCG
TACAACTCGGTACTCAACGAGCGCAGCGTCGACTTCAACCTGACGCTCGAC
GTGCAGAGCCTCAAGCAGGAGATCATGGAGCTGACGAGCGCGCGCGACCTG
CTTCGCGCGAGAGTGCTCATGGCACGTCACACGCCCGACGGCTCGCTGCTG
CGCATCGTGCGCGAGTTCTACAACCTCTTTGGCGCTGGCCAGTGGCTCGAAT
CGGGATGCCCGCATCGTCAGCTCGGCTTCCTGCTCAGCAACATGACCGAGT
ACGTGCACATGATAC

ij Pythium_sp._amazonianum_culture-collection_GenBank_*GU258939.1
Phytopytium._frezzium_sp._nov

—— Phytopythium_aff._vexans_voucher_CBS26130_GenBank_* HQ643371
Pythium_irregulare_strain:_MAFF305572._GenBank_*_AB107999.1

AF266776_Neotype_of _Phytophthora_nicotianae_strain_
UQ848(GENBANK)

e
0.05

Figura 29. Relacion filogenética de Phytopythium frezzi sp. nov usando el método de
Neighbor-Joining.

Se aislaron e identificaron Phy. chamaehyphon (Sideris), Phy. vexans (de Bary),
Phy. cucurbitacearum (S. Takimoto), incluida dentro del complejo Phy. vexans (de Cock
et al., 2015), Phy. helicoides (Dreschler) y Phy. aff. mercuriale (Belbahri, B. Paul y
Lefort). Ademas se describié una nueva especie de Phytopythium, aislada de raices de

soja en Pergamino (NBA).
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1.4. Arbol filogenético de las especies de Pythium y Phytopythium mas una

secuencia de Phytophthora sojae

Con todas las secuencias de ITS de cada especie se elabor6 un arbol filogenético
para las especies de Pythium y Phytopythium y ademas se uso una secuencia de Ph. sojae
(obtenida con anterioridad al presente trabajo) de un aislamiento de Tandil Argentina
(Fig. 30). Pueden identificarse el agrupamiento de Pythium por un lado, Ph. sojae por el
otro y las especies de Phytopythium determinadas formando otro clado, totalmente

distinto.

L— 15_31_Py._Inflatum
| P13_17_L9 Pythium_catenulatum

—— Py_15_72_Pythium_dissotocum

15_7_Py_aphanidermatum

|: Pythium_acanthicum
[ Pythium_periplocum_SE.38_E11 hi
———  Py._aff heterotalicum_SE_16-4 P\/t lum

— Py_15_77_Pythium_ultimum_var._ultimum

L 13_P.ultimum.var._sporangiiferum

Py_15_57_Pythium_sylvaticum

Py._spinosum_cepa_Py_15-107
E 132_Pythium_paroecandrum
47._Pythium_irregulare

‘| 1_Py_F13-4_Pythium_longandrum

Pythium_nunn
Phytophthora_sojae.30 Phytophthora ‘

|| SE_10_Phytopythium__vexans
Phytopythium_Frezzii ITS
15-11_Py_aff. Mercuriale Phytopythium
Py_15-33___Phy._chamaehyphon
{ P13-6_Phytopythium_helicoidesArgentina

0.020

Figura 30. Relacion filogenética de todos los aislamientos usando el método deNeighbor-
Joining.
2. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

2.1. Ensayo de patogenicidad in-vitro

2.2. Ensayo de patogenicidad in-vivo
Tanto la patogenicidad in-vitro o podredumbre de semillas (PS) como in—vivo o damping
off (DO) se expresan en la Tabla 4. Las pruebas de patogenicidad se efectuaron con todas
las especies determinadas, en aquellas de las que se obtuvieron muchos aislameintos (P.
ultimum, P. irregulare, P. sylvaticum entre otros), las pruebas de patogenicidad se

efectuaron con tres 0 més aislamientos, pero no con todos. Para la patogenicidad in-vitro,
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se indica, la cantidad de aislamientos probados por especie y el nimero de semillas
probadas para cada una. Para la patogenicidad in-vivo se indica el porcenaje de
patogenicidad promedio y si se probaron varios aislamientos de la misma especie se

indica el desvio standard.

2.3. Ensayo exploratorio de patogenicidad con cepas de Phytopythium

Tanto las especies determinadas como la patogenicidad in-vitro e in—vivo, se
expresan en la Tabla 3. El ensayo piloto de inoculacion de las dos especies de
Phytopythium analizadas (Phy. frezzii y Phy. helicoides), indicaron que bajo las
condiciones del ensayo, la patogenicidad resultd ser similar tanto para el método de
inoculacién de la capa (manteniendo el suelo entre capacidad de campo e inundacion) y

el método con inundacion prolongada (Tabla 3 y Anexo II).

Tabla 3. Patogenicidad promedio para dos especies de Phytopythium (método de la capa
e inundacion).

Especie % mortandad promedio | % mortandad promedio
método de la capa inundacion

Phytopythium frezzii 16,3% a 17,8 % a

Phytopythium helicoides 12,75 % A 13,5% A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05).Mintsculas Phytopythium
frezzii, maytsculas Phytopythium helicoides.
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Tabla 4. Patogenicidad in vitro e in vivo de las especies de Pythium y Phytopythium aisladas entre 2013-2016 en las zonas norte y sudeste de la
provincia de Buenos Aires.

Clado

]

- =% == -

AR E =g g

In vitro In vivo
N° aislam Cant. Grados de ataque % mortand
probados Semil.
0 1 2 3 4 | Promedio | Rango Patogenicd.
P. ultimum var. ultim 8 320 320 95,7 +4,9 A
P. ultimum var. 2 80 16 64 96,3| +3,6 A
sporang
P. ultimum 20 320 20| 300 79,17 +21,02 A
P. irregulare 10 320 14| 306 83,5| +7,9% A
P. sylvaticum 8 320 32 0 10 64| 214 54,2 | +23,5 M-A
P. inflatum 1 40 8 26 6 33% B
P. aphanidermatum 5 200 200 73% | _+21,6 A
P. catenulatum 1 40 25 7 7 1 7 B
P. longandrun 1 40 30 10 2% B
P. dissotocum 3 120 20 72 28 66,70% | _+25 M
P. paroecandrum 4 200 30 120 30 20 55,88 | +36,36 M-A
P. aff. 1 40 40 5,88 B
heterothallicum
P. acanthicum 3 150 60 60 30 0% NP
P. periplocum 2 100 50 50 3,1 _+1,06 B
P. nunn 1 40 40 0% NP
Pythium sp. 1 40 20 20 2 B
Phy. helicoides 1 40 40 16,3 M-B
Phy. frezzii sp. nov. 1 40 5 7 8| 20 12,75% B
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K Phy. aff. mercuriale 1 40 B

K Phy. chamaehyphon 2 100 30 30| 40 29,40% | +7.9 B-M

K Phy. vexans 13 520 136 248| 128 8 3% | _+1 B

K Phytopythium sp. 10 9 1 0 NP
Achlya 1 40| 40 NP
Mortierella™ 1 40 40 NP

* Zygomycete no Oomycete (aislado de semillas)

Patogenicidad. A= Alta, Semillas 3-4 y plantulas >75%; M=Media, semillas 2 o 3 y plantulas entre 50 y 75%; B= Bajo,

semillas 1 y 2 y plantulas > de 50%; NP= No patdgena, semillas 0 o a veces 1 y plantulas 0 % de mortandad-
Grados de ataque segun escala de Jiang et al., 2012.
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3. RESPUESTAS DE DIFERENTES ESPECIES FRENTE A DISTINTAS
TEMPERATURAS

Hubo diferencias significativas entre las tres especies de Pythium tanto para PS
como para DO. En relacion a PS no se efectud andlisis estadistico ya que la respuesta fue
bien definida, 0 (plantulas normales) o 4 semillas muertas. Se observa que P. ultimum y
P. irregulare mataron todas las semillas a 15 °C y a 25 °C, pero a 35 °C las plantulas
nacieron sanas o con grado 1. Por su parte P. aphanidermatum se comporté de manera
opuesta, ya que a 15 °C no resulté patogeno, pero a 25 °C y a 35 °C matd todas las semillas

(Fig. 31 y Tabla 5).

PATOGENICIDAD en SEMILLA

45
B 4
T 35
g 3
::: 2,5
o 2
T 15
<
3 1
S 05 |
-
0
15°C 25°C 35°C
Temperatura/especie

B P ultim ®P.irreg ®P.aphanid ™ test

Figura 31. Patogenicidad en semillas de soja de cepas de P. ultimum, P. irregulare 'y P.
aphanidermatum incubadas a tres temperaturas (15, 25 y 25 °C) (segun escala propuesta
por Jiang et al., 2012).

Por su parte la patogenicidad in-vivo (DO) y la tasa diaria de crecimiento se
analizaron estadisticamente para cada una de las tres temperaturas utilizadas (Tabla 5 y
Anexo II).

Para el DO a 15 °C, la especie que presentd menor emergencia promedio sobre 15
semillas sembradas fue P. ultimum con 0,6 plantulas normales emergidas (PNE). Le
siguid P. irregulare con 2,96 PNE y P. aphanidermatum con 9,6 PNE, que se diferencio
del testigo que mostrd un valor de 13,6 PNE.

Por su parte para el DO a 25 °C, P. ultimum también fue la especie con menor
numero de PNE, con un valor de 3,95 promedio, pero no se diferencié estadisticamente

de P. aphanidermatum con un valor de 3,8 y si de P. irregulare con 9,52 PNE, que
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también resultd patdgena porque se diferencid del testigo sin indculo, que presentd un
valor de 14,2.

El DO a 35 °C fue totalmente distinto ya que la especie con menor nimero de
PNE promedio, fue de P. aphanidermatum que no permitid6 que ninguna semilla
emergiera y las otras dos especies no presentaron patogenicidad ya que no se

diferenciaron estadisticamente del testigo sano (14,6 PNE) (Fig. 32, Tabla 5 y Anexo II).

15°C ; 25 °C 35°C
12.13, 11,414 B 15,78 A A
8.8%4 8,62 11,65
2 o =
s 565 & 6244 A g 752
@ A @ A ®
2.42- B 3,65 3,384
B
-0.82 i . 1,06 075 ] \
RRE  WT Aphanid RRE ULT  Aphanid RRE ULT  Aphanid
Especie Especie Especie

Figura 32. Emergencia de plantulas de soja en suelo infestado con P. ultimum, P.
irregulare y P. aphanidermatum incubados a 15, 25 y 35 °C, de 15 semillas sembradas.

3.1. Tasas diarias de crecimiento.

A 15°C, P. ultimum y P. irregulare no se diferenciaron estadisticamente con 1,70
y 1,62 cm/dia respectivamente, pero si de P. aphanidermatum que presentd un valor
menor (1,22 cm/dia). A 25 °C, P. ultimum fue la especie con mayor tasa de crecimiento,
4,21 cm/dia, y se diferencio estadisticamente de P. irregulare y de P. aphanidermatum
(3,80 y 3,61 cm/dia respectivamente). Por el contrario a 35 °C, P. aphanidermatum fue
la especie que presentd mayor tasa (4,07 cm/dia), diferenciandose de P. ultimum y P.
irregulare (1,00 y 0,69 cm/dia respectivamente) que también se diferenciaron entre si

(Fig. 33, Tabla 5 y anexo II).
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incubados a 15, 25 y 35 °C.

Tabla 5: Respuestas de diferentes especies de Pythium frente a distintas temperaturas.
15°C

Aislam. Especie Prom. Prom. Patog.
Crecim. emergencia semilla

98 P. ultimum 1,78 0,20 4

90 P. ultimum 1,92 0,20 4

102 P. ultimum 1,51 0,80 4

77 P. ultimum 1,58 1,20 4

79 P. irregulare 1,59 1,60 4

87 P. irregulare 1,57 1,80 4

85 P. irregulare 1,62 2,00 4

78 P. irregulare 1,62 3,80 4

64 P. aphanidermatum 1,08 9,00 0

12 P. aphanidermatum 1,32 9,00 0

7 P. aphanidermatum 1,26 11,40 0

25 °C

Aislam. Especie Prom. Prom. Patog
Crecim. emergencia semilla

98 P. ultimum 428 3,80 4

90 P. ultimum 424 2,20 4

102 P. ultimum 3,90 7,40 4

77 P. ultimum 442 2,40 4

79 P. irregulare 3,42 11,20 4

87 P. irregulare 4,44 8,00 4

85 P. irregulare 3,48 8,60 4

78 P. irregulare 3,86 10,80 4

64 P. aphanidermatum 4,02 3,00 4

12 P. aphanidermatum 3,38 3,40 4

7 P. aphanidermatum 3,44 5,00 4

35°C

Aislam. Especie Prom. Prom. Patog.
Crecim. emergencia semilla

98 P. ultimum 1,00 14,60 1

90 P. ultimum 1,84 14,20 0

102 P. ultimum 0,69 13,80 1

77 P. ultimum 0,48 14,40 0

79 P. irregulare 0,48 14,40 0

87 P. irregulare 0,56 14,60 1

85 P. irregulare 0,58 14,40 0

78 P. irregulare 1,16 14,20 0
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64 P. aphanidermatum 4,1 0,00 4
12 P. aphanidermatum 4,07 0,00 4
7 P. aphanidermatum 4,07 0,00 4

Aislam.= Aislameinto; Prom. Crecim.= Crecimiento promedio; Prom. Emergencia=
Emergencia Promedio; Patog semilla= patogenicidad in vitro

4. ENSAYOS DE MANEJO CON P. ultimum, P. irregulare y P. sylvaticum
4.1 Control quimico, eficacia de diferentes formulados curasemillas

4.1.1 Sensibilidad in vitro:

El crecimiento miceliar del 100 % de los aislamientos fue inhibido con la dosis de 10
ppm de metalaxil in vitro (Fig. 34) pero cuando el medio de cultivo contenia 100 ppm de
carbendazim-+tiram solo se inhibi6 el 40 % de los aislamientos.

La dosis de 10 ppm de metalaxil en APD, no dejo al descubierto ninguna cepa
resistente, a excepcion de Phytopythium aff. mercuriale que como siguid creciendo con
esa dosis, se la duplico llevandola a 20 ppm de metalaxil en APD, y atn asi sigud

creciendo.

Figura 34. Ensayo de sensibilidad in-vitro, izquierda tratamiento con metalaxil,
derecha testigo.

4.1.2 Eficacia de diferentes formulados curasemillas:

Ensayo A) El metalaxil control6 de manera eficiente a los diez aislamientos en forma
conjunta, ya que presentd mas PNE en promedio que el resto de los tratamientos, e
inclusive presentd el mismo numero de plantulas emergidas que el testigo sin inocular.
Para la mezcla de fungicidas carbendazim+tiram los datos evidenciaron que el
tratamiento no generd ningun tipo de proteccion, ya que el testigo inoculado y el
tratamiento con esta mezcla de fungicidas no presentaron diferencias significativas. El
metalaxil presentd un 81,44 % de control mientras que para carbendazim-+tiram fue solo

de 3,66 % (Tabla 6 y anexo II).
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Ensayo B) Todos los tratamientos se diferenciaron estadisticamente del testigo inoculado
en la cantidad de PNE; el metalaxil present6 la misma cantidad de plantulas emergidas
promedio (86,76 % de control), comparable con el resultado del ensayo A).
Difenoconazol y azoxistrobina también se diferenciaron entre ellos, siendo azoxistrobina
el de mayor cantidad de PNE y un 52,83 % de control, mientras que difenoconazol solo

presentd 25 % de control (Tabla 6 y anexo II).

Tabla 6. Porcentaje de emergencia promedio y porcentaje de control de semillas de soja
tratadas con fungicidas curasemillas y sembradas en suelo inoculado con Pythium spp.

Tratamiento % Emer. Prom % Control
Ensayo A)
Testigo con in6culo 16 A
Carb+ Tir con indculo 16,33 A 3,66
Metalaxil con indculo 23,33 B 81,44
Testigo sin indculo 23,66 B
Metalaxil sin indculo 23 B
Carb+Tir sin in6culo 24 B
Ensayo B)
Testigo con inodculo 233 A
Difenoconazol con indculo 8 B 25
Azoxistrobina con indculo 14,33 C 52,83
Metalaxil con indculo 22 D 86,76
Testigo sin indculo 22 D

Carb+ Tir: Carbendazim + Tiram; Emer. Prom: Emergencia Promedio
Test DGC Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

4.2 Relacion entre el gen Rps1k y la resistencia a Pythium ultimum y P. irregulare
en soja

Cinco dias después de la inoculacion, los genotipos SE+1y SE+2 presentaron reaccion
de compatibilidad tanto con el aislamiento F13-1 como con el aislamiento F13-3. Por su
parte los genotipos SE-1y SE-2 lo hicieron con el aislamiento F13-1, pero no asi con el
F13-3.

En el presente ensayo, no se detectaron diferencias significativas entre las medias de
los genotipos sin el gen, ya sea que estuviesen inoculados o no, ni tampoco difirieron del
SE+2. En cambio, los genotipos con el gen Rpslk difirieron entre si, tanto los que
estuvieron inoculados como los no inoculados. SE+2 presentd 19 plantulas promedio
emergidas (95 % de emergencia) mientras que SE+1, 15,67 plantulas promedio emergidas
(76,35 % de emergencia). En ambos casos la emergencia disminuy6 cuando se inoculo,
con 12,67 y 6,83 plantulas promedio emergidas (63,35 % y 34,15 % de emergencia)

respectivamente (Tabla 7 y anexo II).
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Tabla 7: Emergencia de plantulas a los 21 dias desde la siembra de genotipos de soja

sin inoculo e inoculados con Pythium spp.

Genotipos | Inoculado | Emergencia % de Emergencia
SE+2 No Inoc. 19,00 A 95,00
SE-1 No Inoc. 18,00 A 90,00
SE-2 No Inoc. 18,00 A 90,00
SE+1 No Inoc. 15,67 B 78,35
SE-1 Inoc. 15,33 B 76,65
SE-2 Inoc. 15,00 B 75,00
SE+2 Inoc. 12,67 C 63,35
SE+1 Inoc. 6,83 D 34,15

Emergencia: Numero promedio de plantulas emergidas (de un total de 20 semillas sembradas).

Medias con distinta letra son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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DISCUSION

El presente trabajo se llevo a cabo para actualizar los conocimientos sobre las
comunidades de Oomycetes de suelo, que se asocian al cultivo de soja y que son
potenciales agentes causales de enfermedades de plantulas en las dos zonas relevadas de
la provincia de Buenos Aires, Argentina. De todos los lotes muestreados pudo obtenerse
al menos un aislamiento de Pythium o de Phytopythium, lo cual corrobora que estos
géneros son ‘“habitantes del suelo”. En ambas zonas las dos especies prevalentes fueron
P. ultimum y P. irregulare con 41,7 % y 22,5 % respectivamente para el NBA; y 66,4 %
y 23,2 % respectivamente para el SEBA.

La composicion de la comunidad de Oomycetes asociada con el cultivo de soja
fue diferente seglin la zona relevada, esto sugiere que la localizacion geografica tiene un
efecto sobre las comunidades de Oomycetes. La influencia del medio ambiente en la
diversidad y distribucion de los patdogenos de las plantas no es un concepto nuevo. Se han
realizado estudios enfocados en la distribucion de Oomycetes asociadas con
enfermedades de plantulas de soja en distintos estados de Estados Unidos (Broders ef al.,
2007, Jiang et al., 2012, Marchand et al., 2014, Zitnick-Anderson y Nelson 2015, Rojas
et al, 2016 b, Readmer et al., 2017). Rojas et al. (2016 a) evaluaron la diferencia en las
comunidades con respecto a la posicion geografica (latitud y longitud) en Estados Unidos,
concluyendo que la latitud era un factor importante en la diversidad, quienes también
demostraron, que las herramientas moleculares son aptas para estudiar la diversidad de
especies de Oomycetes asociados al cultivo de la soja. Los tipos y algunas propiedades
del suelo, como ser el pH, o la concentraciéon de calcio, también se asociaron con la
diversidad de especies de Pythium, y con altos niveles de incidencia de enfermedad
(Broders et al., 2009).

En Argentina Pastor et al. (2005) efectuaron muestreos de suelos desde la
provincia de Chaco hasta el sur de la provincia de Buenos Aires, determinaron las
especies de Pythium spp. y mencionaron que en Buenos Aires la diversidad aument6 de
norte a sudeste. En esos suelos determinaron P. ultimum var. ultimum, P. irregulare, P.
spinosum, P. acanthicum, P. aphanidermathum, P. intermedium, P. oligandrum, P.
rostratrum, P. catenulatum y P. debaryanum. Los estudios fitopatologicos, de Oomycetes

de suelo en soja realizados previamente en Argentina, han sido escasos. Solo se hallan
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citas que relacionan a Glycine max con P. ultimum, P. irregulare, P. debaryanum, P.
rostratum y P. sylvaticum (Pastor et al., 2011; Grijalba et al., 2011). Si bien, en este
trabajo se identificaron 21 especies no se encontr6 ni determiné a P. debaryanum ni a P.
rostratum. Por su parte Vallone y Giorga (1997) citaron como Unicas especies que
provocan damping off en soja, a P. acanthicum y a Pythium sp. Esto difiere con nuestros
resultados, ya que P. acanthicum no apareci6 produciendo damping off, ni se aislo de
muestras de suelo; se determin6 en granos de soja aunque no resultd ser patogeno tanto
en los ensayos in vitro como en los efectuados in vivo.

Este trabajo revel6 especies de Pythium del clado F e I que contribuyeron al menos
al 95,4 % de la composicion de la comunidad y estos clados también contienen la mayoria
de las especies fitopatogenas (Lévesque y De Cock, 2004). El porcentaje restante de las
comunidades obtenidas, se dividio entre los clados de Pythium A, B, D, E y J, y los
géneros Phytopythium (Clade K), Achlya y Mortierella (Zygomycete).

De plantulas sintomaticas y muestras de suelo, del NBA, se obtuvieron 181
aislamientos que correspondieron a Pythium ultimum, P. irregulare, P. sylvaticum, P.
inflatum, P. aphanidermatum, P. dissotocum, P. catenulatum y P. longandrum mas un
Pythium sp. que no pudo ser clasificado dentro de ninguna especie conocida; a tres
especies de Phytopythium: Phy. helicoides, Phy. frezzii sp. nov., Phy. chamaehyphon y
una que tampoco pudo ser identificada, Phytopythium sp. Mientras que del SEBA, se
obtuvieron 102 aislamientos, que correspondieron a Pythium ultimum, P. irregulare, P.
sylvaticum y P. paroecandrum. Todo esto demuestra que en el NBA la cantidad de
especies de Pythium obtenidas es mayor que las del SEBA. En esta ultima region no se
ha obtenido ningun aislamiento que fuese clasificado como Phytopythium, esto puede
deberse, entre otros factores, a que en el NBA el cultivo de soja es relativamente mas
antiguo, y ademas en el SEBA, se rota con otros cultivos como girasol y papa. Otro factor
que pudiera influir de alguna forma en la adaptacion de las especies, es la diferencia de
temperaturas medias de cada region (16,8 °C vs. 13,7 °C respectivamente).

En este trabajo se comprobo la transmision de Pythium spp. y Phytopythium spp. pero
no de Phytophthora sojae por semillas de soja, que era lo que se esperaba (Schulz y
Francomano de Picardi, 1989; Zhaohui y Jin, 1999). Se pudo determinar la trasmision de
P. irregulare, P. paroecandrum, P. heterothallicum, P. acanthicum, P. periplocum, y
Phy. vexans con distinto grado de patogenicidad. Niirgard (1979) cité a Pythium como
patégeno de semillas (seed-borne), indicando que principalmente los frutos carnosos

pueden proveer condiciones favorables para su estableciémiento e invasion de las
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semillas. De esta forma P. aphanidermatum coloniza semillas de tomate (Gattani y Kaul,
1951, citado por Niirgard, 1979). No se han encontrado otras citas de transmisién de
Pythium spp. via semillas, tanto Valerie Grimault (presidente de ISTA, International Seed
Testing Asociation), Nicolas Denance (project leader of ISTA pest list) como John Rupe
(Universidad de Arkansas) (comunicaciones personales), coinciden en que, si bien es
comun encontrar al género Pythium en semillas de diferentes hospedantes no hay trabajos
al respecto.

Las especies que presentaron patogenicidad en soja son P. ultimum sensu lato, P.
irregulare, P. sylvaticum, P. aphanidermatum 'y P. paroecandrum; otras presentaron baja
patogenicidad, P. inflatum, P. catenulatum, P. longandrum, P. aff. heterothallicum; Phy.
helicoides, Phy. frezzii, Phy. chamaehyphon, Phy. vexans y Phy. aff. mercuriale. P.
acanthicun, P. nunn 'y P. periplocum resultaron ser no patdgenas, no causaron sintomas
en plantulas de soja, lo que también ha sido reportado (Zitnick- Anderson y Nelson, 2015;
Rojas et al., 2016 b). Algunas de estas especies han sido citadas como micoparasitos o
antagonistas, este es el caso de P. nunn, que tiene superposicion de nicho ecoldgico con
P. ultimum, siendo un colonizador de materia orgénica (saprétrofo) sin causar
enfermedades a las plantas y parasita sus hifas (Martin y Loper, 1999). Por lo que, el
haber aislado estas especies podria ser el resultado de una competencia, o
hiperparasitismo de estas especies, sobre especies patogenas de Pythium (Paulitz y Baker,
1987; Sneh, 1998; Ali-Shtayeh y Saleh, 1999), este podria ser otro factor a tener en cuenta
en la diferencia de especies encontradas entre regiones. Varias de ellas fueron aisladas a
partir de granos cosechados, P. nunn del SEBA, y P. acanthicum y P. periplocum del
NBA, lo que abre una puerta al control bioldgico con cepas no patdogenas. Hay citas sobre
algunas de las especies de Pythium que mejoraron el desarrollo de raices, y ademas, se ha
observado que P. oligandrum y otras Pythium spp. produjeron productos similares a
auxinas que podrian aumentar la formacion de raices (Le Floch et al., 2009, Rojas et al.,
2016 a). Sin embargo, las especies de Phytopythium encontradas resultaron ser de baja
patogenicidad, aunque Phy. litorale fue citada en EEUU, como altamente patdgena de
soja (Readmer et al., 2017), especie que no ha sido obtenido en nuestros relevamientos.

Varias veces se ha demostrado la coexistencia de diferentes especies de Oomycetes,
en raices de un mismo hospedante (Broders et al., 2007; Zitnick-Anderson y Nelson,
2015). En el presente trabajo fue muy comun aislar de raices de plantulas sintomaticas,
Ph. sojae junto con Pythium spp., o dos aislamientos de Pythium obtenidos de la misma

raiz, resultaron ser especies distintas. Esto hace pensar en algin tipo de asociacion entre
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las especies que resultaron con alto grado de patogenicidad y el resto de las especies,
inclusive Achlya se cita como patdogena de arroz en EEUU (Webster et al., 1970).

En el marco del presente estudio fueron caracterizadas e identificadas para la
Argentina, como especies de Pythium, citadas por primera vez asociadas con el cultivo
de soja, P. acanthicum, P. aphanidermatum, P. catenulatum, P. dissotocum, P. nunn, P.
longandrum, P. paroecandrum y P. aff. heterothallicum, y de Phytopythium: Phy.
chamaehyphon, Phy. helicoides, Phy. aff. mercuriale, Phy. frezzii sp. nov y Phy. vexans,
las que se deberan incluir en los listados efectuados previamente por Palmucci (2015),
para Oomycetes de Argentina. Ademas se puntualiza que este, es el primer reporte de P.
nunn, P. longandrum, P. paroecandrum y P. aff. heterothallicum, para la Argentina.

Tanto el metalaxil como la mezcla de carbendazim+tiram son los fungicidas
recomendados (CASAFE 2007) para el control de Pythium spp. en el cultivo de soja en
la Argentina. El metalaxil, que es un fungicida especifico para este tipo de pseudohongo,
presentd un muy buen nivel de control de los aislamientos patdgenos, tanto en los ensayos
en cajas de Petri como en los realizados en macetas, mientras que la mezcla de fungicidas
carbendazim+tiram no control6 de manera eficiente a los mismos aislamientos de
Pythium. Por esta razon, no seria aconsejable esta mezcla, para el tratamiento de semillas
de soja, que pueden ser atacadas por este pseudohongo en los primeros estadios del
cultivo.

En referencia a los fungicidas de amplio uso en Argentina, pero no recomendados
como curasemillas en el cultivo de soja, los resultados obtenidos coinciden con las
apreciaciones de Reis et al. (2010). Estos autores indicaron que al ser Pythium un
Oomycete, los triazoles (inhibidores de la sintesis del ergosterol) no ofrecen un buen
control. La ruta bioquimica del ergosterol es una caracteristica de la mayoria de los
hongos (Ascomycetes y Basidiomycetes), pero estd ausente en los Peronosporomycetes
(Peronospora, Plasmopara, Phytophthora, Pythium, etc). Estos tltimos son insensibles a
los triazoles, dado que no sintetizan ergosterol, satisfaciendo sus necesidades por la
absorcion miceliar del compuesto a partir del sustrato. Esta diferencia es la base de la
selectividad de los inhibidores de la biosintesis de esteroles, que no se deben utilizar para
el control de las enfermedades causadas por Peronosporomycetes.

Por otro lado las estrobirulinas poseen un amplio espectro de control y cierto grado
de absorcién sistémica por las raices, aumentando la proteccion de las plantulas y su
accion funguicida resulta de la inhibicion de la respiracion mitocondrial en los hongos,

debido a que previenen la transferencia de los electrones entre el citocromo b y el
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citocromo c. Estos fungicidas no son especificos para los Peronosporomycetes, pero
pueden controlar al género Pythium, aunque con eficiencia relativamente baja a media, y
dependiendo del momento de aplicacion (accidon preventiva). Dentro de este grupo
quimico la azoxistrobina de uso en tratamientos de semillas (DYNASTY ® 10 FS
SEMILLERO-Syngenta, 2014) estd recomendada para Plasmopara halstedii agente
causal del mildiu o enanismo del girasol, que también pertenece al reino Stramenopila.
Sin embargo, bajo las condiciones de este ensayo el control de los aislamientos de
Pythium utilizados fue intermedio y bastante menor que el producido por el tratamiento
con metalaxil.

Por lo tanto se concluye que el control quimico de la podredumbre por Pythium en
plantulas de soja fue mas eficaz con la aplicacion del fungicida metalaxil, de manera
preventiva, con respecto a los otros tres fungicidas probados. Aun asi, y dado que en
varios paises se han reportado cepas resistentes a metalaxil (Sanders, 1987; Van Jaarsveld
et al., 2002; Porter et al., 2009; Weilland ef al., 2014) se deben utilizar otras técnicas de
manejo para esta enfermedad, tanto quimico como bioldgico, que provean un control
adecuado. Tanto las compafiias quimicas como los productores de soja deben focalizar su
atencion en utilizar alternadamente fungicidas eficientes con diferente modo de accion
que prevenga el futuro desarrollo de cepas resistentes.

Se ha observado cierta diferencia varietal en soja con suelos inundados (Rupe et al.,
2011) lo que puede tener una relacion directa ya que Pythium, al ser un Oomycete,
requiere agua libre como condicién predisponente para su ataque. Entre las variedades
sobresalio el cultivar Archer que se liberd al mercado en 1990 con resistencia a Ph. sojae
Rps 6 and Rpslk (Cianzio et al., 1991), se especulaba que la resistencia a Pythium se
debia al gen de resistencia Rps/k (Rupe et al., 2011). En el presente trabajo, no se
detectaron diferencias significativas entre las medias de los genotipos de soja con y sin el
gen Rpslk de resistencia a Ph. sojae, estuviesen o no inoculados con P. ultimum y P.
irregulare. En ambos casos la emergencia disminuy6 cuando se los inoculd con dichos
patogenos.

Varias de las especies de Pythium no-patdgenas encontradas, estan citadas como
microorganismos utilizados en control biologico. Las cepas no patdogenas o hipovirulentas
son capaces de colonizar sitios de infeccion en las superficies de las plantas y proteger las
plantas susceptibles contra sus respetivos patdgenos, mediante distintos mecanismos.
Competencia por sitio de infeccion o nutrientes, asi como la induccion de la resistencia

se demostraron para Rhizoctonia, Fusarium y Pythium (Sneh, 1998). P. nunn ha sido
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eficiente antagonista de P. ultimum, P. aphanidermatum y Phy. vexans, entre otros
microorganismos (Lifshitz et al., 1984; Fang y Tsao, 1994; Sakura Kobayashi et al.,
2010). Por su parte P. periplocum, esta citado como hiperparasito de Botrytis cinerea
(Paul, 1999). La actividad como mycoparasito de P. acanthicum y P. periplocum contra
especies patogenas de Pythium también ha sido evaluada (Ali Dhtayed y Saleh, 1999).

También se estudio el efecto de la temperatura sobre la capacidad patogénica de
algunos aislamientos. Hubo diferencias significativas entre las tres especies de Pythium
probadas tanto para PS como para DO. P. ultimum y P. irregulare mataron todas las
semillas a 15 °C y a 25 °C, pero a 35°C las plantulas nacieron sanas. Por su parte P.
aphanidermatum se comportd de manera opuesta, ya que a 15 °C y a 25 °C no resulto
patdgeno, pero a 35 °C mato todas las semillas. Con respecto al DO pas6 algo parecido,
ya que con las temperaturas de 15 °C y 25 °C, P. ultimum fue la especie con menor
numero de PNE, pero a 35 °C la patogenicidad fue totalmente distinta ya que la especie
con menor nimero de plantulas normales promedio emergidas fue P. aphanidermatum.
Esta especie no permitié que ninguna semilla emergiera y las otras dos especies probadas
no presentaron patogenicidad, ya que no se diferenciaron estadisticamente del testigo
sano. Esto coincide con Wei ef al. (2011), quienes encontraron que P. ultimum fue la
especie mas patdogena a 25 °C., seguida de P. aphanidermatum, pero la mayor temperatura
que ellos probaron fue 28 °C y no 35 °C, temperatura a la que P. ultimum casi no es
patdgena, en nuestros ensayos. También mostraron gran variacion para P.
aphanidermatum, con un aumento del porcentaje de PS directamente proporcional al
aumento de temperatura y para P. irregulare inversamente proporcional con el aumento
de temperatura (hasta el limite maximo que ellos ensayaron). Todo esto nos indica que la
temperatura Optima para la patogenicidad y el crecimiento de las diferentes especies de
Pythium, determinan cual de ellas predomina en el campo y esto dependera de la
localizacion geografica y de la fecha de siembra de la soja. Por ende las pruebas de
patogenicidad a 22 °C + 2 son meramente orientativas, ya que ademas de las probadas
aqui, son varias las especies que tienen comportamiento diferencial respecto a la
temperatura (Rojas et al., 2016 a).

Todas las especies de Phytopythium se aislaron a partir de suelo, plantulas o granos
de la zona NBA, pero ninguna pudo ser aislada del SEBA. Esto puede deberse a la
caracteristica que comparten que es la alta temperatura Optima y maxima para el
crecimiento (aproximadamente 30 °C y 35-40 °C respectivamente) (Lévesque y de Cock,

2004).
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Phy. cucurbitacearun si bien pudo ser aislada a partir de muestras de suelos
procedentes de lotes comerciales de soja de Fontezuela (NBA) durante la campaia
2013/14 y se identifico morfologica y molecularmente (mediante tres genes ITS, CoxIl y
Bta tub); no se considera una especie valida debido a que se ha perdido el “type”, art. 36
de la convencion de Melbourne (McNeill ef al., 2012) y por ende se la considera dentro
del complejo Phy. vexans (de Cock et al., 2015).

Rojas et al. (2016 a) encontraron a Phy. helicoides como patdgena de soja, pero en
este trabajo hemos obtenido un solo aislamiento a partir de muestras de suelos
procedentes de lotes comerciales de soja de Pergamino (NBA) que presentod alta
patogenicidad en semilla, pero intermedia a baja en plantulas (23,81 %).

En el arbol filogenético desarrollado con todas las secuencias de ITS logradas (Fig.
31) se aprecia bien que Phytopythium es un género genéticamente distinto de Pythium y
se encuentra mas proximo a Phytophthora (Ph. sojae en este caso) que a Pythium. Los
datos de secuencia proporcionan una metodologia rapida para buscar o determinar
especies, sin embargo, se debe tener la precaucion cuando se busque en la base de datos
de las secuencias de ADN del GenBank, ya que no todas las secuencias estan bien
clasificadas y existe una alta tasa de error en las determinaciones (Kang et al., 2010). Por
eso Abad (2010a) propone que las claves para oomycetes se basen en los tipos primarios
(Type, Holotype) descripciones y trabajos filogenéticos realizados en base a los cultivos

utilizados por el investigador para describir la especie.
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CAPITULO 11

Phytophthora sojae AGENTE CAUSAL DE
LA PODREDUMBRE DE RAIZ Y LA
BASE DEL TALLO DE LA SOJA
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INTRODUCCION

Phytophthora sojae Kaufmann & Gerdemann, causa la podredumbre de semilla,
el damping-off de pre y post emergencia, y la podredumbre de raiz y base del tallo de la
soja (PRBTS) (Schmitthenner, 1985). Es responsable de pérdidas anuales de més de dos
billones de ddlares en la produccion de EEUU (Tyler, 2007). Hildebrand (1959) report6
diferencias en la virulencia entre aislamientos de Ph. sojae. Posteriormente las diferencias
fueron mas evidentes ya que la poblacion natural del patdogeno es muy compleja; se
describieron muchas razas y formulas de virulencia, entre las que, algunas pueden quebrar
todos los genes de resistencia Rps. Mas de 55 razas han sido reportadas (Leitz et al., 2000;
Anderson y Tenuta, 2003) en base a la reaccion de 8 a 13 genes mayores de resistencia
(Dorrance et al., 2003 b; Jackson et al., 2004; Nelson et al., 2008). El nimero de patotipos
identificados ha aumentado drasticamente en los ultimos afios, lo que ha hecho que el
sistema de clasificacion en razas no sea practico (Dorrance et al., 2004), Actualmente hay
mas de 200 patotipos conocidos (Dorrance y Griinwald, 2009), lo que sugiere una alta
variacion genética con relacion a la poblacion natural. Hay 28 genes Rps descritos en soja,
que confieren resistencia a PRBTS (Sahoo et al., 2017).

A diferencia con EEUU y Canada, donde el patogeno fue reportado por primera
vez en Indiana en 1948, y desde 1951 en ambos paises, en Argentina la PRBTS es
relativamente nueva. Fue citada en los anos 70 por Hartwig (D.E. Barreto, comunicacion
personal). En 1978-79, severas muertes de plantas se detectaron en 15 localidades en el
sur de Santa Fe y norte de Buenos Aires, principalmente en los cultivares Harosoy 71 y
Harosoy 321. Ph. megasperma var. sojae fue citado como el agente causal de la
sintomatologia observada (Martinez e Invancovich, 1979). Diez afios después, en 1989,
la enfermedad fue detectada en Pergamino, en una parcela experimental de soja bajo riego
por aspersion, usando un test seroldgico rapido, the Agridiagnostic monoclonal antibody-
based assay kits (A. F. Schmitthenner, comunicacion personal). Desde que Schmitthenner
informo la presencia de Phytophthora en soja en Argentina, muestreos anuales en el
campo se llevaron a cabo para evaluar la virulencia del patdgeno, y para obtener
informacion sobre la resistencia de los cultivares de mayor uso en el pais y de lineas

avanzadas de los programas de mejoramiento para facilitar el manejo de la enfermedad.
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Desde 1989 a 1992, los muestreos anuales llevados a cabo en el noreste de la
provincia de Buenos Aires, indicaron que PRBTS estuvo presente en varios lotes como
plantas enfermas en forma dispersa. Cuarenta y seis aislamientos de plantas y de suelos
probados en su reaccion a ocho genes Rps, mostraron que solo la raza 1 fue encontrada
en el area relevada (Barreto et al., 1991; 1995). En ese tiempo, la enfermedad pareci6
estar en el mismo estado que se present6 en Ohio (EEUU) desde 1954 hasta 1972, cuando
se reportd la primera nueva raza. En los tltimos afos, en Argentina, hubo un dramatico
cambio de labranza convencional a labranza minima (siembra directa). En el presente,
mas del 85 % del area se siembra en labranza minima y el 50 % con monocultivo de soja
(Rossi, 2004). Se ha mencionado que el uso de la siembra directa aumenta la incidencia
(I) y la severidad (S) de Ph. sojae, Phialophora gregata y Heterodera glycines en soja
(Schmitthenner, 1985; Workneh et al., 1999). En la campana 1994/1996, la enfermedad
mostrd un rapido incremento de la prevalencia, incidencia y cambios en la virulencia del
patogeno. La prevalencia de la enfermedad entre 159 lotes relevados en la subregion
pampeana norte, fue del 29 % (en la campana 1994/95) y 12 % (en 1995/96). La mayor
incidencia, basada en el recuento de 100 plantas enfermas por hilera de cultivo, en diez
diferentes sitios en cada campo, fue de 70 % en Bombal (Santa Fe). Durante la campaia
1994/1997, la virulencia monitoreada, basada en 112 aislamientos obtenidos y testeados
(71 % y 29 % de plantas y suelos respectivamente) indicaron que el 65 % pertenecio a la
raza 1. Treinta y nueve aislamientos fueron avirulentos sobre los genes Rps 1d y Rps 1k
(Barreto ef al., 1998 b). En 1996 un aislamiento de suelos de Los Molinos (Santa. Fe) fue
identificado como raza 4 (Barreto ef al., 1998a). Estos resultados muestran que algunos
aislamientos poseen mas de un gen de virulencia el que no habia sido reportado y la
variabilidad de Ph. sojae se confirmo en la subregion pampeana norte. La incidencia de
la enfermedad registrada en lotes de la provincia de Entre Rios (localidad de Cerrito), fue
de 30 % y la virulencia basada en la respuesta de 17 cultivares diferenciales, fue Rps 1c
y Rps 2 (Vicentini, 1996). En la campana 1997-98, 71 aislamientos de Ph. sojae obtenidos
de plantas y suelos de Arrecifes, Manuel Ocampo, Rojas y Suipacha (norte de Buenos
Aires); Bigand y las Rosas (sur de Sta. Fe) y Marcos Juarez (sudoeste de Cordoba),
probados en un set de ocho genes Rps, indicaron que el 53 % pertenecid a la raza 1 (Gally
et al., 1999). PRBTS y el cancro del tallo de la soja (Diaporthe caulivora y aspalathi)
fueron las enfermedades mas prevalentes en las provincias del este en 1998, ocasionando

la reduccion en el nimero de plantas, y plantas débiles (Wrather ef al., 2001). En muchas
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ocasiones, los sintomas caracteristicos de ambas enfermedades, pudieron ser observados

juntos, y sus agentes causales fueron confirmados en laboratorio.

1. AGENTE CAUSAL

Phytophthora es un Oomycete que pertenece al Reino Stramenopila. Es un
organismo diploide, que en su ciclo de vida incluye tanto reproduccion sexual como
asexual. Posee oosporas persistentes con pared fina, que provienen de la fecundacion de
los gametangios del mismo talo (homotélica). El principal agente causal determinado es
Ph. sojae, que posee micelio coraloide tipico (Fig. 35 C) y esporangios no papilados,
ovoides, elipsoidales u obpiriformes (Fig. 35 B). Con un tamafo entre 23-88 x 16-52 pum.
Los oogonios son globosos con un tamafio mayor a 30 pum diam., con anteridios paraginos
y anfigenos (Fig. 35 D). Las clamidosporas no se forman facilmente y su temperatura
optima de crecimiento es entre 20-25 °C. Las oosporas miden entre 19-38 pm diam.y se
forman en tejidos infectados (Fig. 35 A). La germinacion de las oosporas no es de forma
sincronizada, puede durar 30 dias o mas y producir de forma directa o indirecta
esporangios. La temperatura ptima para la formacion y germinacion de las oosporas es
de 24 °C (Erwin y Ribeiro, 1996; Hartman et al., 1999).

Phytophthora sansomeana también ha sido citada en EEUU y China como agente
causal de plantulas con sintomas de damping off y recuperada a partir de soja utilizada
como tejidos trampa. Sin embargo, el rango de hospedantes que afecta es distinto e

incluye a maiz, abeto Douglas y varias especies de malezas (Hartman ef al., 2015).
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Figura 35. Phytophthora sojae. A) Detalle de Oosporas en hipocétile. B) Esporangios.
C) Micelio tipico del tipo coraloide. D) Detalle de oogonio conteniendo oospora en su
interior.

1.1 Variabilidad de Phytophthora sojae

La interaccion entre el patogeno y el hospedante en el patosistema Ph. sojae-soja
sigue la teoria gen por gen propuesta por Flor (1971). La expresion de la resistencia
(incompatibilidad) requiere una interaccion entre un gen de resistencia en la planta de
soja (Rps) y un gen de avirulencia en Ph. sojae, por lo tanto implica una resistencia
inducida. La resistencia inducida es el resultado de la activacion de los mecanismos de
defensa en respuesta a la infeccion, la que sirve inhibiendo o suprimiendo el desarrollo
de la enfermedad. En otras palabras, un gen de avirulencia en el patégeno codifica para
un elicitor que directa o indirectamente interactia con el producto del gen correspondiente
a la resistencia en la planta causando una reaccioén de hipersensibilidad (Parker, 2009).
La susceptibilidad (compatibilidad), de otra manera, se considera como una respuesta
pasiva (no-inducida) debido a la ausencia de genes de resistencia y/o avirulencia

(Misaghi, 1982). Este concepto explica las bases de la genética de la especificidad del
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hospedante, exhibida por las razas fisioldgicas o patotipos en este patosistema Ph. sojae-
soja.

El primer gen Rps fue identificado en 1950 en soja, y se han identificado y
mapeado, en ocho cromosomas, 28 genes Rps que confieren resistencia a PRBTS (Sahoo
et al. 2017). La variabilidad en Ph. sojae ha sido evaluada tradicionalmente a través de
un test de virulencia usando un grupo (set) de cultivares diferenciales, que pueden ser
siete a 14 genotipos de soja, cada uno con un gen de resistencia (Rps) a Ph. sojae, y
ademas se usa un genotipo susceptible universal para corroborar la reaccion y la
patogenicidad. Las maés de 55 razas se han identificado, en base a la reaccion de
compatibilidad (susceptible) e incompatibilidad (resistente) de lineas diferenciales
(Dorrance et al, 2004). Se le dio un niimero sucesivo de raza a un patotipo, con una
féormula de virulencia no descripta previamente. Nuevas combinaciones de genes de
virulencia o patotipos fueron apareciendo continuamente en el patégeno (Schmitthenner
et al., 1994; Yang et al., 1996; Abney et al, 1997; Ryley et al., 1998; Dorrance et al.,
2003 b; Jackson et al., 2004; Grijalba y Gally, 2015), lo que llevo a desalentar el viejo
sistema de clasificacion. Potencialmente puede haber 2'* 0 16.384 (2", donde n=numero
de genes Rps) posibles combinaciones de virulencia o razas. Los investigadores
principales describen patotipos en lugar de seguir nombrando nuevas razas. Actualmente,
se usan patotipos o formulas de virulencia para describir los patrones de virulencia
basados en la reaccion de un set de genotipos diferenciales, y se expresa como reaccion
de virulencia/avirulencia: asi la raza 1 del patégeno corresponde a la formula 7/1a, 1b,
Ic, 1d, 1k, 3a y 6 (Schmitthenner et al., 1994). Conocer el patotipo es mucho mas
informativo ya que indica qué genes Rps son compatibles con el aislamiento (Robertson
et al., 2009). Hay mas de 200 patotipos conocidos de este patogeno (Dorrance ef al., 2003
b), lo que sugire alta variacion genética con relacion a la poblacion natural. Se sabe poco
sobre como ocurre esta variacion y la diversidad dentro de las poblaciones endémicas.
Los Oomycetes son organismos diploides cuyo ciclo de vida incluye tanto la reproduccion
sexual como la asexual. Los organismos que se reproducen asexualmente tienden a
exhibir un alto grado de clonacién, con pocos genotipos presentes en altas frecuencias,
mientras que los organismos con reproduccion sexual suelen tener un mayor grado de
diversidad genotipica (McDonald, 1997). Debido a su naturaleza homotalica, Ph. sojae
se considera esencialmente un organismo que se propaga por clonaciéon (Gijzen y Qutob,
2009). Estudios previos han indicado que poca o ninguna heterocigosis se presenta en las

poblaciones (Foorster ef al., 1994). Al igual que ocurre con muchos patdégenos de suelo,
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tiene escasos medios de dispersion, por lo que se cree que es limitado el flujo génico
(McDonald y Linde, 2002). Sin embargo, se ha sugerido que existe una gran reserva de
diversidad genética en poblaciones de este patogeno (Hobe, 1981), aunque sélo unos
pocos estudios han intentado caracterizar esta diversidad utilizando marcadores genéticos
(Forster et al., 1994; Drenth et al., 1996; Meng et al., 1999; Gally et al., 2007; Dorrance
y Grunwald, 2009; Steward et al., 2011). Steward et al. (2016), indicaron que ocurre
cierto flujo de genes dentro de lotes vecinos, pero no a través de regiones, lo que sugiere
que existe una gran probabilidad de que cada regidn tenga sus propias poblaciones y que
proporcione evidencia adicional de alta diversidad dentro de este patdgeno homotalico,
que puede deberse, en parte, a flujo de genes limitado, mutacion u outcrossing.

Los microsatélites codominantes o las repeticiones simples de secuencia (SSRs)
son adecuados para los estudios genéticos de poblaciones, ya que permiten la
cuantificacion de los heterocigotas, y estimar el cruzamiento natural. El genoma de Ph.
sojae fue el primer genoma de Oomycetes en ser secuenciado (Tyler et al., 2006). El
analisis de las secuencias del genoma y el analisis funcional de una serie de genes
proporcioné nuevas perspectivas en la patogenicidad y en los factores de virulencia de
esta especie. Schena et al. (2008) identificaron 12 SSRs que podrian utilizarse en un
numero restringido de especies de Phytophthora relacionadas con Ph. sojae. En otro
estudio, 21 SSRs desarrollados a partir de secuencias de Ph. sojae raza 2, se utilizaron
sobre 33 aislamientos de Ohio, EEUU (Dorrance y Grunwald, 2009). Estos estudios
mostraron que los marcadores microsatélites son capaces de revelar altos o bajos niveles
de variacion.

A los efectos de realizar estudios comparativos (tanto geografica como
temporalmente), es fundamental lograr la reproducibilidad de marcadores moleculares
entre laboratorios. Se demostré que, los RAPDs (ADNs polimérficos amplificados
aleatorios) son dificiles de reproducir y los AFLPs (polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados), aunque son reproducibles, muchas veces solo dan lugar a
diferencias de una banda entre laboratorios. Por su parte los SSRs son considerados
marcadores robustos, las diferencias en el tamafio del alelo pueden aparecer entre los
laboratorios dependiendo del sistema de analisis utilizado (Jones et al., 1997; Weeks et
al., 2002; Widmark et al., 2011). El tamafio del alelo estimado no s6lo depende del
nimero de nucleodtidos sino también de la movilidad del fragmento en la electroforesis
(Weeks et al., 2002; Widmark et al., 2011), del tipo de marcador fluorescente utilizado,

de la distancia entre el alelo y el estandar utilizado (Jones et al., 1997), y del uso de
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diferentes instrumentos en los software empleados (Weeks et al., 2002). Los métodos
moleculares que utilizan capilares son capaces de detectar 2,4 veces mas alelos en
promedio que el método de gel y pueden ser repetibles entre laboratorios (Steward et al.,
2011). Sin embargo, estas discrepancias podrian minimizarse si los genotipos de

referencia de ADN estandar fueran compartidos entre laboratorios colaboradores.

1.2. Sintomas de la enfermedad

Ph. sojae puede infectar la planta de soja durante todo el ciclo del cultivo. Los
sintomas tempranos son: podredumbre de semillas y damping off de pre y pos
emergencia, los cuales ocurren comunmente en suelos que sufren anegamiento, poco
después de la siembra. Los sintomas en plantulas de mayor tamafio dependen de la
susceptibilidad y tolerancia del cultivar. En los de mayor susceptibilidad, los tallos se
presentan humedos, las hojas amarillentas y las plantulas se marchitan y mueren (Fig. 36
C). En los tolerantes hay podredumbre de algunas raices pero las plantulas permanecen
vivas.

En las plantas adultas, el sintoma mas notorio es una lesion de color pardo oscuro
que rodea totalmente el tallo y avanza desde la superficie del suelo, generalmente hasta
el cuarto o quinto entrenudo y contrasta con el color verde de los tejidos sanos (Fig. 36
D). Ademas, hay podredumbre de la raiz principal, desintegracion de raices laterales y
amarillamiento de hojas. El resultado final es el marchitamiento y muerte de las plantas,
que se observan necrosadas y con las hojas adheridas a los tallos (Fig. 36 C). Estos son
los sintomas mas evidentes en el campo, frecuentemente en periodos de escasa
disponibilidad de agua, a causa de la disminuciéon de la eficiencia de absorcion y
translocacion de la planta enferma. Como sucede con la mayoria de las enfermedades
causadas por patdgenos cuyo habitat natural es el suelo, los sintomas suelen presentarse
localizados en determinados sectores del lote, en manchones o en sectores del surco de
siembra, debido a la dispersion limitada de los propagulos (Fig. 36 A y B). En cultivares
tolerantes el sintoma mas evidente en plantas adultas es la podredumbre de raices
secundarias y la decoloracion de la raiz principal. En algunos casos puede observarse una
lesion unilateral en el tallo. De todas formas, atn en cultivares susceptibles, los dafios son
menores cuando las plantas se encuentran en etapas avanzadas del ciclo (Carmona ef al.,

2017).
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Figura 36. Phytophthora sojae. A) y B) Aspecto general de un campo afectado. C)
Sintoma de marchitamiento. D) Detalle de la podredumbre basal.

2. CICLO DE LA ENFERMEDAD Y CONDICIONES PREDISPONENTES

Cuando se siembran variedades de soja susceptibles a Ph. sojae y en algin
momento del ciclo del cultivo se producen las condiciones predisponentes para la
enfermedad (exceso de humedad, acumulacion de agua en el suelo y temperatura superior
a 15 °C), las oosporas (fuente de indculo primario), presentes en el lote germinan y
producen esporangios o micelio. Los esporangios son también capaces de germinar
directamente o indirectamente liberando zoosporas. Estas son esporas asexuales moviles
que pueden nadar, cortas distancias en la superficie de suelo inundado, hasta la superficie
de las raices, siendo atraidas por exudados isoflavonoides. En las raices enquistan,
germinan y penetran directamente. Las hifas crecen intercelularmente en los tejidos
radiculares, e intracelularmente en hipocotiles y forman haustorios globosos que penetran

en las células.
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Ph. sojae es considerado un patdgeno hemibidtrofo, ataca como un biétrofo en los
primeros estadios de la infeccién y después cambia a necrétrofo. En plantas viejas,
coloniza la raiz principal y raices laterales, y las lesiones se extienden hacia la parte
superior del tallo. En estas lesiones, el patégeno forma oosporas (homotélico). La
colonizacién de la corteza ocurre tanto en las variedades resistentes como en las
susceptibles, pero en las primeras no alcanza los tejidos vasculares. Después de la
cosecha, las oosporas sobreviven en los tejidos muertos, que al descomponerse las dejan
libres en el suelo (Hartman et al., 2015).

Todas las condiciones que determinen exceso de humedad y acumulacion de agua
en el suelo son favorables para la germinacion de las oosporas y el transporte de las
zoosporas hacia las raices, como son dias continuos de lluvias, terrenos bajos o zonas mas
bajas de los lotes, suelos compactados, cabeceras de lotes. El monocultivo provoca la
acumulacion de oosporas en el suelo, lo cual se agrava en presencia del rastrojo con alta

concentracion de oosporas, es decir en siembra directa.

3. MANEJO DE LA ENFERMEDAD

El uso de cultivares resistentes, es el método mas econémico y efectivo para
controlar a este patogeno. Se describieron dos diferentes tipos de resistencia a Ph. sojae
en el hospedante, la resistencia raza especifica condicionada por genes simples
dominantes (Rps); y la resistencia parcial o resistencia no especifica conferida por varios

genes menores (Walker y Schmitternner, 1984).

3.1 Resistencia raza especifica: Varios genes Rps tales como Rps la, Rps 1c y Rps 1k se
han incorporado en cultivares comerciales (Rossi y Nari, 1995; Slaminko et al., 2010),
sin embargo como en muchos otros patosistemas, gobernados por la teoria de gen por
gen, el patogeno se adapta a los genes de resistencia Rps especificos. Cuando se
introducen nuevos genes Rps a través de la liberacion de un nuevo cultivar, los
aislamientos de Ph. sojae sobrepasan esa resistencia introducida (Dorrance ef al., 2003 b;
Slaminko et al., 2010). Como se ha mencionado se han reportado més de 200 patotipos
de este patogeno, presumiblemente debido a la presion de seleccion de la poblacion de
nuevos patotipos que pueden sobrepasar estos genes Rps. La rapida evolucidén de nuevos
patotipos virulentos de Ph. sojae limitan la efectividad de un gen Rps entre ocho a quince
afios (Schmitthenner, 1985). Consecuentemente hay una constante necesidad de nuevos

genes Rps para manejar efectivamente la enfermedad. Desde la identificacion del primer
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gen Rps, en 1950, hasta el presente, los veintiocho genes Rps han sido identificados y
mapeados en ocho cromosomas. Recientemente se mapeo6 el gen Rps/2 en el brazo menor

del cromosoma 18 (Sahoo et al., 2017).

3.2 Resistencia parcial (RP) o no especifica, también llamada tolerancia: Se define como

“la habilidad relativa para sobrevivir a la infeccion radicular, tanto natural o artificial, sin
mostrar desarrollo de sintomas severos tales como la muerte, disminucion del crecimiento
o pérdida de rendimiento (Walker y Schmitternner, 1984). Este tipo de resistencia es
poligénica, y limita la tasa de crecimiento de la lesion del patogeno dentro del tejido del
hospedante, permitiéndole tolerar mejor la infeccién cuando se lo compara con un
hospedante totalmente susceptible (Tooley y Grau, 1984; Dorrance et al., 2003 a; Ferro
et al., 2006). Entonces la tolerancia debe ser més estable que la resistencia de un solo gen
debido a la falta de presion de seleccion sobre el patéogeno. Esto ha demostrado ser
efectivo contra todos los patotipos de Ph. sojae, restringiendo la colonizacion de los
tejidos de la planta (Slaminko et al., 2010). La RP necesita volverse activa en la planta
antes de empezar a ser efectiva; se vuelve activa después de la aparicion del primer par
de hojas verdaderas (estado de crecimiento VC), por lo tanto las semillas y las plantulas
de un cultivar con alta RP es susceptible a la enfermedad desde la siembra y durante los
estados tempranos de crecimiento (Dorrance et al., 2003 a). El test de la capa es el método
estandarizado utilizado para verificar la resistencia parcial a Ph. sojae en soja (Thomison
et al., 1991; Schimetthenner y Bhat, 1994; Grijalba y Barreto, 2002; Dorrance et al., 2003
b; Ferro et al., 2006; Stewart y Robertson, 2012). En el test de la capa, un cultivo del
patdgeno en agar se ubica a cierta distancia debajo de la semilla en la siembra, tres a
cuatro semanas después se evaluan la incidencia y la severidad usando una escala de 1 a

10 (Stewart y Robertson, 2012).

3.3 Otras medidas de manejo:

3.3.1_Uso de fungicidas especificos. Los fungicidas del grupo quimico de las

acilalaninas tal como el metalaxil, actian inhibiendo la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos, particularmente la produccion de ARN, que tiene un efecto directo sobre los
Oomycetes por ende serian oomyceticidas. El metalaxil aplicado como solucion o en
tratamiento de semillas mejora la emergencia de las plantulas y aumenta los rendimientos
en cultivares de soja susceptibles (Anderson y Buzzell, 1982). Estudios posteriores

demostraron que el tratamiento de semillas puede tener un impacto significativo sobre la
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emergencia y rendimiento en cultivares con resistencia parcial, si las condiciones son
predisponentes para la enfermedad durante la emergencia de las semillas hasta que la
primera hoja unifoliada sea visible (Dorrance et al., 2003 a). Schmittenhemer y VanDoren
(1985) plantearon la hipdtesis que “la combinacion de alta tolerancia, mejorar el drenaje,
la labranza del suelo y el tratamiento de semillas con metalaxil, seria tan efectivo como

el control con resistencia a multirazas de Phytophthora™.

3.3.2 Rotacidn de cultivos: Como medida que evitaria la acumulacion del in6culo.

La rotacion de soja con maiz no es una manera eficiente para manejar el damping off
causado por Ph. sojae debido a que las oosporas pueden sobrevivir en el suelo por muchos
afios ain en ausencia de soja (Yang, 1999). Sin embargo, se demostréo menor pérdida de
plantas y de rendimiento, cuando un cultivar resistente fue sembrado en rotacion con maiz
comparado con monocultivo de soja (Schmitthenner y Williams, 1962). Estudios de
campo han demostrado que después de cinco afnos de monocultivo de cultivares
susceptibles, tolerantes o resistentes, al sexto afno se presentd una severa enfermedad en
parcelas sembradas previamente con cultivares susceptibles y tolerantes, mientras que la
enfermedad resultdé moderada en aquéllas sembradas previamente con cultivares
resistentes. Esto puede explicarse por el hecho de que mas oosporas se forman en los

cultivares susceptibles o tolerantes que en los resistentes (Hartman et al., 1999).

3.3.3 Buen drenaje: Todas las medidas que se adopten para mejorar el drenaje

contribuyen a disminuir los dafios causados por la enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS

1. Virulencia en la subregion Pampeana Norte durante el intervalo 1998-2004

Antes del periodo abarcado por el presente estudio, entre 1998-2004 se habia
muestreado gran parte de la zona nucleo sojera, se efectuaron aislamientos y se determind
la respuesta de un set de diferenciales, pero no se terminé la evaluacion y el andlisis de
los datos obtenidos. Dentro de este periodo (2013-2016) se completo dicha investigacion,
lo que se vio6 reflejado en la publicacion Grijalba y Gally (2015). Durante los seis afios
del estudio, se seleccionaron 50 lotes de soja y se muestrearon para la podredumbre de la
raiz por Phytophthora, en la subregion Pampeana norte. Setenta y ocho por ciento de los
lotes estudiados fueron lotes comerciales de soja con una larga historia de produccion de

soja, y los lotes restantes fueron parcelas de ensayo de soja (Fig. 37).
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Figura 37. Distribucion de Phytophthora sojae en Argentina. Los nimeros representan
20 localidades donde se recolectaron las muestras. Las letras representan las provincias:
BA (BUENOS AIRES) 1 Arrecifes; 2 parcela experimental; 3 Pergamino; 4 El Socorro;
5 M. Ocampo; 6 Ramallo; 7 Rojas; 8 R. Obligado; 9 San Antonio de Areco; 10 Pilar. SFe
(SANTA FE) 11 Bigand; 12 Godeken; 13 Hughes; 14 Mufioz; 15 Las Rosas. Cba
(CORDOBA) 16 Marcos Juarez; 17 Saira. ER (ENTRE RIOS) 18 Victoria; 19 Villa
Teresita; 20 Gualeguaychu.
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2. Virulencia en el NBA y SEBA durante el intervalo 2013-2016

2.1 Identificacion de los aislamientos y almacenamiento

Los aislamientos se caracterizaron mediante la coloracion del micelio cenocitico
con presencia de hinchamientos hifales (hyphal swellings) y por la abundante produccion
de oosporas esféricas de pared lisa (homotalico). Los cultivos puros se transfirieron a
tubos en estria en AV8 o LBA con y sin el agregado de agua destilada estéril, para su
almacenamiento a temperatura ambiente. En ambos casos los cultivos se mantuvieron en
incubadora (aprox. a 20 °C) en oscuridad. Para mantener la agresividad, los aislamientos
se inocularon en cultivares o isolineas susceptibles (cv. Sloan, Williams o Haro (1-7)1)
utilizando la técnica de la capa en un intervalo de 4 a 6 meses (Ohal et al., 1985;

Schmitthenner et al., 1994).

2.2 Evaluacion de la virulencia de los aislamientos (Determinacion de razas o
formulas de virulencia especifica)

Para describir los patotipos o formulas de virulencia (virulencia/avirulencia) se
uso el patron basado en la reaccion de un grupo (set) de genotipos de soja diferenciales,
conteniendo ocho genes Rps diferenciales (Schmitthenner et al., 1994; Dorrance ef al.,
2004). Los genes diferenciales incluyeron HARO 12 (Rps 1-a), HARO 13 (Rps 1-b),
Corsoy 79 (Rps 1-¢), HARO 16 (Rps 1-d), HARO 15 (Rps 1-k), HARO 3272 (Rps 3-a +
Rps 7), HARO 6272 (Rps 6+Rps 7) y Harosoy (Rps 7). Como control susceptible se utilizo
Haro (1-7)1, Williams y Sloan.

Algunos aislamientos obtenidos entre 2002 y 2004 se evaluaron en un set
expandido de 14 cultivares diferenciales, sumando a los genotipos diferenciales ya
mencionados, los siguientes L.82-1449 (Rps 2-7), HARO 33 (Rps 3b), HARO 34xx (Rps
3c), HARO 4272 (Rps 4), HARO 5272 (Rps 5), P1 399073 (Rps 8) y tres lineas
experimentales, Haro Nez (Rps 744), Ox 939 (Rps 0x939) y X570-20-2-1 (Rps 0x940),
con tres genes/alelos putativos de Harrow (Canadd) (Table 1).

Los genotipos diferenciales de soja se obtuvieron de A.F. Schmitthenner de Ohio
Agricultural Research and Development Center (EEUU), y T. Anderson de Agriculture
Canada, Research Station, Harrow, Ontario. Todos ellos fueron multiplicados cada afio

en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la UBA.
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2.2.1 Corroboracion del patron de virulencia de la reaccion de los genotipos de
soja diferenciales

Segun Dorrance ef al. (2004) algunos de estos genotipos diferenciales pueden no
ser recomendados debido a resultados inconsistentes. Para corroborar esto, se utilizaron
5 cepas de Ph. sojae obtenidas a partir de plantas con sintomas tipicos de la enfermedad
de diferentes localidades del NBA y SEBA. Se identificaron como S1 (Loberia), S2
(Necochea), S3 (Loberia), N1 (Germania) y N2 (Germania). Las mismas se inocularon
mediante la prueba del hipocotile sobre las siguientes lineas diferenciales con los genes
incluidos: Parker y HARO 12 (Rps 1-a), Sanga y HARO 13 (Rps 1-b), LaMoure, HS93-
4118, Corsoy 79, A 6785 y Arksoy (Rps 1-¢), L93-3318 y HARO 16 (Rps 1-d), Williams
82, Kinwa y HARO 15 (Rps 1-k), No. 3226 Brown y HARO 3272 (Rps 3-a + Rps 7),
Altona y HARO 6272 (Rps 6 + Rps 7), Harosoy y Adelphia (Rps 7). Como control
susceptible se utilizaron Haro (1-7)1 y Williams.

Debido a reacciones inconsistentes en 2015 se obtuvieron diferenciales
complementarias de S. Steward, del INIA La Estanzuela Rep. Oriental del Uruguay.
Quedando el set de ocho isolineas diferenciales de ocho Rps a partir de las inoculaciones
efectuadas en 2015, de la siguiente forma: HARO (1-7)1 o Williams (rps rps); HARO
1272 (Rpsla, Rps7), HARO 13 (Rps1b); P1103091Hernan (Rps1d); Williams 82 (Rps1k);
L83-570 (Rps3a); HARO 6272 (Rps6, Rps7) y Williams 79 (Rps1c). Todos ellos también

fueron multiplicados en el campo experimental de la Facultad de Agronomia UBA.

2.3 Técnica de inoculacion

La virulencia de Ph. sojae se evalud usando la técnica de inoculacion del
hipocétile (Schmitthenner et al., 1994). El indculo se produjo en medio AV8 o LBA semi-
solido (1,2 % agar), en cajas de Petri en camara en oscuridad a 23-25 °C. Una colonia de
cada aislamiento, de 10-12 dias desde la siembra se macerd mediante el pasaje a través
de una jeringa y se volvid a cargar en la jeringa. Una hendidura longitudinal en el
hipocotile (de aprox. 1 cm de longitud) se hizo con una aguja calibre 16 en plantas de 7 a
10 dias de cada diferencial, y aproximadamente 0,1 ml de macerado del cultivo se colocod
en cada hendidura. Las plantas creciendo en una mezcla de vermiculita:suelo:arena
(2:1:1), se incubaron en contenedores plasticos con tapa para mantener la humedad (HR
cercana al 100 %) durante el periodo inicial de la incubacién. Después de 20-24 h se
sacaron de los contenedores plasticos y se mantuvieron en una habitacion a temperatura

entre 20-25 °C durante 6 dias. Las plantas se regaron diariamente para mantener el suelo
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himedo. Los sintomas se registraron en los diferenciales susceptibles 3 dias después de
la inoculacion. El registro final se complet6 a los 5 dias desde la inoculacion. La reaccion
y el patron de virulencia fue identificado como susceptible (70 % o mas de plantulas
muertas) o como resistente (30 % o menos de plantulas muertas). Las plantulas que
presentaron una mortalidad entre el 31 y 69 % se consideraron como de reaccion

intermedia (Anderson y Buzzell, 1992; Ryley et al., 1998).

3. Relacion genética entre aislamientos de Ph. sojae provenientes del NBA y

SEBA utilizando marcadores SSRs.

Se decidié comparar la estructura genética de parte de los aislamientos de ambas
zonas mediante la técnica de microsatélites especificos (SSRs). El dataset (grupo de
datos) incluyo un total de 93 aislamientos de Ph. sojae (41 NBA y 52 SEBA) (Tabla 8) y
5 ADN controles de aislamientos de EEUU, cedidos gentilmente por la Dra. Silvina
Stewart del INIA La Estanzuela Rep. Oriental del Uruguay. Las dos regiones definidas
a priori fueron: NBA (Arrecifes, FAUBA, Pergamino, Rojas, Ramallo, Rancagua y
Villaguay), y SEBA (Balcarce, Loberia y Necochea).

Se seleccionaron ocho microsatélites (SSRs-codominantes) que incluyeron 2, 3,
4, 5 y 6 pares de bases repetidas (Tabla 9) que se eligieron basados en el éxito de la
amplificacion y el mayor numero de alelos (tamafios de banda) por locus (Steward et al.,
2011). La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador Perkin-Elmer (Perkin-Elmer
Cetus, Emeryville, CA), con una reaccion mezcla de 15 pl con 0,2 nM de cada dNTP, 2,5
nM MgCl2, 1X buffer de la hot Start, 0,08 unidades de polimerasa (Promega Inc.,
Madison, WI), 0,45 pM de cada primer y 1 pl (100 ng) de ADN. Cada corrida incluy6
una reaccion sin ADN (control negativo) para monitorear la contaminacion potencial por
AND exodgeno. El termociclador se programo con un paso inicial a 95 °C durante 5 min,
paso de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, luego 30 ciclos a 58 °C, hibridacion,
durante 30 s, 72 °C durante 30 s y 72 °C durante 10 min. Los productos de amplificacion
se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 con el agregado de buffer
TBE 0.5% (0.045 M Trizma base, 0.045 M &cido boérico, 0.001 M EDTA, pH 8.0), usando
5 ul de los productos de PCR. Se visualizaron en un trans-ilumninador con fluorescencia
UV después de la tincion con bromuro de etidio. Las imagenes de los geles se grabaron
usando un procesador de imagenes (Gel Documentation System —ImageStore 5000, UVP,

UK), y se almacenaron como archivos TIFF. Los tamafios de los alelos se determinaron
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utilizando el equipo Fragment AnalyzerTM Automated CE System de la Unidad de
Gendmica y Bioinformatica del INTA Castelar (UGB) ya que utiliza capilares y este
método es mas sensible, y es posible separar los productos de PCR que difieren en solo

dos pares de bases (Steward et al., 2011).

TABLA 8. Listado de los aislamientos de Phytophthora sojae utilizados para el
chequeo de la relacion genética utilizando marcadores SSRs. Se detalla origen y
patotipo.
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Zona Localidad Patotipo 43 61 | SEBA | Loberia 56004
1 2 | NBA Rancagua 76004 44 | 62 | NBA Chacabuco | 04414
2 3 | SEBA | Loberia 76014 45 63 | SEBA | Loberia 56014
3 4 | SEBA | Loberia 50004 46 64 | NBA Rancagua 52404
4 5 | SEBA | Loberia 56014 47 | 65| NBA FAUBA 04404
5 7 | SEBA | Loberia 76004 48 66 | NBA Rojas 52004
6 8 | SEBA | Loberia 76004 49 68 | NBA Rancagua 42414
7 9 | SEBA | Loberia 76004 50| 73 | NBA Arrecifes 56414
8 10 | SEBA | Necochea 76014 51 74 | SEBA | Loberia 76004
9 11 | SEBA | Necochea 76014 52 75 | SEBA | Balcarce 56404
10 12 | SEBA | Necochea 76004 53 78 | SEBA | Balcarce 52004
11 15 | NBA Rojas 42000 54| 79 | SEBA | Balcarce 42004
12 18 | NBA Pinzon 02414 55| 80 | SEBA | Necochea 00004
13 20 | NBA Rancagua 56404 56 81 | SEBA | Balcarce 42404
14| 21 | NBA Arrecifes 00404 57| 82 | SEBA | Balcarce 42404
15| 22| NBA Rancagua 56044 58 | 83 | SEBA | Tandil 56404
16 | 24 | NBA Cap. 54004 59 | 84 | SEBA | Necochea 42404
Sarmiento 60 | 89 | NBA | Fontezuela | 42404
17| 25| NBA Pinz6n 56006

s 56 TNBA Barader 04014 61 92 | NBA Ff)nt?zuela 52004
19| 27 | NBA Arrecifes 54004 62| 54| NBA Pinzon . 26004
63 95 | NBA Pergamino | 42404

20 28 | SEBA | Balcarce 72004 ——
71 30 TSEBA | Lobera 6004 64 96 | NBA * | Victoria 00004
22 | 31| NBA San A. de 04414 65| o8| NBA FAUBA 22014
Areco 66 | 100 | SEBA | Loberia 52004
23 32 | NBA Arrecifes 54004 67 | 103 | SEBA | Loberia 02404
24 | 34 | NBA * | Villaguay 12414 68 | 104 | SEBA | Loberia 56404
25 | 35| NBA * | Villaguay 10004 69 | 105 | SEBA | Balcarce 54004
26 | 36 | NBA * | Villaguay 70014 70 | 106 | SEBA | Necochea 52004
27 40 | NBA Colén 42004 71 | 108 | SEBA | Necochea 52004
28 | 41 | NBA FAUBA 04404 72 | 110 | SEBA | Balcarce 42404
29 43 | NBA Ramallo 10004 73 | 111 | SEBA | Necochea 00004
30 | 44 | NBA Ramallo 70044 74 | 112 | SEBA | Balcarce 52004
31 45 | NBA * | Villaguay 12414 75| 113 | SEBA | Balcarce 52004
32 | 46 | NBA * | Villaguay 10004 76 | 114 | SEBA | Balcarce 52004
33 48 | SEBA | Balcarce 42404 77 | 115 | SEBA | Balcarce 42404
34 52 | NBA Arrecifes 72004 78 | 116 | SEBA | Balcarce 40014
35| 53 | SEBA | Loberia 72004 79 | 117 | SEBA | Balcarce 46404
36 | 54 | SEBA | Balcarce 46404 80 | 124 | SEBA | Loberia 56414
37| 55| NBA Arrecifes 00404 81 | 125 | SEBA | Balcarce 56014
38| 56 | NBA Arrecifes 02404 82 | 126 | SEBA | Loberia 72004
39 57 | NBA Rancagua 56014 83 | 127 | SEBA | Loberia 56014
40 58 | NBA Arrecifes 54004 84 | 128 | SEBA | Balcarce 52414
41 59 | NBA Pinzon 56004 85| 129 | SEBA | Necochea 76014
42 60 | NBA Rancagua 46044 86 | 132 | SEBA | Balcarce 52004
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87 | 133 | SEBA | Loberia 10004
88 | 134 | SEBA | Loberia 56404
89 | 135 | SEBA | Loberia 54004
90 | 139 | SEBA | Necochea 00004
91 | 140 | SEBA | Necochea 00004
92 | 151 | SEBA | Gral. Piran | 42004
93 | 156 | NBA Colon 52004

El Codigo Octogonal se determind con HaGiS, en el que 0
indica una reaccion incompatible, y 1 indica una reaccion
compatible en cada diferencial después de la inoculacion.
Los 8 digitos se asignaron de la siguiente forma: 000= 0,
100=1, 010=2, 001=4, 110=3, 101=5, 011=6, y 111=7,
(Hermann et al., 1999). El primer digito es la respuesta de
Rpsla, Rpslb, Rpslc, el segundo digito: Rpsld, Rpslk,
Rps2; el tercer digito: Rps3a, Rps3b, Rps3c; el cuarto digito:
Rps4, Rps5, Rps6; y el quinto digito: Rps7, Rps8.

*Victoria y Villaguay (Pcia. de Entre Rios).

Los patotipos se determinaron mediante la inoculacion de 8
diferenciales con cada aislamiento de Phytophthora sojae.

TABLA 9. Secuencias de iniciadores (primers) y caracteristicas para los locus de
microsatélites polimoérficos desarrollados a partir de la secuencia de Phytophthora sojae.
Nombre del locus, nimero de acceso GenBank, secuencia del iniciador, motivo repetido,
rango de tamafio, nimero de alelos determinados mediante el genotipado del aislamiento
P6497 de Ohio, EEUU (extraido de Steward et al., 2011)

Locus  Super Motivo de ! Secuencia de Tamafio N° acceso
consen  repeticion iniciadores (5-3°) del asilam.  GeneBank
SO P6497.
Pb
PSO1 9 (GACACT) 4 F: TGATGGGAGATGGCTACAGG 419 EF667485
R: TCGCAACGACAGATTGATG
PSO5 3 (TCAG)s, F: GAAACAATCAACCGAACAACG 263 EF667486
R: ATAGGAGGGCAAACTGGATG
PS10 NI° (CAAAC),, F:CGACGAAGAACAACATTACTTG 228 EF667489
R: ATGAAACCGAACCAAACCTG
PS12 132 (GCTGTT),3 F: GCTGCTTGTTGCTGTTGTTG 306 EF667490
R: GCGGGTGTTTGGAGAGTATC
PS16 20 (ATTAT)20 F: AATCTGACTTGGACGCTGTG 469 EF667491
R: GCTTAGTGTTTTGGGTTACGC
PS24 36 (CT)y6 +(CT); F: GTCATTTCCCTCGCTCACAC 252 EF667495
R: ACACTGGCAACAAGCAACAG
PS29 NI (TAC),5 F: CCACTGAAGCGAGGTAGAGG 273 EF667499
R: GTAGCACAAAATCCGTCTGC
PS33 2 (AT);s F: CTGCTAGTGCCGTTCGTTG 267 EF667501
R: TAAAAGGGCTGCTCAAATCG

3.1 Curvas de acumulacion de haplotipos: En una primera instancia se evalu6

este parametro, que es una herramienta que permite analizar el poder de discriminacion

entre individuos (haplotipos, genotipos multi-locus) para una cantidad de N locus (en este

caso, microsatélites) dentro de un dataset. Organismos con reproduccion clonal ¢

parcialmente clonal alcanzardn el “plateau” en el nimero de loci necesario para

discriminar todos los haplotipos incluidos con un bajo nimero de polimorfismos. Por el

contrario, organismos de reproduccién predominantemente sexual requeriran una alta

proporcion de los polimorfismos para identificar todos los individuos que constituyen el

dataset.
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Las curvas de acumulacion fueron realizadas con el paquete POPPR (Kamvar et
al., 2014), que corre bajo el entorno programable R (Version 2.14.1). Cada locus

polimérfico fue re-muestreado aleatoriamente 1000 veces.

3.2 Caracterizacion por locus: El andlisis basico de polimorfismo (realizado con
POPPR), arrojo el numero de alelos, la heterocigosis observada (1-D), la heterocigosis
esperada (Hesp) y la uniformidad (evenness) para cada uno de los loci microsatélites
utilizados. Se obtuvo ademas la media para cada uno de estos estimadores, considerando

el total de los microsatélites utilizados.

3.3 Diversidad haplotipica: Se analiz6 ademas la diversidad multi-locus
incluyendo la cantidad y frecuencia de haplotipos para cada uno de los linajes (haplotipo
se toma aqui como equivalente de genotipo multi-locus). La cantidad de genotipos multi-
locus observados (GML), equivalente al indice de diversidad haplotipica, (H) (Nei, 1987)
es funcion del tamafio muestral. Por lo tanto, a los fines de la comparacion entre muestras
de diferente tamafio, un estimador mas efectivo para la diversidad es el nimero esperado
de genotipos multi-locus (¢GML), que corrige los valores observados por rarefaccion,
basados en una muestra de tamafio mayor o igual a diez. La rarefaccion es un método que
fue propuesto para comparar el nimero de especies (en este caso, genotipos multi-locus)
cuando las muestras difieren en tamaio (Gotelli y Colwell, 2011). POPPR utiliza ademas
tres indices de diversidad haplotipica: el de Shannon-Wiener (H), el de Stoddart y Taylor
(G), y el de Simpson (lambda). De los tres, el mas intuitivo y el que se comporta de modo
lineal en relacion con el tamafo muestral es el indice de Simpson, el cual es simplemente
1 menos la suma de las frecuencias haplotipicas al cuadrado. Este estimador ofrece la
probabilidad de que dos muestras tomadas al azar sean diferentes, desde 0 (todos los
aislamientos son iguales) hasta 1 (todos los aislamientos son genéticamente diferentes).

Se evalud ademas la uniformidad (“eveness”) haplotipica. Este pardmetro es una
medida de la distribucion de los haplotipos en una unidad de muestreo: una poblacién con
frecuencias haplotipicas similares tendra una uniformidad completa (tendiente a 1), y una
dominada por un unico haplotipo, sera igual a 0. El indice utilizado para estimar la
uniformidad es E5 (Stoddart y Taylor, 1988), que se calcula esencialmente, como la

relacion entre haplotipos més y menos abundantes dentro de cada muestra.
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3.4 AMOVA: Para evaluar si existe estructuracion en la particion de la variacion
genética de Ph. sojae en la provincia de Buenos Aires se utilizo el Analisis Molecular de
la Varianza (AMOVA, Excoffier 1992). Este andlisis utiliza una particion a priori de los
datos de acuerdo con criterios propuestos por el investigador (en este caso geografico,
como se sefnald anteriormente). AMOVA se llevo adelante utilizando el paquete ade4 que
también corre bajo el entorno programable R. Para evaluar si las localidades/regiones son
significativamente diferentes, se realiz6 un test de aleatorizacion (randomizacion)
utilizando la funcion randtest del paquete ade4. Esta funcidon permuta aleatoriamente las
matrices de muestras, como describen Excoffier ef al. (1992). En este caso se utilizaron
mil permutaciones aleatorias. Cabe sefialar que si el dataset se hubiera muestreado de una
poblacidon panmictica, se esperarian componentes de la varianza pequefios para las

particiones, comparados con la varianza inter-individual (dentro de las particiones).

3.5 Analisis discriminante de componentes principales: Los métodos cléasicos
de asignacion analizan genotipos multi-locus individuales, evaluando las probabilidades
esperadas de que tal genotipo pertenezca a diferentes grupos potenciales. Estos métodos
“basados en modelos” utilizan supuestos explicitos, tales como poblaciones en equilibrio
de Hardy-Weinberg (H-W) y equilibrio de ligamiento. Fueron esencialmente
desarrollados para genotipos haploides y diploides. Por ejemplo, el programa STRUCTURE
(Prichard et al., 2000), es un algoritmo de agrupamiento bayesiano que puede ser
utilizado, en caso que sus supuestos poblacionales se cumplan, tanto para identificar
clusters genéticos en un dataset, como para asignar individuos de origen desconocido a
cada uno de esos dataset. Para ello utiliza las frecuencias alélicas (génicas) de cada
cluster, obtenidas a partir de las observadas en la muestra, y asumiendo que los clusters
se encuentran en equilibrio H-W. Se compraran esas frecuencias (de cada cluster) con la
constitucion alélica (multilocus) de cada muestra a analizar, y en funcion de esa
comparacion se produce una asignacion de cada muestra a cada grupo o cluster.

Estos supuestos no se cumplen en un enorme niimero de casos, entre los que se
encuentra el andlisis de los datasets aqui caracterizados. La utilizacion de este tipo de
aproximaciones cuando los supuestos poblacionales no verifican en la realidad del
sistema bioldgico bajo estudio lleva a resultados fuertemente sesgados y a asignaciones
completamente artificiales.

Adicionalmente, un problema que presentan los métodos tradicionales es que se

enfocan en la variacioén genética completa. La variacion genética puede ser descompuesta
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como varianza total = (varianza entre grupos) + (varianza dentro de grupos). Las
aproximaciones como el andlisis de componentes principales o el analisis de coordenadas
principales se enfocan basicamente en la varianza total, oscureciendo asi la variacion
entre grupos.

El Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) permite superar
las limitaciones antes mencionadas, ya que es un método de andlisis multivariado libre de
supuestos poblacionales (Jombart, 2008). Ademas, DAPC busca combinaciones
sintéticas lineales de las variables originales (las llamadas funciones discriminantes), que
muestran diferencias entre grupos minimizando la variacion dentro de los mismos.
Basado en las funciones discriminantes retenidas, el analisis deriva entonces
probabilidades de pertenencia de cada muestra a un determinado grupo. Este coeficiente
puede ser interpretado como una “proximidad genética” de los individuos (en este caso,
aislamientos) a los diferentes clusters.

DAPC requiere la definicion a priori de grupos. Sin embargo, esos grupos son a
menudo desconocidos o inciertos, y es necesario identificarlos antes de describirlos. Esto
se logra en el andlisis utilizando “k-means”, un algoritmo de agrupamiento que encuentra
un nimero dado (K) de grupos que maximiza la variacion entre grupos. Para identificar
el numero optimo de clusters (K), “k-means” corre secuencialmente con valores
incrementales de K, y diferentes soluciones de agrupamiento son comparadas utilizando
el Criterio de Informacion Bayesiano (CIB). Idealmente, la solucion Optima deberia
corresponder con el valor mas bajo de CIB. El algoritmo de “k-means” permite entonces
una definicion a priori de los grupos, mientras que el analisis discriminante de
componentes principales (DAPC) en si, permite caracterizar y validar los grupos
predefinidos, asi como otorga una probabilidad de asignacion de cada muestra a uno de
los clusters. El Anéalisis Discriminante de Componentes Principales se ha implementado

en el paquete adegenet 2.0.0, que corre bajo el entorno programable R.

3.6 Analisis de redes: Se realiz6, complementariamente, un andlisis de redes. Este
permite visualizar las relaciones genéticas entre individuos. Es un tipo de aproximacion
analitica que evita los constrefiimientos tedricos de los arboles dicotdmicos, lo que resulta
de particular utilidad para el analisis de nivel infra-especifico, en particular para
organismos de reproduccion sexual. Se utiliza en este caso el algoritmo de “minimum

spanning network” (MSN, red de cobertura minima), Este algoritmo utiliza una matriz de
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distancia entre individuos, y a partir de esa matriz elabora una topologia reticulada. Este

analisis se realizé también utilizando POPPR.
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RESULTADOS

1. Virulencia en la subregion Pampeana Norte durante el intervalo 1998-2004

Ph. sojae fue aislada en el 96 % de los lotes afectados. Un total de 193
aislamientos se obtuvieron entre 1998-2004, en la region muestreada, 75 % de plantas
enfermas y 25 % de suelos. Todos los aislamientos demostraron ser patdogenos y se
probaron en los diferenciales susceptibles Haro (1-7) 1, Williams o Sloan. En 1998, se
obtuvieron 60 aislamientos de plantas enfermas y 3 de suelo en cinco localidades. Los
fenotipos de virulencia de los aislamientos de suelo y plantas, y su distribucion en este

periodo se resumen en la Tabla 10.

Table 10. Distribucion de la virulencia de aislamientos de Phytophthora sojae de la sub-
region Pampeana norte entre 1998-2004, probados sobre 8 o 14 genes Rps y 3 lineas
experimentales (* probados en Harrow, Canada).

Férmula de Cantidad de Area Anos
Virulencia ' Raza aislamientos °
7 1 41pl-16 s MO-R-A-SA-LR-Go-H- 98 a 2000-02-
Mu- 04
S-MIJ-FA-Gu-Vi
6,7 13 8pl-2s MO-Pi-Go-ES-MJ 98-99-04
3a,7 15 2pl MO-Go 98-99
3a,6,7 6pl MO-Bi-Go-ES 98-99
la,7 3 2pl Pe-ES 99
1a,6,7 9 13pl-7s ES-Go-RO 99
la,1¢c,7 4 15pl-3s \I\;I.O-R-ES-Ra-Pi-RO-VT- 98-99-02-04
1
1a,3a,6,7 7 3pl MO-Go 98-99
la,1¢,6,7 5 Ipl-1s S-Vi 99-04
la,1d,7 44 1pl MO 98
la,1d,6,7 8 1pl RO 99
la,1d,3a,6,7 6 Ipl Mu 04
la,1b,6,7 23 3pl-3s ES-Bi-Go-RO 98-99
la,1b,1¢,6,7 1pl ES 99
la,1b,1d,6,7 2pl RO 99
la,1b,1d,1k,6,7 1pl-2s ES-Go-RO 99
la,1c,1d,7 43 4pl MO-Pe-Ra 98-02
la,1c,1d,3a,7 Ipl MO 98
la,1c,1k,6,7 2pl B 98
la,1c,1d,1k,6,7 Ipl Pe 99
la,1d,1k,7 3pl MO 98
1b,7 2 9pl MO-R-A-SA-LR-B 98
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1b,6

1b,6,7 11
1b,1¢,1d,6,7

1b,1d,6,7

1b,1d,3a,6,7 17
1b,3a,6,7 24
1c,7 14
1c,6,7

lc,1d,7

lc,1d,6,7

lec,1d,1k,6,7

1c,3a,7

1c,3a,6,7

1d,3a,7

1k,7

Probados en Canada (*)

la,lc,1d,3b,7
la,lb,1¢c,1d,1k,2,3b,3¢,4,5,6,7
la,1b,1¢c,1d,1k,3b,4,5,6,7,940
1b,1d,2,3b,3¢,4,5,6,7
1b,1d,1k,3b,4,7,940
1b,1d,1k,2,3a,3b,3¢,4,5,6,7,8,944,939,940
1b,1d,2,3a,3b,3¢,4,5,6,7,8,944,939,940
1b,1k,2,3b,3¢,5,6,7,940
1b,1k,2,3a,3b,3¢,4,5,7
1b,3a,3b,5,7,8,940

1b,3b,5,7

1k,3b,4,5,7

1k,2,3b,5,6,7

1k,3b,7,940

2,3b,4,5,7

3b,7

3b,4,5,6,7

3b,5,6,7

Is
Ipl-1s
1pl
1pl-2s
3pl
4pl
2pl-2s
Is
Is
Is
1pl
Ipl
1pl
Ipl
Is

Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl
Ipl

ES
Pi-MJ
ES
Go-RO
Mu-Gu
MO-Pi-LR
MO-Pe
Pe

Pe

Pe

Pe

ES

ES

MO

Vi

Pi
VT

99
99-04
99
99
03-04
98-04
98-99
99
99
99
99
99
99
98
04

04
04
04
04
03
04
02
00
02
04
98
04
04
00
04
04
00
98

! Lista de los genes Rps quebrados (1a, 1b, 1c, 1d, 1k, 3a, 6, 7) y 3b, 3¢, 4, 5, 8, 939, 940, 944.

2 pl=Planta s=Suelo

MO=Manuel Ocampo, R=Rojas, A=Arrecifes, Pe= Pergamino, ES=EI Socorro, Ra=Ramallo, SA=San
Antonio de Areco, Pi=Pilar, LR= Las Rosas, B= Bigand, S=Saira, Go=Godeken, H=Hughes, Mu=Muiios,

RO=Rafael Obligado, MJ=Marcos Juarez, FA= FAUBA, Gu=Gualeguaychu, VT=Villa Teresita,

Vi=Victoria.
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Figura 38. Porcentaje de aislamientos de Phytophthora sojae obtenidos entre 1998-2004,
y su interaccion con los genes Rps. Blanco: probados en Harrow (Canadd) sobre un grupo
de 15 cultivares diferenciales, y 3 lineas experimentales. Negro: probados en Argentina
sobre un grupo de 8 cultivares diferenciales.

En los tultimos afos, el numero de patdtipos identificados ha aumentado
drasticamente, lo que ha hecho que el sistema numérico de clasificaciéon en razas sea
engorroso (Dorrance et al., 2004), pero tanto las férmulas de virulencia como el numero
de razas han sido incluidos porque los fitomejoradores y agricultores argentinos estan
acostumbrados al sistema numérico. Entre los 173 aislamientos probados en los ocho
diferenciales, se detectaron 37 patotipos diferentes, incluyendo 18 razas descritas. Los
fenotipos de virulencia no descritos constituyeron el 24 % de las cepas. La raza 1 fue
predominante, constituyendo el 25 % de los aislamientos y estuvo presente en 12 de las
20 localidades muestreadas, seguida de la raza 13, que constituyd el 5 % de los
aislamientos y estuvo presente en solo 4 localidades. Se encontr6 una mayor variabilidad
de virulencia en BA y SFe donde se obtuvo la mayoria de los aislamientos. Las segundas
razas mas frecuentes fueron la raza 4 en BA y la raza 2 en SFe. La raza 9 fue la tercera
mads prevalente en ambas provincias (Tabla 10). En BA se identificaron las razas 1, 2, 3,
4,7,8,9,11,13, 14, 15, 23, 24,43 y 44; en SFe lasrazas 1,2,5,6,7,9, 13,15, 17,23 y
24; en ER las razas 1,4, 5y 17; yen Cba las razas 1, 5, 11 y 13. Las razas 1,4, 5,7, 9,
13, 23 y 24 se encontraron tanto en plantas como en suelos, mientras que la 2, 3, 6, 8, 11,
14, 15, 17, 43 y 44 solo se aislaron de plantas.

A partir de 20 aislamientos probados en Canada en el conjunto ampliado de
diferenciales se describieron 19 patotipos adicionales (Tabla 10). La frecuencia de

aislamientos compatibles con los genes Rps en la soja se ilustran en la Fig. 38. Los ocho
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diferenciales fueron quebrados, lo que demuestra que el gen Rps 7 fue mas
frecuentemente susceptible.

La mayoria de los aislamientos probados en Argentina fueron virulentos en Rps
la (41,5 %) o Rps 6 (46,1 %), y 21,5 % también mostraron virulencia en Rps 1b. Solo el
6 % de los aislamientos mostraron virulencia al gen de resistencia Rps/k. Dentro del
conjunto expandido, los aislamientos probados en Canada fueron virulentos en Rps 3b
(91,3 %) o Rps 5 (78,3 %), y el 56,5 % también mostraron virulencia en Rps 4. Menos
del 18 % mostraron virulencia al gen de resistencia Rps 8, y los genes/alelos putativos de

las lineas Ox744 y Ox939 (Fig. 38).

2. Virulencia en el NBA y SEBA durante el intervalo 2013-2016

2.1 Identificacion de los aislamientos y almacenamiento

Desde 2013 a 2016, se obtuvieron 192 aislamientos de Ph. sojae (61 % de plantas
enfermas y 39 % de suelos naturalmente infestados), 124 aislamientos del SEBA y 68 del

NBA. Los que se mantienen en la coleccion de hongos de la Catedra de Fitopatologia,

UBA.

2.2 Evaluacion de la virulencia de los aislamientos (Determinacion de razas o

formulas de virulencia especifica)

Ninguin aislamiento fue avirulento ya que todos ocasionaron colapso y muerte de

los diferenciales susceptibles Haro (1-7) 1, Williams o Sloan (#ps rps) solo uno no fue
virulento sobre el cv. Harosoy (Rps 7). Los 124 aislamientos del SEBA y 68 del NBA,

inoculados con las ocho lineas diferenciales estdndar, produjeron reaccién de
hipersensibilidad en los hipocétiles y, por lo tanto, fueron avirulentos sobre los ocho
genes testeados. Las plantulas de la linea Harosoy (Rps7), y los testigos susceptibles
murieron dentro de las 48 h de la inoculacion.

La reaccion de virulencia/avirulencia: 7/1a, 1b, lc, 1d, 1k, 3a 'y 6, que corresponde
a la raza 1 del patdgeno (Schmitthenner, 1994) se presentd solo en 4 aislamientos

provenientes de plantas infestadas del SEBA (3,2 %), mientras que en el NBA solo dos
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aislamientos provenientes de plantas (2,9 %). Porcentajes muy bajos en comparacion a la
prevalencia del 25 % correspondiente al periodo 1998-2004.

En el SEBA se pudieron determinar 40 formulas de virulencia (Tabla 11), mientras
que en el NBA fueron 33 (Tabla 12), de las cuales 18 son la misma. Las formlas del SEBA
representaron 9 razas conocidas (1, 3, 4, 9, 14, 25, 34, 38 y 43) mientras que las del NBA
7 (1,14, 25, 34, 36, 38 y 43).

Tanto en el SEBA como en el NBA, la mayoria de los aislamientos fueron
virulentos sobre el gen Rpsla, con 88,5 % y 61 % respectivamente; Rpslc, con 67,3 %y
61 % respectivamente y Rpslk con 78,8 % y 58,5 % respectivamente. Por su parte el gen
menos quebrado fue en ambas zonas el Rps 6 con 17,3 % y 15 % respectivamente (Fig.
39).

En el SEBA los valores méximos de incidencia se registraron en la localidad de
Necochea con un 15 % de plantas afectadas en un lote de aproximadamente 50 ha pero
con valores puntuales en manchones o zonas con acumulacion de agua de valores del 100
% de plantas atacadas y muertas.

La enfermedad se present6 desde el estado de plantula hasta planta adulta. Al estado
de plantula, muchas veces estuvo asociada con varias especies de Pythium, lo que pudo
determinarse en Villaguay (Entre Rios) y Capitan Sarmiento durante la campafia 2014/15
donde tuvieron que resembrar debido a la pérdida de plantas. En estados reproductivos
tempranos, el aislamiento del patdgeno no presento dificultades sobre todo de plantas con
sintomas tipicos de podredumbre pardo-oscura en el tallo, que progresa hasta el segundo
o tercer entrenudo y ramas laterales. Sin embargo, al final del ciclo del cultivo se
observaron plantas que presentaban un sindrome complejo, debido a la presencia
simultanea de otros patdgenos. A partir de aquéllas que manifestaban la sintomatologia
tipica de Ph. sojae asociada con un cancro unilateral, en la base del tallo, se aislaron Ph.

sojae y Diaporthe spp.
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Tabla 11. Distribucion de la virulencia de 69 aislamientos de Phytophthora sojae
obtenidos en la region NBA durante 2013-2016, chequeados en un grupo de ocho genes

Rps. ]

Férmula de Cantidad de Area Anos
Virulencia ! Raza  jislamientos 2

7 1 2 pl Ch-V 14
la, 1b, 1c,1d,1k,3a, 6,7 38 1s Vi 15
la, 1b, 1¢,6,7 2S Ra 15
la, 1b, 1¢,1d,7 1S Vi 15
la, 1b, 1¢c,1d,1k,7 2pl-1S R-Pi 15
la, 1b, 1c,1d,1k,6(1),7 1pl CS 15
la, 1b, 1¢,1k,7 4pl-1S G-C-A 15
la,1c,1d,7 43 2pl-2S C-SA 15
la,1c,1d,1k, 7 3 pl-1s Pi-CS 15
la,1c,1d,1k, 3a,7 1pl-1S R-A 15
la,1c,1d,1k, 6(1),7 1pl CS 15
la,1c,1k, 3a (1),7 1 pl F 13
la,1c,1k, 3a,7 2 Pl R-F 13-15
la,1c,1k,7 25 5pl-1S P-C-Ro 13-14-15
la,1c,1d,1k,6,7 3s R 15
la,1d,1k,3a, 7 2 pl F 13-14
la,1k,3a, 7 3 pl P-F 13-15
la,1k,3a, 6, 7 1S R 15
la (I),1k,7 1pl Pi 13
la,1k, 7 34 1Pl SM 14
la,1k 1pl R 15
1b,1k,6,7 1 pl FA 14
1b,6,7 1pl FA 13
1c,7 14 2PI1s Ra-Ch 14-15
1c,1k,3a,6, 7 1PI1S Vi 15
1c¢,3a,7 2 pl F-P 13-15
1d,3a, 7 1pl FA 14
1d,3a,6,7 1s2pl Vi- FA-Ch 14-15
1d,3a,7 1pl FA 15
1d,6,7 1pl-1S FA-Vi 15
1k,3a,7 1pl-2S F-Pi-A 13-15
la, 1c,1k,3a,7 1Pl F 13
3a,7 36 1pl-25S F-A 13-14

! Lista de los genes Rps quebrados (1a, 1b, lc, 1d, 1k, 3a, 6, 7) y 3b, 3c, 4, 5, 8, 939, 940, 944.

2 pl=Planta s=Suelo

F= Fontezuela, P= Pergamino, R= Rojas, Ch= Chacabuco, CS= Capitan Sarmiento, A= Arrecifes y Ra=
Rancagua, C= Colon
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Tabla 12. Distribucion de la virulencia de 124 aislamientos de Phytophthora sojae
obtenidos en la region SEBA entre 2013-2016, chequeados en ocho genes Rps.

Férmula de Cantidad de Area Anos
Virulencia ! Raza Aislamientos 2

7 1 4 pl N 14
la,7 3 2 pl L-N 13-14
la,6,7 9 1S B 14
la,lc,7 4 4 pl B-L-N  13-14.15
la,1b,1¢,1d,1k,6,7 4pl2s L-N-B 14-15
la,1b,1¢,1d(1),1k(1),7 1plls Bo-B 14-15
la,1b,1¢,1d,1k,7 5plls Bo-L 15
la,1b,1c,1d, 7 1pl L 14
la,1b,1c,1d,1k, 3a, 7 1s L 15
la,1b,1c,1d,1k, 3a,6 (1), 7 38 1pl1s B-L 15
la,1b,1¢c,1k,7 1pl3s B-L 14-15
la,1b,1c,1k,6,7 1 pl N 15
la,1b,1d,1k,3a,7 1s L 15
la,1b,1d,1k,6,7 3pl N 14
la,1c,1d,7 43 2 pl B-L 14-15
la,1c,1d,1k (1), 7 1 pl L 15
la,1c,1d,1k, 7 17 pl B-L-N-M  14-15
la,1c,1d,1k, 3a,7 8s3pl B-N-L-T 13-14.15
la,1c,1d,1k, 6(1),7 1 pl Bo 15
la,1¢,1d,1k, 6, 7 1pl L 15
la,1c,1d, 6(1),7 1pl M 15
la,1c,1d,1k,6,7 2pl2S L 15
la,1c,1d,1k,3a,7 3PI L 14
la,1c,1d,1k, 3a,6,7 2s L 15
la,1c,1k, 3a,7 1PL B 15
la,1¢,1k,6,7 1pl M 15
la,1c,1k,7 25 8 pl M-N-L-B 14-15
la,1c,1k, 3a,6, 7 1s B 15
la,1c,1d,3a,7 1s2pl L 14-15
la,1d,1k,7 3s B 14-15
la,1d,1k,3a, 7 1pl3s L-B-N 14-15
la,1d,3a, 7 1s L 15
la,1k,3a, 7 5pl3s L-B 13-14
la,1k,3a,6, 7 2 pl Bo-N-L 14-15
la,1k,7 34 2s2pl N-P-B 14-15
1b,1d, 1k, 3a,7 ls N 14
1c,7 14 1pl L 13
lc,1k, 7 1 pl N 13
1k,3a, 7 2pl L-B 14-15
1k,7 2pl N 13

! Lista de los genes Rps quebrados (1a, 1b, 1c, 1d, 1k, 3a, 6, 7) y 3b, 3c, 4, 5, 8, 939, 940, 944.

2 pl=Planta s=Suelo

N= Necochea, B= Balcarce, P= General Piran, L= Loberia, Bo= Bosch y M= El Moro
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Figura 39. Porcentaje de aislamientos de Phytophthora sojae obtenidos en la zona NBA
y SEBA entre 2013-2016, y su interaccion con los ocho genes Rps.

Ninguno de los aislamientos identificados como Phytophthora, obtenidos en los

periodos muestreados correspondi6 a Ph. sansomeana.

2.2.1 Corroboracion del patron de virulencia de la reaccion de los genotipos de soja

diferenciales

Los aislamientos S1, S2 y S3 respondieron de manera diferente en los cultivares
diferenciales que poseian el gen Rps 1b y 1k. El aislamiento S1 también respondi6 de
manera diferencial en la reaccion de los genotipos que poseian el gen Rps 6. Por su parte
los aislamientos N1 y N2 respondieron de modo diferente en los diferenciales con el gen

Rps 1d y 6 (Tabla 13).
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Tabla 13: Reaccion de genotipos diferenciales (indicando el alelo que poseen) a la
inoculacion de cinco aislamientos de Phytophthora sojae, mediante la técnica del
hypocoétile.

Genotipos ALELO S1 S2 S3 N1 N2
diferenciales Loberia Necochea Loberia | Germania | Germania
Mukden Rps la S S S S S
PARKER Rps la S S S S S
Haro 12 Rps la S S S S S
Sanga Rps 1b S S S sin dato sin dato
Haro 13 Rps 1b R R R S S
LaMoure Rps 1c S S S S S
HS93-4118 Rps 1c S S S S S
Corsoy79 Rps 1c S S S S S
A 6785 Rps 1c S S S S S
Arksoy Rps 1c S S S S S
L93-3312 Rps 1d S S S S S
Haro 16 Rps 1d S S S R R
Williams82 Rps 1k S S S S S
Kinwa Rps 1k S I S S S
Haro 15 Rps 1k R R R S S
No. 3226 Brown Rps 3a R R R R R
Haro 3272 Rps 3-a S S S R R
-7
Altona Rps 6 S R R S S
Haro 6272 Rps 6 -7 R R R R R
Harosoy Rps 7 S S S S S
Adelphia Rps 7 S S S S S
williams rps-1ps S S S S S
Haro (1-7) 1 rps-rps S S S S S

S 1, 2 y 3= aislamientos provenientes del SEBA, N 1 y 2= aislamientos provenientes del NBA. S= reaccion
susceptible, R=reaccion resistente, I= reaccion intermedia. Resaltado en amarillo reacciones diferentes en
dos genotipos, supuestamente con el mismo gen Rps.

3 Relacion genética entre aislamientos de Ph. sojae provenientes del NBA y SEBA

utilizando marcadores SSRs.

3.1 Curva de acumulacion de haplotipos:
Los resultados muestran que la identificacion de genotipos multi-locus requirié de la
mayor parte de los SSRs, y de hecho no se alcanzo el plateau con los ocho microsatélites

utilizados (Fig. 40).
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Figura 40. Curva de acumulacion de genotipos para 93 aislamientos de Phytphthora
sojae obtenidos del norte (NBA) y sudeste (SEBA) de la provincia de Buenos Aires
entre 2013-2016.

Los tamafios de las bandas obtenidos de los 93 aislamientos de Phytophthora sojae
obtenidos con los 8 Microsatélites especificos se muestran en la (Tabla 13 Anexo III) y
para los ADNs de referencia compartidos por la Dra. Steward, del INIA Uruguay, se

detectaron los mismos alelos, con ellos se ajustaron los tamanos alélicos obtenidos.

3.2 Caracterizacion por locus:
La Tabla 14 muestra el nimero de alelos por locus, que oscil6 entre 2 (Ps24) y 6 (Ps05 y
Ps12). La media en el numero de alelos fue de 4,125, con una heterocigosis observada de
0,259, lo que coincide perfectamente con la heterocigosis esperada (0,260). La

distribucion de los alelos por locus oscilo entre 0,39 y 0,37, con una media de 0,49.

Tabla 14. Resumen de contenido informacional para los ocho microsatélites utilizados.

locus alelo | 1-D Hesp | Evenness
PS1 5,000 | 0,367 |0,368 | 0,510
Ps05 6,000 | 0,667 | 0,670 | 0,753
Ps10 5,000 | 0,298 | 0,300 | 0,443
Ps12 6,000 | 0,336 | 0,338 | 0,485
PS16 4,000 | 0,105 | 0,105 | 0,389
PS24 2,000 | 0,021 | 0,021 | 0,355
Ps29 3,000 | 0,122 | 0,123 | 0,451
PS33 2,000 | 0,157 | 0,158 | 0,548
media 4,125 |0,259 | 0,260 | 0,492

1-D= heterocigosis observada; Hesp= heterocigosis esperada; evenness= uniformidad
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3.3 Diversidad haplotipica:

El andlisis de diversidad por localidad y por region muestra que existe un minimo de tres
genotipos multi-locus esperados por localidad, y de 16 por region (Tablas15 y Fig. 41).
La heterocigosis esperada promedio es de 0,26, con un indice de uniformidad de 0,54. Se
registro un total de 37 GMLs para un total de 93 aislamientos, y un nimero esperado de

GMLs de 7,55 para el dataset.

Tabla 15. indices de diversidad genotipica por localidad, para 93 aislamientos
analizados con ocho marcadores microsatélites.

Pob. N | GML | eGML SE H G Lambda | E.5 | Hesp
1 | Arrecifes 9 4 4,00 | 0,000 | 1,15 | 2,61 | 0,617 0,748 | 0,101
2 FAUBA 3 3 3,00 | 0,000 | 1,10 | 3,00 | 0,667 1,000 | 0,208
3 | Pergamino | 7 6 6,00 | 0,000 | 0,75 | 544 |0816 0,937 | 0,206
4 | Rancagua | 7 6 6,00 | 0,000 | 1,75 | 544 | 0816 0,937 | 0,216
5 Rojas 6 5 500 | 0,000 1,56 | 4,50 | 0,778 0,930 | 0,234
6 Ramallo 3 3 3,00 | 0,000 | 1,10 | 3,00 | 0,667 1,000 | 0,467
7 | Villaguay | 6 5 500 | 0,000 | 1,56 | 4,50 | 0,778 0,930 | 0,335
8 | Balcarce | 20 10 693 0956 | 2,15 | 7,41 | 0,865 0,843 | 0,249
9 Loberia 21 10 6,05 |1,092 | 195 | 519 |0,807 0,697 | 0,150
10 | Necochea | 11 8 745 10498 | 197 | 6,37 | 0,843 0,868 | 0,200
11 Total 93 37 7,55 | 1,262 | 3,00 | 11,31 | 0,912 0,539 | 0,260

Pob= localidades de cada poblacion; GML= genotipos multi-locus observados; eGML= genotipos multi-
locus esperados; H= indice de diversidad haplotipica de Shannon-Wiener; G= indice de Stoddart y
Taylor; Lambda= indice de Simpson; E5= indice de uniformidad; Hesp= heterocigosis esperada
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Figura 41. Cantidad de GML y nlimero de aislamientos por GML en cada localidad,
para 93 aislamientos analizados con ocho marcadores microsatélites.
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3.3.1 Analisis por regiones:

La region NBA resulté mas diversa que la region SEBA, segin se desprende de los
valores de eGML (Tabla 16 y Fig. 42). Esta mayor diversidad se observa también en el
valor de la heterocigosis esperada (Hesp). En el mismo sentido, se observa que la
distribucion de MLGs es mas uniforme en el SEBA que en el NBA, ya que en la primera
region se verifican seis MLGs representados por tres o mas aislamientos cada uno; por el
contrario, la region NBA presenta 19 de los 23 haplotipos representados por un tinico

aislamiento.

Tabla 16. indices de diversidad genotipica por region, para 93 aislamientos analizados
con ocho marcadores microsatélites.

POP N GML | eGML | SE H G Lambda | E.5 Hesp
1 NBA |41 23 230 10,00 |[277 ]10,99 |0,909 0,668 | 0,314
2 SEBA | 52 19 169 | 1,15 |2,57 |952 |0,895 0,703 | 0,207
3 Total | 93 37 21,2 |216 [3,00 |11,31 |0,912 0,539 | 0,260

Pob= poblacion; N= Numero de aislamientos de Phytophthora sojae utilizados; GML= genotipos multi-
locus observados; eGML= genotipos multi-locus esperados; H= indice de diversidad haplotipica de
Shannon-Wiener; G= indice de Stoddart y Taylor; Lambda= indice de Simpson; E5= indice de
uniformidad; Hesp= heterocigosis esperada.
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Figura 42. Cantidad de GML (genotipos multi-locus observados) y numero de
aislamientos por GML en cada regién (Norte= NBA y Sur= SEBA) para 93 aislamientos
de Phytophthora sojae analizados con ocho marcadores microsatélites.

3.4 AMOVA
El analisis molecular de la varianza muestra, que no existe una diferenciacion en
la composicion genética de aislamientos entre las regiones NBA y SEBA (porcentaje de

la varianza -0,94, lo que se interpreta como 0). El componente de varianza entre
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localidades explica el 17,94 % de la variacion; a su vez, la variacion entre aislamientos
dentro de localidades explica el 79,50 % de la variaciéon genética observada. El
componente de varianza dentro de las muestras (aislamientos) aporta el 3% restante de la
variacion. El analisis de significacion (Tablas 18, 19 y 29 y Fig. 46. Anexo IV) muestra
que tanto el componente de varianza intra-aislamiento, como entre muestras
(aislamientos) dentro de localidades como entre localidades resultaron altamente

significativos (p<0,001).

3.5 Analisis discriminante de componentes principales (ADCP).

El nimero optimo de variables discriminantes (componentes principales) para la
determinacion de grupos dentro del dataset analizado fue de seis (Fig. 44). Basados en
ese numero de funciones discriminantes retenidas, tanto el algoritmo k-means como el
analisis de DAPC propiamente dicho muestran que el nimero optimo de grupos fue

también de seis.
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QOptimal number of PCs. 6
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Figura 43. Algoritmo de optimizacion incluido en la funcidon a-score, para 93
aislamientos de Phytophthora sojae analizados con ocho marcadores microsatélites

Los seis grupos genéticos determinados por ADCP se observan en la Fig. 44. En todos
los casos menos uno los aislamientos pudieron ser asignados con un 100% de
probabilidad a cada uno de los grupos respectivos. Coincidente con los resultados del

AMOVA, no se registrd una relacion entre el origen geografico de cada aislamiento y el
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grupo genético al que fue asignado. El nimero de aislamientos por grupo, por otra parte,
resulté sumamente heterogéneo, oscilando entre dos (grupo 5) y 36 (grupo 3). Los grupos
1 y 2 son los mas relacionados, y los grupos 4 y 5 los mas distantes desde el punto de
vista de su constitucion genética, segin lo indican las dos primeras funciones

discriminantes (PCs), que explican mas del 95 % de la variacion entre grupos.
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Figura 44. Grupos de similitudes genéticas determinados por DAPC, péra 93
aislamientos de Phytophthora sojae analizados con ocho marcadores microsatélites.
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3.6 Analisis de redes

La topologia (red) obtenida muestra la presencia de tres haplotipos mayoritarios (MLGs
20, 30 y 37). El esquema de colores de la Fig. 45 muestra, tal como lo indica la teoria,
que esos haplotipos mas frecuentes tienden a estar distribuidos en la mayor cantidad de
localidades. MLG30 se encuentra en ocho de las diez localidades; MLG 20 esta
representado en cuatro localidades, principalmente en el SEBA (pero también en el NBA)

y el MLG 37 esta presente en seis localidades de ambas regiones.

Arrecifes
[ | FAUBA
. Pergamino
[[] Rancagua
Rojas
Ramallo
|:| Villaguay
|:| Balcarce
Loberia
D Necochea

Figura 45. Analisis de redes para 93 aislamientos de Phytophthora sojae analizados con
ocho marcadores microsatélites. Los diferentes colores indican las localidades y su
frecuencia relativa (segun la participacion en cada nodo). El tamafio de cada nodo es
proporcional a la frecuencia de cada genotipo multi-locus en el dataset.
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DISCUSION

Los resultados de los muestreos aqui presentados apoyan la hipotesis de que en
Argentina, al igual que en otros paises, Ph. sojae es un patdégeno muy variable
(Schmitthenner et al., 1994; Drenth et al., 1996; Dorrance et al., 2003 b; Jackson et al.,
2004; Steward et al., 2016). Actualmente, todos los genes/alelos de resistencia Rps
conocidos son susceptibles, lo que indica una mayor complejidad de la virulencia dentro
de las poblaciones de Ph. sojae en la provincia de Buenos Aires.

Hasta el periodo 2013-2016 ningun aislamiento habia quebrado los ocho genes
probados, pero esto pudo determinarse en un aislamiento de suelo de muestras de
Villaguay (Entre Rios) y 7 genes Rps, y el Rps 6 de reaccion intermedia (lo que indica
una resistencia no completa de dicho gen). Se determiné también en un aislamiento de
planta y uno de suelo, provenientes de Balcarce y Loberia respectivamente (SEBA), y en
uno de planta proveniente de Capitan Sarmiento (NBA). Esto ultimo sugiere la evolucion
de la variabilidad en la zona nucleo sojera de Argentina. Estos resultados son similares a
los obtenidos en Michigan (Kaitany et al., 2001) y Arkansas (Henry y Kirkpatrick, 1995)
en los Estados Unidos. Barreto et al. (1998 b) informaron un aumento de la virulencia
entre 1992 y 1997; sin embargo, antes de estos estudios, el patotipo mas comun reportado
en la region Pampeana de Argentina fue virulento solo en Rps7 (raza 1). Aunque la raza
1 siguid siendo prevalente (25 % de los aislamientos de 12 localidades muesteadas) en el
periodo 1998-2004, el nivel de complejidad aumento6 drasticamente en el periodo 2013-
2016. La raza 1 dejo de ser prevalente en el NBA, donde de 68 aislamientos probados
solo dos (2,9 %) resultaron ser raza 1, mientras que en el SEBA, de un total de 124
aislamientos solo cuatro (3,22 %) demostraron ser esa raza. La raza 13, detectada por
primera vez durante el periodo 1998-2004, fue la segunda mas frecuente, lo que indico
que Rps 6 fue uno de los genes mas quebrado, pero en 2013-2016 result6 ser el menos
quebrado en ambas zonas (17,3 % en el SEBA y 15 % en el NBA).

El gen Rps 1k, que ha sido universalmente utilizado en programas de
mejoramiento debido a su eficacia contra 21 razas fisiologicas (Mc Blain y
Schmitthenner, 1991) y sigue siendo altamente efectivo en Brasil (Costamilan et al.,

2013), fue quebrado por once aislamientos de diferentes localidades, en el periodo 1998-
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2004 y en el periodo 2013-2016 fue quebrado por un 84,7 % de los aislamientos del SEBA
y por un 63,75 % del NBA respectivamente. Este resultado indica que las poblaciones
argentina y brasilefia de Ph. sojae probablemente no comparten el mismo origen. En
contraste, aunque no hay evidencia fuerte, las poblaciones argentinas parecen tener un
origen comun con la poblacion de los EEUU, porque el desarrollo de la enfermedad en
ambos paises ha sido similar. Los genes de resistencia mas cominmente quebrados en
cultivares de soja de EEUU fueron Rpsla, Rpslc o Rpslk (Slaminko et al., 2010). En
Argentina, la resistencia a Ph. sojae comenzd a ser incluida en programas de
mejoramiento en la década de 1980; los genes Rpslay Rpslc se incorporaron en 1984 y
Rpslk en 1991 (Rossi y Nari, 1995). Sin embargo, todavia no es posible establecer una
relacion directa entre los genes liberados y la distribucion de su eficacia como ocurri6 en
los EEUU. Recientemente Stewart ef al. (2014) informaron que los cambios en la
estructura del patotipo no eran necesariamente una funcién del tipo de resistencia que se
estaba quebrando; Ph. sojae tiene el potencial de cambiar patotipos o de desarrollar
nuevos genotipos muy rapidamente; sin embargo, no ha sido posible demostrar que el
cambio sea una funcion del gen Rps utilizado. Por lo tanto, el uso excesivo de un gen Rps
no necesariamente parece ser la principal razon para los cambios en la estructura
patotipica de este patogeno.

Se observo variabilidad genética intraespecifica entre aislamientos de Ph. sojae
del mismo origen geografico, tanto en Argentina (Gally et al., 2007) como en diferentes
Estados de EEUU, Ohio (Dorrance et al., 2003 b), Arkansas (Jackson et al., 2004), Illinois
(Malvick y Grunden, 2004) y Dakota del Norte (Nelson et al., 2008). Asi como se informo
en Brasil (Costamilan et al., 2013), el aumento de la complejidad de la virulencia
encontrado en este estudio es probablemente el resultado de un largo periodo de
produccion continua de cultivares de soja con genes Rps y la gran adopcion del sistema
de siembra directa en ambos paises. La presion de seleccion ha sido seguramente inducida
por cultivares con virulencia creciente a un mayor nimero de genes Rps, posiblemente
potenciado por una poblacion local de tipo salvaje (Drenth et al., 1996). Esta conclusion
se apoya en el hecho de que el patdgeno se encontrd en suelos que nunca habian sido
cultivados previamente con soja (localidad de Pilar, provincia de Buenos Aires).

La posibilidad de apilar genes de resistencia Rps 1k con Rps 3a, Rps 6 o Rps 8
(ninguno de estos ultimos se han utilizado para controlar esta enfermedad en Argentina),
podria ser altamente eficaz como lo sugieren Kaitany et al. (2001) y Cochran y Abney

(1999). Las Fig. 15 y 16 pueden indicar otras combinaciones de genes que serian efectivas
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contra la mayoria de las razas. Sin embargo, en este proceso, se debe tener cuidado de
combinar estos genes Rps en cultivares con altos niveles de resistencia parcial o no
especifica a la raza, para evitar una presion de seleccion que podria conducir a un cambio
en la composicion de la virulencia del patogeno (Dorrance y St Martin, 2000; Grijalba y
Barreto, 2002). En los ultimos 15 afios, un nimero de patodlogos y criadores de plantas
han expresado su preferencia por el uso de resistencia parcial, descrita como la capacidad
de las plantas para sobrevivir a la infeccion patdégena sin mostrar sintomas severos de
enfermedad o pérdida de rendimiento (Tooley y Grau, 1984; Dorrance et al., 2003 a;
Zhang et al., 2010) y en nuestro pais es un tema que los semilleros estan empezando a
tener en cuenta. Los datos resultantes de esta investigacion son esenciales para los
programas de mejoramiento, lo que conduce a una seleccion de programas de genes Rps
efectivos para el desarrollo de cultivares que, combinados con altos niveles de resistencia
parcial junto con otras medidas de control, deberian proporcionar una mejor proteccion

contra la enfermedad.

1. Relacion genética entre aislamientos de Ph. sojae provenientes del NBA y SEBA

utilizando marcadores SSRs

Los resultados de la curva de acumulacion de genotipos sugieren que la variacion real del
genoma no puede ser representada s6lo con estos ocho marcadores microsatélites (no
pudo alcanzarse el plateau del 100 % de los posibles genotipos con ese juego de
marcadores). Esto sugiere que el nivel de variacion en los aislamientos de Ph. sojae
muestreados es alto, y que seria conveniente incrementar el niimero de /oci a evaluar, 6
incorporar también el uso de secuencias genéticas de loci particulares para evaluar la
estructura genética del patdogeno. Por su parte Steward et al. (2016), midieron la
diversidad genotipica de ciertos aislamientos provenientes de lowa, Ohio, y Dakota del
Sur (EEUU) mediante el uso de 21 marcadores de microsatélites dentro de los que estan
incluidos los ocho aqui utilizados. También encontraron un alto nivel de diversidad de
patotipos y un bajo a moderado nivel de diversidad genotipica entre las poblaciones tanto
para las comparaciones entre estados como para la variacion dentro de lotes. Sugieren
que cierto flujo de genes ocurre entre lotes vecinos, pero no a través de regiones, lo que
daria una gran probabilidad de que cada region tenga sus propias poblaciones, lo que no
ha quedado demostrado entre la zona NBA y SEBA donde las poblaciones resultaron ser

similares.
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La cantidad de alelos registrada para los diferentes SSRs (entre dos y seis), asi
como los valores obtenidos en los diversos indices de diversidad (heterocigosis observada
y esperada, “eveness’) muestran que, si bien estos ocho loci no han resultado suficientes
para un analisis exhaustivo de la variacion genética en este grupo de patdgenos para la
region, los mismos resultan de utilidad y pueden ser a futuro incluidos con €xito en un
juego de marcadores mas amplio, que permita continuar investigando la estructura y
dinamica de la variacion genética de Ph. sojae en la region.

Stewart et al. (2011) sefialan que a mayor tamafio del producto de PCR, mayores
seran las diferencias de pares de bases entre los sistemas que usan capilares
especificamente. Esto se verifica en los resultados obtenidos en el presente estudio, segin
se sefala mas arriba.

Los ADNs de referencia de EEUU sirvieron para validar los tamafios alélicos
obtenidos en el andlisis aqui realizado, y habilita futuros estudios comparativos entre
diferentes poblaciones del continente (por ejemplo, EEUU, Uruguay y Argentina).

El analisis de diversidad, indica que existen numerosos genotipos multi-locus, por
cada unidad de muestreo, en los dos niveles jerarquicos analizados. Esto sugiere que
existen multiples eventos de entrada de Ph. sojae a cada localidad y region, con posterior
multiplicacion dentro de los lotes, tanto por via asexual como sexual. Esta hipotesis se ve
reforzada por el hecho de que la variacion intra-muestral explica solo el 3 % de la
variacion total. Este resultado se condice con posibles, numerosas vias de transporte del
patogeno entre sitios de produccidén (maquinaria agricola, ropa, dispersion a corta y media
distancia por riego y arroyos, semilla, etc). Zhaohui y Jin (1999) demostraron la
transmision de Ph. sojae, por semilla de soja y en Argentina, Schulz ef al. (1989), citan
muy bajos porcentajes de transmision del patdgeno por esta via. En el presente trabajo no
se pudo corroborar este tipo de transmision del patogeno, y si bien algunas de las
metodologias utilizadas en patologia de semillas usan medio de cultivo (ISTA, 2013),
estos son medios generales, principalmente APD. Este patdgeno no crece en dicho medio,
por lo que las metodologias de determinacion deberian ajustarse y utilizar medios
selectivos, principamente AV8 o LBA con el agregado de fungicidas y bactericidas.

Las maltiples vias de movilidad del patogeno pueden explicar la ausencia de
estructura detectada en el AMOVA cuando se analiza el componente de la varianza entre
regiones. Los valores significativos para los componentes de varianza entre localidades,
y entre muestras dentro de localidades pueden explicarse a partir del bajo nimero

muestral para estos niveles jerarquicos; esto es, el bajo nimero de aislamientos analizado
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para cada localidad implica en si un error de muestreo que hace que las mismas no sean
representativas de la variabilidad real de cada locacion. Esto sugiere la necesidad de
mayores esfuerzos de muestreo a futuro, si se considera de utilidad el conocimiento
acabado de la variacidon por localidad, para el manejo adecuado y sustentable de este
patdgeno de la soja.

La dispersion de los GML mas numerosos en un alto namero de las localidades
analizadas se explica, por su parte, debido a que los aislamientos mas frecuentes son
habitualmente los mas antiguos y habrian tenido por tanto mas tiempo para multiplicarse,

y para dispersarse por la geografia (Templeton, 1998).

172



CONCLUSIONES GENERALES

v" De ambas zonas y de todos los lotes muestreados pudo aislarse al menos una
especie de Pythium o de Phytopythium, siendo las prevalentes P. ultimum y P.

irregulare.

v" Diversos sitios de la provincia de Buenos Aires albergan poblaciones diversas de

Oomycetes de los géneros Pythium y Phytopythium.

v Entre las especies de Oomycetes caracterizadas, P. ultimum sensu lato, P.
irregulare, P. sylvaticum, P. aphanidermatum y P. paroecandrum resultaron ser

las mas patogenas en soja.

v En el marco del presente estudio fueron caracterizadas e identificadas para la
Argentina, como especies de Pythium, citadas por primera vez asociadas con el
cultivo de soja, P. acanthicum, P. aphanidermatum, P. catenulatum, P.
dissotocum, P. nunn, P. longandrum, P. paroecandrum y P. aff. heterothallicum
y Phytopytium chamaehyphon, Phy. helicoides, Phy. aff. mercuriale, Phy. frezzii

sp. nov'y Phy. vexans.

v' Este es el primer reporte de P. nunn, P. longandrum, P. paroecandrum y P. aff.

heterothallicum, para la Argentina, asi como del género Phytopythium.

v" Las especies de Pythium no-patogenas, P. nunn, P. acanthicum 'y P. periplocum,
han sido citas como microorganismos utilizados en control biologico, por lo que

constituyen un insumo para el desarrollo del mismo a nivel local.

v' La patogenicidad o virulencia de los Oomycetes P. ultimum, P. irregulare y P.

aphanidermatum es funcién de la temperatura.

v" El fungicida curasemillas metalaxil continua siendo la molécula sintética mas

eficiente para controlar las especies de Pythium que atacan la soja.
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v Las poblaciones de Ph. sojae presentaron una alta complejidad quebrando

genes/alelos de resistencia presentes o no, en los cultivares comerciales de soja.

v' Las poblaciones de Ph. sojae son complejas y no estan estructuradas

geograficamente.

v’ Las identificaciones realizadas de las especies de Pythium y Phytopythium, y la
determinacion de las razas de Ph. sojae, significan un aporte al conocimiento de
la biodiversidad de estos Oomycetes asociados al cultivo de soja, en gran parte de
la provincia de Buenos Aires, lo que serd de gran utilidad para el manejo de las

enfermedades que ellos ocasionan.
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ANEXO I. MEDIOS DE CULTIVO GENERALES Y
SELECTIVOS UTILIZADOS

MEDIOS DE CULTIVO

Fueron utilizados los siguientes medios de cultivo, cuya formulacion se expone a
continuacion:
Agar papa glucosado (APG) o agar papa dextrosado (APD): Papa (200 g); glucosa o
dextrosa (20 g); agar (20 g) y agua destilada (1000 ml).
Agar agua (AA): Agar (20 g) y agua destilada (1000 ml).
Agar papa glucosado Merck: APG (39 g) y agua destilada (1000 ml).
Agar harina de maiz (Corn Meal Agar-Merck): AHM (39 g) y agua destilada (1000
ml). Tambien se uséd: 50 g de harina de maiz, agar agar (20 g) y agua destilada (1000 ml).
Para su preparacion en bafio térmico, se hizo una infusion de la harina de maiz en agua,
temperatura no superior a 55 °C, durante 50-60 min. Se filtré con algodén o filtro de
papel, se agregd el agar y el agua destilada hasta alcanzar 1 litro.
Agar 8 vegetales (AV8): Se utiliz6 el AVS clarificado (Miller, 1955) modificado (Erwin
y Ribeiro, 1996): Jugo V8 ® (Campbell Soup Company) (40 ml); Carbonato de calcio
(CaCO3 - 600 mg); Extracto de levadura (200 mg); Sacarosa (1 g); Colesterol (10 mg);
agar agar (20 g) y agua destilada (1000 ml). Para su preparacion se mezclaron el jugo V8,
el CaCO3, la levadura, la sacarosa y el colesterol. Se centrifugd para clarificar, decantar
y descartar el pellet. Es importante clarificar el medio de cultivo, lo cual puede realizarse
usando una centrifuga durante 5 minutos a 2000 rpm, o pasando lentamente la solucion
por un filtro de papel o tela de algodon fina. Se anadid el agar y el agua destilada hasta
alcanzar 1 litro.
Lima Bean Agar (LBA): Se utilizo LBA (Schmitthenner ef al., 1994): 25 g de Lima
Bean (Phaseolus lunatus) freezados, agar agar (20 g) y agua destilada (1000 ml). Para
su preparacion se hieven los porotos en el agua destilada. A la infusion resultante, se le

anade el agar y el agua destilada hasta alcanzar 1 litro.

Todos los medios de cultivo preparados fueron esterilizados durante 15 minutos a

121 °C en autoclave.
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ANEXO II. Analisis Estadisticos

2.3. Ensayo exploratorio de patogenicidad con cepas de Phytopythium

Variable N R? R2 Aj CV
emergencia 20 0,28 0,14 4,45

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2,00 3 0,67 2,05 0,1472
Metodo 2,00 3 0,67 2,05 0,1472
Error 5,20 16 0,33
Total 7,20 19

Test:Tukey Alfa:=0,05 DMS:=1,03153
Error: 0,3250 gl: 16

Metodo Medias n
frezzii inund 12,40 5 A
frezzii capa 12,60 5 A
helic inund 13,00 5 A
helic capa 13,20 5 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

3. Respuestas de diferentes especies frente a distintas temperaturas

15°C

Andlisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Cv

emerg 40 0,01 0,00 106,18

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 2,03 1 2,03 0,48 0,4905
Zona 2,03 1 2,03 0,48 0,4905

Error 158,75 38 4,18

Total 160,78 39

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=1,3109
Error: 4,1776 gl: 38

Zona Medias n

N 1,70 20 A

S 2,15 20 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

25°C

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV

emerg 40 1,2E-03 0,00 52,81

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0,63 1 0,63 0,05 0,8300
Zona 0,63 1 0,63 0,05 0,8300

Error 508,15 38 13,37

Total 508,78 39

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=2,3453
Error: 13,3724 gl: 38
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Zona Medias n

S 6,80 20 A

N 7,05 20 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
35°C

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV

emerg 40 0,03 0,01 5,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,63 1 0,63 1,23 0,2749
Zona 0,63 1 0,63 1,23 0,2749
Error 19,35 38 0,51
Total 19,98 39

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=0,4577
Error: 0,5092 gl: 38

Zona Medias n
S 14,15 20 A
N 14,40 20 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

15°C

Analisis de la varianza

Variable N R? R?2 Aj CV
emerg 45 0,92 0,92 29,30

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 735,60 2 367,80 242,89 <0,0001
Especie 735,60 2 367,80 242,89 <0,0001
Error 63,60 42 1,51
Total 799,20 44

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=0,9405
Error: 1,5143 gl: 42

Especie Medias n

ULT 0,40 15 A

IRRE 2,40 15 B

Aphanid 9,80 15 C
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
25°C

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R2 Aj CV

emerg 45 0,75 0,74 31,49

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 347,78 2 173,89 63,77 <0,0001
Especie 347,78 2 173,89 63,77 <0,0001
Error 114,53 42 2,73

Total 462,31 44

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=1,2621

Error: 2,7270 gl: 42
Especie Medias n
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ULT 2,80 15 A

Aphanid 3,80 15 A

IRRE 9,13 15 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
35°C

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV

emerg 45 1,00 1,00 4,90

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=0,3603
Error: 0,2222 gl: 42

Especie Medias n

Aphanid 0,00 15 A

ULT 14,40 15 B

IRRE 14,47 15 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
CRECIMIENTO

15

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV

emerg 40 0,01 0,00 106,18

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2,03 1 2,03 0,48 0,4905
Zona 2,03 1 2,03 0,48 0,4905
Error 158,75 38 4,18
Total 160,78 39

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=1,3109
Error: 4,1776 gl: 38

Zona Medias n

N 1,70 20 A

S 2,15 20 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
25°C

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV

emerg 40 1,2E-03 0,00 52,81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,63 1 0,63 0,05 0,8300
Zona 0,63 1 0,63 0,05 0,8300
Error 508,15 38 13,37
Total 508,78 39

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=2,3453
Error: 13,3724 gl: 38

Zona Medias n

S 6,80 20 A

N 7,05 20 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
35°C

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R2 Aj CV

193



emerg 40 0,03 0,01 5,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,63 1 0,63 1,23 0,2749
Zona 0,63 1 0,63 1,23 0,2749
Error 19,35 38 0,51
Total 19,98 39

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=0,4577
Error: 0,5092 gl: 38

Zona Medias n
S 14,15 20 A
N 14,40 20 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Por especie a 15 °C
Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Cl5 °C 55 0,64 0,63 9,90

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2,17 2 1,08 46,64 <0,0001
Especie 2,17 2 1,08 46,064 <0,0001
Error 1,21 52 0,02
Total 3,38 54

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=0,1052
Error: 0,0232 gl: 52

Especie Medias n

Aphanid 1,22 15 A

Irre 1,62 20 B

Ult 1,70 20 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
25°C

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV

c25°C 55 0,27 0,24 10,75

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3,35 2 1,68 9,55 0,0003
Especie 3,35 2 1,68 9,55 0,0003
Error 9,14 52 0,18
Total 12,49 54

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=0,2891
Error: 0,1757 gl: 52

Especie Medias n

Aphanid 3,61 15 A

Irre 3,80 20 A

Ult 4,21 20 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
35°C

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV

C35°C 55 0,94 0,94 22,01
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 114,58 2 57,29 396,71 <0,0001
Especie 114,58 2 57,29 396,71 <0,0001
Error 7,51 52 0,14
Total 122,09 54

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=0,2621
Error: 0,1444 gl: 52

Especie Medias n

Irre 0,69 20 A

Ult 1,00 20 B
Aphanid 4,07 15 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

4.2 Relacion entre el gen Rps1k y la resistencia a Pythium ultimum y P. irregulare en
soja

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 639,98 7 91,43 20,92 <0,0001
Variedad 639,98 7 91,43 20,92 <0,0001
Error 174,83 40 4,37
Total 814,81 47

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=2,5691
Error: 4,3708 gl: 40

Variedad Medias n

DM+1Inoc 6,83 6 A

DM+2 Inoc 12,67 6 B

DM-2 Inoc 15,00 6 C
DM-1Inoc 15,33 6 C
DM+1Test 15,67 6 C
DM-1Test 18,00 6 D
DM-2 Test 18,00 9 D
DM+2 Test 19,00 [ D

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

4.1.2 Eficacia de diferentes formulados curasemillas.

Variable N R? R? Aj CV
Emerg 18 0,95 0,93 4,75

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 216,94 5 43,39 43,39 <0,0001
Fungic 216,94 5 43,39 43,39 <0,0001
Error 12,00 12 1,00
Total 228,94 17

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=1,9457
Error: 1,0000 gl: 12

Fungic Medias n
Test inoc 16,00 3 A
Carb+Thi inoc 16,33 3 A
Met sin inoc 23,00 3 B
Met inoc 23,33 3 B
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Test sin inoc 23,67 3 B
Carb+Thi sin inoc 24,00 3 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CV
Emergencia 15 0,97 0,95 12,89

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 899, 60 4 224,90 71,78 <0,0001
FUNGICIDA 899,60 4 224,90 71,78 <0,0001
Error 31,33 10 3,13
Total 930,93 14

Test:DGC Alfa:=0,05 PCALT:=3,5258
Error: 3,1333 gl: 10

FUNGICIDA Medias n

Inoc 2,33 3 A

Divid 8,00 3 B

Dynast 14,33 3 C
Testigo 22,00 3 D
Met 22,00 3 D

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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ANEXO III. TAMANO DE BANDAS OBTENIDOS CON LOS 8 MICROSATELITES

ESPECIFICOS

Tabla 17. Tamano de bandas de los 93 aislamientos de Phytophthora sojae y 5 ADNs de EEUU obtenidos con 8 Microsatélites especificos

Zona N° de PS 01 Ps05 Ps10 Ps12 PS 16 PS 24 Ps 29 PS 33
ADN
1 | NBA 2 425 339 191 310 405 252 270 250
2 | SEBA 3 425 339 191 310 405 252 270 250
3 | SEBA 4 425 335 191 310 405 252 270 250
4 | SEBA 5 425 339 191 310 405 252 270 250
5| SEBA 7 425 335 191 310 405 252 270 250
6 | SEBA 8 425 343 191 310 405 252 270 250
7 | SEBA 9 425 335 191 310 405 252 270 250
8 | SEBA 10 425 339 171 310 405 252 270 250
9 | SEBA 11 425 339 171 310 405 252 270 250
10 | SEBA 12 425 339 171 310 405 252 270 250
11 | NBA 15 375 339 171 310 405 252 270 250
12 | NBA 18 425 335 191 322 405 252 270 250
13 | NBA 20 425 343 191 310 405 252 270 250
14 | NBA 21 425 343 191 310 405 252 270 250
15 | NBA 22 425 343 191 322 405 252 270 266
16 | NBA 24 425 339 191 310 405 252 270 250
17 | NBA 25 430 289/339 191 310 405 252 270 250
18 | NBA 26 425 339 191 310 405/410 252 270 250
19 | NBA 27 425 335 191 310 405 252 270 250
20 | SEBA 28 312 313 161 304 395 252 270 266
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21 | SEBA 30 425 339 171 310 405 252 270 250
22 | NBA 31 312 313 161 304 395 252 270 266
23 | NBA 32 425 335 191 310 405 252 270 250
24 | NBA 34 425 343 191 310 405 252 270 250
25 | NBA 35 425 335 196 310 405 252 270 250
26 | NBA 36 425 335 191 310 405 252 270 250
27 | NBA 40 425 339 191 310 405 252 270 250
28 | NBA 41 419 339 221 310 405 252 270 266
29 | NBA 43 425 335 196 310 405 252 270 250
30 | NBA 44 425 339 191 310 405 252 270 250
31 | NBA 45 425 335 196 310 405 236 270 250
32 | NBA 46 425 335 196 310 405 252 270 250
33 | SEBA 48 425 261 191 310 405 252 249 250
34 | NBA 52 425 335 191 310 405 252 270 250
35 | SEBA 53 425 339 171/191 310 405 252 270 250
36 | SEBA 54 425 335 191 310 405 252 270 250
37 | NBA 55 425 335 191 310 405 252 270 250
38 | NBA 56 425 343 191 310 405 252 280 250
39 | NBA 57 425 339 191 310/322 405 252 270 250
40 | NBA 58 425 343 191 310 405 252 270 250
41 | NBA 59 430 339 191 322 405 252 270 250
42 | NBA 60 425 339 191 322 405 252 270 266
43 | SEBA 61 425 339 191 310 405 252 270 250
44 | NBA 62 425 343 191 310 405 252 270 250
45 | SEBA 63 425 339 191 310 405 252 270 250
46 | NBA 64 430 343 191 310 405 252 270 250
47 | NBA 65 419 261 221 322 470 252 270 266
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48 | NBA 66 425 339 191 310 405 252 270 250
49 | NBA 68 425 339 191 310 405 252 270 250
50 | NBA 73 425 335 191 310 405 252 270 250
51 | SEBA 74 425 335 191 310 405 252 270 250
52 | SEBA 75 425 339 191 dato perdido 405 252 270 250
53 | SEBA 78 425 339 191 292 405 252 270 250
54 | SEBA 79 430 339 191 310 405 252 270 250
55 | SEBA 80 425 343 191 310 405 252 270 250
56 | SEBA 81 425 339 191 322 405 252 270 250
57 | SEBA 82 425 339 191 310 405 252 270 250
58 | SEBA 83 425 339 191 322 405 252 270 250
59 | SEBA 84 425 343 191 322 405 252 270 250
60 | NBA 89 425 339 191 310 405 252 270 250
61 | NBA 92 425 339 191 310 405 252 270 250
62 | NBA 94 430 335 191 310 405 252 270 250
63 | NBA 95 425 335 191 317 405 252 270 250
64 | NBA 96 419 261 191/221 322 470 252 270 266
65 | NBA 98 419 261 221 322 405/470 252 270 266
66 | SEBA 100 425 343 191 310 405 252 270 250
67 | SEBA 103 425 335 191 310 405 252 270 250
68 | SEBA 104 425 335 191 310 405 252 270 250
69 | SEBA 105 425 339 191 310 405 252 270 250
70 | SEBA 106 425 343 191 310 405 252 270 250
71 | SEBA 108 430 335 191 310 405 252 270 250
72 | SEBA 110 430 339 191 310 405 252 270 250
73 | SEBA 111 419 339 191 310 405 252 270 250
74 | SEBA 112 425 339 191 310 405 252 270 250
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75 | SEBA 113 425 339 191 310 405 252 270 250
76 | SEBA 114 419 339 191 316 405 252 270 250
77 | SEBA 115 425 261 191 310 405 252 249 250
78 | SEBA 116 425 339 191 310 405 252 270 250
79 | SEBA 117 425 335 191 310 405 252 270 250
80 | SEBA 124 425 335 191 310 405 252 270 250
81 | SEBA 125 425 261 191 310 405 252 249 250
82 | SEBA 126 419 261 191 310 405 252 249 250
83 | SEBA 127 419 339 191 310 405 252 270 250
84 | SEBA 128 425 261 191 310 405 252 249 250
85 | SEBA 129 430 339 191 310 405 252 270 250
86 | SEBA 132 419 339 191 316 405 252 270 250
87 | SEBA 133 425 339 191 310 405 252 270 250
88 | SEBA 134 425 339 191 310 dato perdido 252 270 250
89 | SEBA 135 425 339 191 310/316 405 252 270 250
90 | SEBA 139 425 339 191 310 405 252 270 250
91 | SEBA 140 425 339 dato perdido 310 405 252 270 250
92 | SEBA 151 425 339 dato perdido 310 405 252 270 250
93 | NBA 156 425 335 dato perdido 322 405 252 270 250

USA1010 425 261 221 251/310 470 236/252 249 250

U;:ls(l))w 425 261 191 316 405 252 270 250

4.13C
USA1019 425 261 191 316 405 252 270 250
4.14b
USA1005 281 261 191 310 405 252 270 250
US/2%.1901 1 425 339 221 310 470 236 249 266
4.7¢c

200



Phy
capsici

47/335/391

339

202/218/234

310

197/471

201



ANEXO 1V. ANALISIS DE SIGNIFICACION DEL
AMOVA.

Tabla 17. Andlisis Molecular de la Varianza (AMOVA) para 93 aislamientos de
Phytophthora sojae provenientes de dos zonas de la provincia de Buenos Aires.

GL Sum Cd Cuad Med
Entre region. 1 5,307214 5,30721363
Entre local. Dentro 8 40,050162 5,00627031
regién

Entre Dentro 83 144,553723 | 1,74161112
muestras local.

Dentro de 93 3,541882 0,03808475
muestras

Total 185 193.452981 | 1,04569179

GL: grados de libertad; Sum Cd= Suma de Cuadrados; Cuad Med= Cuadrados medios

Tabla 18. Componentes de la covarianza del analisis efectuado para 93 aislamientos de
Phytophthora sojae analizados con ocho marcadores microsatélites.

Porcentaje de variacion

por unidad de muestreo
Variaciones entre regiones -0,997
Variaciones entre localid. (Dentro de Regiones). 17,941
Variaciones entre muestras (dentro localidades) 79,502
Variaciones dentro muestras 3,5548
Total de las variaciones 100,000

Tabla 19. Significacion de la variacion

Observacién Ho H Alter | Pvalue
Variacién entre regiones Vobs >Vesp | 0,346 > 0,224
Variacién entre localidades Vobs >Vesp | 6,779 <0,001*
Variacién entre muestras Vobs >Vesp | 16,737 <0,001*
Variacién dentro de las muestras | Vobs <Vesp | -26,353 | <0,001*

Ho= Hipotesis nula; H Alter=Hipétesis alternativa; (< 0,001 Altam sign)
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Figura 46. Significacion de los porcentajes de la variacion por unidad de muestreo.
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