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.RESUMEN

El género Fusarium abarca mas de 400 especies de hongos, y se anticipa que
continlen siendo descriptas nuevas especies en el futuro. Las especies de este
género son habitantes naturales del suelo, causando diferentes patologias en cultivos
de importancia agronémica en Argentina, lo cual conlleva grandes pérdidas de
rendimiento. En el cultivo de soja existen diferentes enfermedades causadas por
Fusarium spp. El objetivo de este trabajo fue estudiar la variabilidad morfologica y
molecular en aislamientos de Fusarium obtenidos a partir de muestras de suelo en
diferentes localidades de Argentina. Para ello se analizaron 30 aislamientos de este
género mediante tres caracteres: color de micelio, densidad de micelio y diametro de
la colonia a los 7 dias de siembra en medio Agar Papa Dextrosa (APD).
Posteriormente se llevd adelante la amplificacién por PCR y secuenciacion de dos
fragmentos de las regiones gendémicas conocidas Elongation factor 1-alpha (EF1) e
Internal transcribed spacer +5.8S nrDNA (ITS). Las secuencias se editaron con el
programa Bioedit y se buscé homologia en la base de datos de GenBank mediante
BLASTN. Uno de los aislamientos no presenté homologia con el género Fusarium por
lo cual se descartdé de los andlisis posteriores. Se encontraron secuencias
pertenecientes a siete especies: F. oxysporum, F. graminearum, F. solani, F.
acuminatum, F. neocosmoporiellum, F. triseptatum y F. cerealis. A partir de las
secuencias de los aislamientos y de las secuencias publicadas en GenBank se
encontraron 15 haplotipos para EF1 y 6 para ITS mediante el programa DnaSP v6.
Se realizaron redes haplotipicas a través de la aplicacion PopArt y estudios
filogenéticos utilizando el método de reconstruccion filogenética de Neighbor Joining
(NJ) con el programa MEGAXI y el método de inferencia bayesiana mediante el
paguete informéatico BEAST 2.5. Ademas, se realizé un analisis conjunto con los
haplotipos de las dos regiones génicas con el programa InfoGen utilizando el
coeficiente de emparejamiento simple y la metodologia de encadenamiento promedio.
Se realizaron analisis a posteriori comparando las caracteristicas morfolégicas
(fenotipo fungico), considerando su lugar de colecta, y su clasificacion molecular de
especie (basado en EF1), no obstante, no se encontraron tendencias de ningun tipo.
En conclusion, se encontré6 que las variantes haplotipicas de los aislamientos
presentaron homologia con secuencias presentes en la base de datos del GenBank

pertenecientes a siete especies que pueden producir enfermedades en el cultivo de
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soja segun la bibliografia consultada. Una de ellas (F. triseptatum) no ha sido
reportada en Argentina hasta el momento. El gen EF1 fue el que mejor permitio
clasificar y agrupar a los aislamientos segun las posibles especies de pertenencia que
se habian encontrado por homologia. Por otra parte, el gen ITS permitio discriminar
hasta género, lo cual coincide con lo reportado en la bibliografia. Contar con
informacion sobre el género y la especie de un patdégeno es una herramienta
fundamental para el manejo eficiente de los cultivos y el desarrollo sustentable de la

agricultura.



INTRODUCCION

El cultivo de soja y enfermedades asociadas

La soja (Glycine max L. Merr.) tiene su origen en China y se ha cultivado
tradicionalmente para consumo del grano. Ocupa en la actualidad el octavo lugar en
cuanto a produccion, con un valor anual aproximado de 320 millones de toneladas,
luego de cultivos como maiz, trigo y arroz, constituyéndose en el cultivo oleaginoso
de mayor importancia a nivel mundial. Estados Unidos, Brasil y Argentina producen,
en conjunto, mas del 80 % del total de la produccion mundial (Martino et al., 2014).
Argentina presento en la campafia 2021/2022 una superficie sembrada de 16 millones
de hectéreas, una produccion de casi 40 millones de toneladas y un rendimiento
promedio de 2723 kg ha! (SAGyP, 2023). Las provincias con mayor produccion de
soja fueron Buenos Aires, Cordoba, Santa Fe y Entre Rios.

Si se repasa la historia del cultivo en el pais, se aprecia que durante la década del 60
el esfuerzo estuvo dedicado a investigacion, conocimiento y promocion del cultivo,
mientras que la década del 70 marco el despegue del mismo (Giorda et al., 1997). A
partir de la década del 80 la superficie sembrada se increment6 considerablemente,
pasando desde casi 1,7 millones de hectareas en el ciclo 1980/81 hasta 18,7 millones
de hectéareas en el 2009 convirtiéndose en el principal cultivo del pais con el 55 % del
area agricola total (Ilvancovich et al., 2009). La difusion de variedades resistentes a
herbicidas y la siembra directa, convirtieron a la Argentina en uno de los principales
exportadores mundiales de aceite y harina de soja, lo que constituye la principal

fuente de ingreso de divisas para el pais.

Diversos factores afectan la producciéon de soja, tales como el manejo del suelo y el
cultivo, las condiciones climaticas predisponentes y factores abidticos y bidticos.
Dentro de estos ultimos se encuentran las enfermedades, que pueden perjudicar al
cultivo desde la siembra hasta la cosecha, e incluso en el periodo de almacenamiento.
En Argentina, la reduccion en la produccion de soja debida a las enfermedades se
calculada en alrededor de 900 mil toneladas por afio, causando pérdidas de mas de
250 millones de dolares (Reznikov et al., 2020). Son especialmente relevantes las
enfermedades fungicas, favorecidas por el monocultivo y el uso de labranzas
conservacionistas ya que los agentes fungicos sobreviven en rastrojos en el suelo
(lvancovich et al., 2003; Distefano et al., 2010).



Durante las udltimas décadas diferentes enfermedades han causado problemas
sanitarios en el cultivo de soja en Argentina. La enfermedad de mayor importancia
econOmica desde finales de la década de los ‘70 ha sido la podredumbre himeda del
tallo causada por Sclerotinia sclerotiorum (Wrather et al., 1997). También han sido de
importancia la muerte de plantulas por damping off causada por Rhizoctonia solani y
Fusarium spp.; y la podredumbre de la semilla por Phomopsis sojae, Colletotrichum
spp. y Fusarium spp. (Lavilla & Ivancovich, 2021). En la década del '90 y a principios
de los 2000, ocurrieron epifitias de S. sclerotiorum, cancro del tallo causado por
Diaporthe phaseolorum, mancha ojo de rana causada por Cercospora sojina y
podredumbre carbonosa del tallo causada por Macrophomina phaseolina (Ploper,
2004). Ademas, la soja fue afectada por el sindrome de la muerte repentina (SDS, del
inglés soybean death syndrome) causado por Fusarium tucumaniae, F. virguliforme y
otras especies de Fusarium (Scandiani et al., 2004). Desde el afio 2000, han
presentado importancia en la zona nucleo de Argentina las llamadas enfermedades
de fin de ciclo (EFC) que afectan a los tallos, hojas, vainas y semillas de las plantas
de soja, provocando una senescencia prematura y una disminucion del rendimiento y
de la calidad de las semillas (Reznikov et al., 2019). Entre las principales EFC se
encuentran la mancha marrén, causada por Septoria glycines Hemmi, la mancha ojo
de rana causada por Cercospora sojina Haray el tizon foliar causado por Cercospora
kikuchii.

Actualmente, las principales enfermedades del cultivo de soja en Argentina son el
SDS, la podredumbre carbonosa, el tizon foliar causado por Cercospora, la mancha
marrén, la mancha anillada (Corynespora cassiicola) y la podredumbre del tallo por
Sclerotinia (Lin et al., 2002).

El género Fusarium
La clasificacion y taxonomia del género Fusarium es la siguiente:
Super Reino: Eucariota
Reino: Fungi
Sub-reino: Dikarya
Phylum: Ascomycota

Sub- phylum: Pezizomycotina



Clase: Sordariomycetes
Sub-clase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Los hongos del género Fusarium son ascomicetos filamentosos y cosmopolitas,
tienen un micelio bien desarrollado, tabicado y conidiéforos caracteristicos
(macroconidios, microconidios y clamidosporas), aunque algunas especies tienen un

talo unicelular (Leslie & Summerell, 2008).

Fusarium pertenece a la clase de hongos imperfectos, sus conidiéforos se forman
sobre una base y toda la estructura se denomina esporodoquio (Figura 1; Agrios,
2005).

Tubercularia Fusarium Sphacelia Strumella

Figura 1. Estructuras que forman los hongos imperfectos sobre esporodoquios. Tomada de Agrios
(2005).

Ademas de dafiar a cultivos de importancia agronomica, Fusarium produce
micotoxinas y otros metabolitos, que pueden ser perjudiciales para la seguridad
alimentaria. La identificacion de géneros y especies de manera exacta resulta
importante para llevar adelante estrategias de tratamiento o manejo en el sector
agricola (Crous et al., 2021).

Enfermedades causadas por Fusarium en soja

Los hongos del género Fusarium son habitantes naturales de los suelos, causando
diferentes patologias en especies cultivadas de importancia agronémica en Argentina.
En el cultivo de soja se pueden manifestar diferentes enfermedades segun la especie

de Fusarium que lo infecte. Las principales enfermedades causadas por este género
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en el cultivo son marchitamiento, sindrome de muerte subita, podredumbre de semilla

y plantula (i.e damping off), y pudricion de la raiz (Diaz et al., 2013).

Una de las enfermedades mas importantes que puede estar causada por Fusarium
spp. es el damping-off, que afecta a las semillas antes o durante la germinacion,
generando una reduccion en la emergencia de plantulas, plantulas atrofiadas y con
crecimientos débiles (Zhang et al., 2016). Cuando el agente causal del damping-off
es Fusarium puede haber varias especies involucradas: F. acuminatum, F. equiseti,
F. graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, F. pallidoroseum, F. rigidiusculum, F.
solani, F. sporotrichoides y F. ricinctum (Stewart & Rodriguez, 2013). Cuando
Fusarium se detecta en infecciones tempranas como en el damping-off, en pre-
emergencia, 0 en post-emergencia, puede provenir de las semillas sembradas o del
suelo. En las semillas se encuentra ubicado normalmente en los tegumentos y puede
pasar al cotiledén en infecciones severas. Luego del periodo de almacenaje, si se
mantiene activo el patdégeno, es responsable de la muerte de plantulas y de plantulas
anormales en el periodo de germinacion y emergencia. Por otra parte, las especies
mencionadas son organismos saprofitos que pueden permanecer en residuos de
cosechas y en el suelo, como consecuencia de la siembra directa y el monocultivo de
soja. En general, aparece asociado a Phomopsis spp. y los sintomas de ambos son

dificiles de diferenciar en plantulas (Lavilla et al., 2016).

En linea con lo mencionado, Fusarium causa deterioro patolégico de las semillas,
disminuyendo su vigor, lo que ha podido comprobarse en laboratorio y campo con
pruebas de vigor o pruebas de estrés y en siembras tempranas con bajas
temperaturas (Giachino et al., 2004). Los sintomas de podredumbre de semilla se
observan como un desarrollo micelial algodonoso de colores rosa claro, amarillento o
blanco, cuando las mismas estan expuestas a condiciones de humedad mayor al 80
% y temperaturas de 25 °C (Gally et al., 2006).

El sindrome de muerte repentina (SDS) puede estar causado por Fusarium spp, y €s
una enfermedad que genera grandes pérdidas econdmicas en toda América (Silva,
et. al. 2023). Se caracteriza por clorosis y necrosis foliar, pudricion radicular,
decoloracion vascular de tallos y raices, defoliacibn y muerte. Las especies de
Fusarium que pueden causarlo son las del complejo Fusarium solani: F. virguliforme,
F. tucumaniae y F. brasiliense, entre otras (Aoki et al.,, 2012). En la Figura 2 se

muestra su ciclo biolégico.
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- ~ . Sintomas en las hojas
Infeccién temprana de las raices de las plantulas De.colora.mon de marrén a (las toxinas fungicas
gris del sistema vascular viajan desde las raices

hacia arriba)

Fusarium pasa el invierno en
residuos de soja y maiz,
huéspedes alternativos y suelo
(clamidospora)

(f) pueden caer (los peciolos
permanecen en el tallo)

(a) F. tucumaniae durante los inviernos como peritecios
(etapa sexual)

“ N
Esporulacion de macroconidias (izquierda), en esporodoquios (medio) y en la superficie
de la raiz (derecha)

Tallo basal con pigmentacién rojiza

Figura 2: Ciclo biolégico del sindrome de la muerte subita en soja. Imagen adaptada de Rodriguez et
al. (2021).

Cuatro especies del complejo F. graminearum fueron encontradas en asociacion a la
soja en Argentina: F. graminearum sensu stricto, F. cortaderiae, F. meridionale y F.
boothii (Chiotta et al., 2015). Especies de dicho complejo se identificaron como
patégenas del cultivo en Sudamérica, produciendo decoloracion de la vaina,
podredumbre de raiz y podredumbre de semillas (citas contenidas en Chiotta et al.,
2015). Se trata de un hongo necrotrofico que se hospeda principalmente en
gramineas y por su capacidad saprofita sobrevive en los rastrojos de especies no
gramineas como la soja. En los residuos de cosecha se forman los peritecios, que
maduran con temperaturas y humedad adecuadas y en presencia de luz, liberando
ascosporas, que son la principal fuente de inéculo para las infecciones primarias. Los
granos infectados pueden generar debilitamiento o muerte de las plantulas (Okello et
al., 2020).

Otras enfermedades de importancia causadas por el género Fusarium son los tizones,
podredumbre de raiz y marchitez. Esta ultima también conocida como fusariosis,
incluye el amarillamiento y la defoliacién de la planta, desde abajo hacia arriba
acompafado por el amarronamiento y ennegrecimiento del tejido vascular del tallo,
culminando en necrosis (Ellis et al., 2014). La fusariosis ocasiona estos sintomas

debido al bloqueo en el transporte de agua y nutrientes producido por parte del hongo,
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principalmente F. oxysporum. Este patégeno puede también causar podredumbre de
raiz si las condiciones edafoclimaticas son favorables. F. solani también causa
podredumbre de raiz en plantulas y plantas jovenes (Figura 3), mientras que esta
enfermedad es generalmente causada en plantas adultas por F. equiseti, F.

moniliforme, y F. graminearum (Stewart & Rodriguez, 2013).

Figura 3. Sintomas de podredumbre de raiz inoculadas con Fusarium graminearum (a), F. oxysporum
(b) y F. solani (c), comparadas con un control sin inocular (d). Imagen tomada de Zhang et al., (2013).

Manejo de enfermedades causadas por Fusarium en soja

El manejo de las enfermedades causadas por especies de Fusarium requiere de la
integracion de diversas tacticas. Por un lado, es cada vez mas importante el uso de
variedades resistentes, basadas en el hallazgo de diversas fuentes de resistencia
mediante mejoramiento genético tradicional y herramientas biotecnol6gicas como el
mapeo de QTL, GWAS y uso de transgénesis (Hartman et al., 2015). También puede
realizarse el tratamiento de semillas mediante fungicidas (Ellis et al., 2011), aunque
por si solo no es suficiente. Por otra parte, existen practicas agrondmicas
fundamentales en el manejo de enfermedades fldngicas, como la rotacion y
diversificacion de cultivos (Leandro et al., 2018; Marburger et al., 2015), con la idea
de evitar la siembra de soja en lotes donde haya habido enfermedades asociadas al
cultivo. En este sentido, la destruccion de rastrojos podria generar beneficios, pero no

es compatible con la siembra directa que se realiza habitualmente en nuestro pais.
Importancia del andalisis morfolégico y molecular de Fusarium

El control de las enfermedades fungicas ha dependido, en gran medida, de los

tratamientos con agroquimicos. Sin embargo, su uso representa un severo riesgo
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para la salud humana y contribuye al aumento de la contaminacion al medioambiente,
asi como también a la generacion de microorganismos altamente resistentes que
conducen a enfermedades fangicas con mayor incidencia que antes (Villa et al.,
2015). Para reducir este problema, existe la necesidad de buscar y adoptar
estrategias que sean accesibles, sencillas de aplicar y no toxicas para seres humanos
y animales (Naeini et al., 2010). Una alternativa es la utilizacion de organismos
benéficos o controladores biolégicos, como los hongos del género Trichoderma, que
controlan a otros hongos mediante la competencia por el espacio, rdpido crecimiento,
la sintesis de enzimas degradadoras de la pared celular de los hongos patégenos y
produccion de sustancias antibioticas, que inducen mecanismos de defensa

fisioldgicos y bioquimicos (Guzman-Guzman et al., 2019; Alfiky & Weisskopf, 2021).

Una de las principales limitaciones en el control de las enfermedades de la soja
causadas por especies de Fusarium es la falta de informacién sobre la identidad de
los patdgenos que afectan actualmente a los cultivos y el desarrollo de métodos
adecuados para su manejo (Sun et al., 2022). La identificacidon precisa a nivel de
especie de un agente etioldgico es crucial para el diagndstico y el manejo de la
enfermedad, ya que ayuda a establecer su distribucion geografica y sus
hospedadores (O’'Donnell et al., 2022).

El género Fusarium comprende mas de 400 especies y se considera que aun restan
por describir muchas més. La identificacion morfologica de los hongos es el primer
paso y el que requiere de mas experiencia y formacién para llevar adelante un
adecuado proceso de identificacion. Si bien lo morfologico suele no ser suficiente para
llegar a una identificaciobn completa, suele proporcionar mucha informacién valiosa
(Rahjoo et al., 2008). Sin embargo, es importante destacar que analisis adicionales,
como la secuenciacion de regiones especificas del ADN, son necesarios para

confirmar la identidad taxondmica de los aislamientos (O’Donnell et al., 2022).

Considerando que el género Fusarium es de importancia econémica en Argentina al
menos desde la década del 80, en este trabajo se llevo adelante un muestreo de
suelos de diferentes regiones sojeras del pais a los fines de conocer patdgenos
presentes en los mismos y su potencialidad para impactar el cultivo de soja. En este
sentido se realizo la caracterizacion morfologica y molecular de aislamientos de

Fusarium obtenidos a partir de las muestras de suelo mencionadas.
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Los analisis generados en este trabajo nos permitiran tener un mayor conocimiento
de las especies de Fusarium facilitando su manejo agronémico en la regién sojera,

generando beneficios econdmicos y dando respuesta a la sociedad en su conjunto.
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HIPOTESIS

Existe variabilidad morfoldgica y molecular entre aislamientos de Fusarium obtenidos

a partir de muestras de suelo de diferentes localidades sojeras de Argentina.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la variabilidad morfolégica y molecular en aislamientos de Fusarium

obtenidos a partir de muestras de suelo de diferentes localidades de Argentina.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar morfologicamente aislamientos de Fusarium obtenidos a partir de
muestras de suelo de diferentes localidades del pais.

e Analizar la variabilidad molecular entre los aislamientos de Fusarium mediante
la secuenciacion de dos regiones genémicas y comparar con secuencias

presentes en bases de datos conocidas.
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MATERIALES Y METODOS

Origen y obtencion de los aislamientos

Se analizaron 30 aislamientos de Fusarium spp. (Anexo | y Il) obtenidos a partir de
muestras de suelo colectadas en distintas localidades de las provincias de Buenos

Aires, Cordoba, Santa Fe, Entre Rios y Chaco (Tabla 1, Figura , Figura 13).

Tabla 1: Origen de los aislamientos de Fusarium spp. Se indica la provincia, la localidad, la cantidad
de aislamientos por localidad y los nimeros de identificacion (ID) bajo el cual fueron registrados en la
coleccién del Laboratorio de Fitopatologia de la ECANA-UNNOBA.

Provincia Localidad Cantidad ID
Buenos Aires Carlos Casares 3 1,2,30
Buenos Aires Fontezuela 2 6,7
Buenos Aires Rojas 2 18, 28
Buenos Aires Chacabuco 1 11
Buenos Aires Saliquel6 1 20
Buenos Aires General Villegas 1 21
Buenos Aires Necochea 1 22
Buenos Aires Vedia 1 24

Cdrdoba Marcos Juarez 1 3
Cordoba Hernando 1 4
Cdrdoba Rio Primero 1 19
Cérdoba Sampacho 2 5,29
Cdrdoba Coronel Moldes 2 9,10
Cérdoba Laboulaye 1 12
Misiones Colonia Almada 1 16

Santa Fe Zavalla 1 15

Santa Fe Palacio 1 13

Santa Fe Los Cardos 1 25

Entre Rios Gualeguaychu 2 8, 27

Entre Rios Rincon de Nogoya 1 17

Entre Rios Sequi 2 14, 26

Chaco Pampa del Infierno 1 23
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Los aislamientos se obtuvieron siguiendo el protocolo de extraccion de tierra para el
aislamiento y cuantificacion de patdgenos que es de uso cotidiano en el Laboratorio
de Fitopatologia de la ECANA-UNNOBA (Leslie & Summerell, 2008 con
modificaciones) (Anexo |). De cada parcela en estudio, se tomaron cinco muestras de
30 cm de profundidad utilizando un barreno. EI muestreo se hizo formando una W y
se homogeneizo el suelo recolectado. La muestra debidamente rotulada se conservo

en una bolsa de color negro en heladera a 20 °C + 2.

Caracterizacion morfologica de los aislamientos

Se repicd cada aislamiento bajo camara de flujo laminar vertical en placas de Petri
previamente preparadas utilizando como medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (APD).
Se dej6 incubar durante 7 dias en una camara de crecimiento a 24 °C +2, con
alternancia de doce horas de luz negra (320-400 nm) y doce horas de oscuridad. Las
caracteristicas macroscopicas que se evaluaron fueron: color de micelio (CM; blanco,
blanco-rosado, sepia, amarillo-rosado, blanco violaceo, bordd), densidad de micelio
(DM; relajado, compacto) (Figura 4), y diametro a los 7 dias de la siembra (7DDS;

cm). Fueron evaluadas a simple vista y/o bajo microscopio estereoscoépico.

a)
Sepia Sepia - Amarillo- Rosado Blanco- Blanco Blanco- Violaceo Bordo
Rosado Rosado Rosado Violaceo

0€00F0vee®

Relajado Compacto

Figura 4: Escalas visuales usadas para registrar las caracteristicas morfolégicas de los aislamientos
de Fusarium en estudio. a) Escala para CM. b) Escala para DM.

Caracterizacion molecular de los aislamientos

En colaboraciéon con el Laboratorio de la EEA Pergamino, INTA, se cultivaron los

aislamientos durante 7 dias en placas de Petri con APD a 24 °C en oscuridad. De
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cada placa de Petri se tomaron aproximadamente 50 mg de micelio fresco a partir del
area de crecimiento activo y se extrajo el ADN gendmico siguiendo el protocolo de Liu
et al. (2000) con modificaciones menores (Anexo V). Se verificé la integridad del ADN
extraido en gel de agarosa 0,8 %, tefiido con bromuro de etidio (0,5 g/ml). La
concentracion del ADN se estimé en forma visual a partir de imagenes de dichos geles

comparando con un marcador de peso molecular de 100pb.

El ADN extraido se utilizd6 en la amplificaciéon de dos fragmentos de las regiones
gendmicas conocidas como factor de elongacion 1l-alfa (EF1l) y el espaciador
transcripto interno (ITS), mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

utilizando los cebadores que se indican en la Tabla 2.

Tabla 2: Cebadores utilizados para la amplificacién de las secuencias EF1 e ITS en aislamientos de
Fusarium. Se indica la secuencia, la temperatura de union (Tm), el origen bibliografico y el tamafio
del amplicon que genera el par de cebadores en pares de bases (pb).

) Tamafio
. Origen Tm )
Nombre Secuencia o . aproximado del
bibliogréafico (°C) o
amplicon (pb)

EF1 5'- ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3' | O’Donnell et al.

EF2 5'- GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3' (1998) %0 3
ITS1 “TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' White et al.

ITS4 '“TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' (1990) >8 >40

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de reaccién de 30 pl. En
cada reaccion se utilizé 0,31 pl de cada dNTP 200 pM, 4 ul de Buffer Taq 10X, 1,6 pl
de Mg?* 2,5 mM, 0,62 pl de cada cebador 10 mM, 0,26 ul (5U/ul) de Taq ADN
Polimerasa Pegasus (PB-L, Argentina) y aproximadamente 70 ng de ADN templado.
Se llevaron a cabo en un termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher,
Estados Unidos), utilizando el siguiente perfil de PCR: 5 min a 95 °C; 35 ciclos de 30
seg a 95 °C, 30 seg a 58 0 60 °C segun Tm del par de cebadores empleado y 45 seg
a 72 °C; y una etapa final de extension de 10 min a 72 °C. El producto de amplificacion
se visualizo en un gel de agarosa 0,8 %, teilido con bromuro de etidio (0,5 g/ml) para
comprobar la existencia de un uUnico amplicén con un peso molecular cercano al
esperado. El producto de PCR se envié a purificar y secuenciar por la empresa
Macrogen (Corea). En el caso de EF1 se realiz6 la secuenciacién en los dos sentidos
por recomendacion de la empresa por tener mas de 600pb, y para ITS en sentido

directo por tener menos de 600 pb.
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Analisis de secuencias

Cada secuencia obtenida se editdé con el programa Bioedit (Hall, 1999) a fin de
eliminar los errores de secuenciacion al principio y al final de la secuencia. Con las
secuencias editadas de EF1 e ITS se hizo un BLASTn (nucleotide Basic local
Alignment search tool) en el sitio web del NCBI (Madden, 2013). Dicho procedimiento
sirvié para verificar que las secuencias obtenidas corresponden a esos genes, para
confirmar la pertenencia al género Fusarium y determinar la posible especie a la que

pertenecen.

Se realizaron alineamientos multiples utilizando la herramienta ClustalW (Thompson
et al., 1994) del paquete BioEdit. Se obtuvieron, ademas, alineamientos agregando
las secuencias de GenBank de alta homologia con los aislamientos segun los
resultados de los BLASTn realizados con anterioridad, y secuencias pertenecientes a
otros géneros para usar como outgroup (Tabla 3).
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Tabla 3: Secuencias de EF1 e ITS para diferentes especies de Fusarium utilizadas para el alineamiento
multiple, con sus respectivos nimeros de acceso a GenBank. También se incluyeron secuencias de
otros géneros como outgroup.

N° Acceso en

Secuencia Especie GenBank
EF1 Fusarium solani KF939494.1
EF1 Fusarium graminearum LT548510.1
EF1 Fusarium acuminatum MG826876.1
EF1 Fusarium acuminatum MG826892.1
EF1 Fusarium cerealis MH341231.1
EF1 Fusarium graminearum MH572242.1
EF1 Fusarium graminearum MH572264.1
EF1 Fusarium oxysporum MH582351.1
EF1 Fusarium oxysporum MK414771.1
EF1 Fusarium oxysporum MN417194.1
EF1 Fusarium triseptatum MZ921889.1
EF1 Fusarium graminearum 0OP985484.1
EF1 Fusarium oxysporum 0Q511046.1
EF1 Cercospora kikuchii (outgroup) XM_044798206.1
TS Fusarium neocosmosporiellum JE699610 1

(= Neocosmospora vasinfecta)
ITS Fusarium oxysporum KT215400.1
ITS Fusarium graminearum MK243483.1
ITS Fusarium solani MNO013858.1
ITS Fusarium cerealis MT558855.1
ITS Fusarium triseptatum MW016606.1
ITS Fusarium acuminatum OM811273.1
ITS Fusarium oxysporum OR018296.1
ITS Cercospora kikuchii (outgroup) JF747035.1

Obtencidn de haplotipos y andlisis de polimorfismos

El nimero de haplotipos de cada secuencia se obtuvo con el programa DnaSP v6

(Rozaz et al.,, 2017). Se denominan haplotipos a las secuencias de ADN de un
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organismo que pueden ser definidas por variaciones de los polimorfismos de
nucleotido simple (SNP) y las inserciones o deleciones (INDEL) (Nei, 2007). Se
determind la longitud en pares de bases de cada haplotipo, el nUmero de sitios
polimérficos (SP), el nimero de mutaciones (NM) y la diversidad haplotipica (DH), es
decir la probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar sean diferentes (Nei,
1987).

Las relaciones haplotipicas considerando sitios de muestreo fueron determinadas
mediante el algoritmo Median Joining a través de la aplicacion PopArt (Bandelt et al.,
1999; Leigh & Bryant, 2015).

Construccion de arboles filogenéticos a partir de los datos moleculares

A partir de los fragmentos de los genes EF1 e ITS correspondientes a los
aislamientos, se realizaron los alineamientos con las secuencias obtenidas del NCBI,
cony sin outgroup y se obtuvieron arboles filogenéticos mediante diferentes enfoques.
Utilizando cada gen por separado, por un lado, se usaron los métodos de
reconstruccion filogenética de maxima verosimilitud (MV), empleando el modelo de
sustituciéon de Maximum Composite Likelihood, con el programa MEGAXI (Tamura et
al., 2021).

Un segundo tipo de abordaje filogenético se llevd a cabo a través del método de
inferencia bayesiana mediante el paquete informéatico BEAST 2.5 (Bouckaert et al.,
2019). Para ello, previamente se estimaron los modelos de sustitucion con jModelTest
(Posada, 2008). El programa Tracer 1.7.1 (Rambaut et al., 2018) fue empleado para
determinar la convergencia de las cadenas de Markov, que se alcanzé en todas las
ejecuciones. Los arboles se resumieron con la opcion de Maximum Clade Credibility
(MCC) usando TreeAnnotator 2.5.2 (Bouckaert et al.,, 2019) y el arbol final fue
visualizado en FigTree 1.4.4 (Rambaut, 2018).

En un tercer enfoque, a fin de considerar a los dos genes en conjunto, se generd una
matriz con los haplotipos de cada secuencia blanco, la cual fue utilizada para realizar
un analisis de conglomerados y un analisis de coordenadas principales con el
programa InfoGen version 2016 (Balzarini et al., 2016). Se utilizé la distancia a partir
del coeficiente de emparejamiento simple (simple matching) y la metodologia de
encadenamiento promedio (average linkage o UPGMA, Unweighted Pair-Group
Method using an Arithmetic Average) (Sokal & Michener, 1958).
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Andlisis considerando datos morfolégicos y moleculares

Se realizaron dos analisis de conglomerados con el programa InfoGen. En uno se
incluyeron solo las variables morfolégicas (DC, DM y 7DDS) y el otro se realiz6 con
los haplotipos correspondientes EF1 e ITS y las variables morfologicas. En estos dos
casos se utilizé la distancia a partir del coeficiente de Gower (Gower & Ross, 1969),
porque permite relacionar variables cuantitativas y cualitativas en el mismo analisis y

la metodologia de encadenamiento promedio ya mencionada.

Analisis a posteriori

Una vez determinadas las posibles especies de pertenencia de cada aislamiento
mediante los andlisis previos, se realizaron analisis comparativos entre ellas. La
distribucién de las variables cualitativas CM y DM se analiz6 a través de pruebas de
Chi cuadrado (p<0,05) utilizando a las posibles especies como criterio de clasificacion.
Para el andlisis del 7DDS se aplico analisis de varianza (ANOVA). Por otra parte, a
partir de los haplotipos de EF1 e ITS se realiz6 un andlisis de la varianza molecular
(AMOVA) mediante el programa InfoGen utilizando la distancia de emparejamiento
simple. Este analisis se realiz6 para determinar la existencia de variabilidad entre y
dentro de las especies de Fusarium.
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RESULTADOS

Caracterizacion morfologica de los aislamientos

Previamente, en base a caracteristicas macro y microscépicas, los 30 aislamientos
incluidos en este estudio se habian clasificado como pertenecientes al género
Fusarium (Dr. M. Lavilla, comunicacion personal). En el presente trabajo se realizé

una caracterizacion macroscoépica de las colonias CM, DM, 7DDS (Anexo II).

En la Figura 5 se observan las distribuciones de frecuencia de las tres variables

evaluadas.

a Color c Diametro
16 4
mBordo

m\Viclaceo

mBlanco-\iolaceo 14 4
OBlanco

mBlanco-Rosado

oRosado 12 1

mAmarillo-Rosado

mSepia-Rosado

B Sepia 101

b Densidad

@ Relajado

Cantidad de aislamientos

oCompacto

[2,70-5,10] [5,10-7,50] [7,50-9,90]

Intervalos (cm)

Figura 5: Distribuciéon de frecuencias de las variables macroscopicas evaluadas. a) CM. b) DM. c)
7DDS.

Se realiz6 un analisis de conglomerados considerando las tres variables morfolégicas
(Figura 6). Se utilizaron los aislamientos como criterio de clasificacion, y se agrego la
localidad de muestreo de cada uno, para observar si existia algin agrupamiento

vinculado al origen geografico, aunque en general no se encontré nada destacable.
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Por este motivo, no se realizd6 ANOVA o test Chi-cuadrado agrupando por localidad o

provincia.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Gower (sqrt(1-S)))

24:Vedia
19:Rio Primero
14:Segui

12:Labulaye

13:Palacio _
17:Ricon de Nogoya
9:Monje

7:Fontezuela

6:Fontezuela
27:Gualeguaychu 1
26:Segui |
28:Rojas
22:Necochea —

23:Pampa del Infierno
21:General Villegas E
18:Rojas

11:Chacabuco

2:Carlos Casares
20:Saliqueld 1
8:Gualeguaychu
4:Hernando ]
30:Carlos Casares

Lomonje ——
5:Sampacho
3:Marcos Juarez

29:Sampacho |
25:L0s cardos | |

15:Zavalla I li

1:Carlos Casares

0,00 0,19 0,37 0,56 0,74

Figura 6: Andlisis de conglomerados realizado utilizando las variables macroscépicas evaluadas (CM,
DM, 7DDS) utilizando en programa Infogen. El nUmero representa el ID de cada aislamiento.

Caracterizacion molecular de los aislamientos
Amplificacién, secuenciacion y BLAST

Se obtuvo una buena calidad y cantidad de ADN de los 30 aislamientos (Figura 7).

910 11 1213 14 151617 18 1930 21 22-25 24 25 26 27 28 29 30 M

100pb

Figura 7: Calidad de los ADN extraidos a partir de 30 aislamientos de Fusarium spp. Las calles de 1 a
30 corresponden a los aislamientos y en la calle 31 se encuentra el marcador de peso molecular de
100pb cuya banda de 500pb [100ng/ul] (PB-L, Argentina).
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Se amplificaron los fragmentos del tamafio esperado de EF1 e ITS. En la Figura 8:
Visualizacion de los productos amplificados por PCR de las secuencias EF1 (arriba)
e ITS (abajo) en aislamientos de Fusarium spp. Las calles numeradas 1 a 30
corresponden a los aislamientos.La primera y ultima calle (M100) se encuentra el
marcador de peso molecular de 100pb (PB-L, Argentina), cuya banda mas notoria
corresponde a 500 pb. se muestran las amplificaciones de la mayor parte de los

aislamientos, los faltantes fueron completandose posteriormente.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 21 28 29 30 mM00

EF1-EF2

ITS

M100 1 2 3 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 21 28 29 30 Mm100

Figura 8: Visualizacion de los productos amplificados por PCR de las secuencias EF1 (arriba) e ITS (abajo) en
aislamientos de Fusarium spp. Las calles numeradas 1 a 30 corresponden a los aislamientos.La primera y Ultima
calle (M100) se encuentra el marcador de peso molecular de 100pb (PB-L, Argentina), cuya banda mas notoria
corresponde a 500 pb.

La secuenciacién fue exitosa en las 30 secuencias analizadas para EF1. En el Anexo
Il se pueden visualizar electroferogramas de diferente calidad obtenidos a partir de
la secuenciacién estandar y purificacion del producto de PCR realizada por la
empresa Macrogen (Corea). Si bien algunos electroferogramas como 4F, 7F, 11F y
13R no pudieron interpretarse (Anexo lll), al contar con las secuencias en las dos
direcciones, pudo utilizarse al menos una de ellas. Por el contrario, de las secuencias
de ITS, los electroferogramas correspondientes a los aislamientos 3, 15 y 22

generaron dificultades en su lectura e interpretacion. En el caso del aislamiento 22, el
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peso molecular fue diferente respecto al resto, como se aprecia en la Figura 8:
Visualizacion de los productos amplificados por PCR de las secuencias EF1 (arriba)
e ITS (abajo) en aislamientos de Fusarium spp. Las calles numeradas 1 a 30
corresponden a los aislamientos.La primera y ultima calle (M100) se encuentra el
marcador de peso molecular de 100pb (PB-L, Argentina), cuya banda mas notoria
corresponde a 500 pb.. En los otros dos casos una explicacion podria ser que el
producto de amplificacion no estuviera bien purificado y/o que la concentraciéon no
haya sido la requerida, ocasionando que la sefial se termine antes que se lea todo el
fragmento. Al contarse solo con la secuenciacion en un sentido, estos aislamientos

no se tuvieron en cuenta en los andlisis filogenéticos.

Se realiz6 BLASTn con las secuencias obtenidas, en busqueda de homologia con
secuencias publicadas de diferentes especies. En la Tabla 4 se indican las secuencias
homologas con e-values=0 para cada aislamiento. En la mayor parte de los casos se

obtuvo mas del 99 % de identidad y cobertura.

Tabla 4: Secuencias homologas de EF1 e ITS encontradas en la base de datos del NCBI a partir de BLAST
con las secuencias en estudio. Se presentan las secuencias de menor e-value. Se indica la identidad y cobertura
y su especie correspondiente. En rojo se indican las secuencias descartadas para los analisis posteriores.

EF1 ITS
Aislamiento % % ] ) % % . .
] ] Especie de Fusarium | ] Especie de Fusarium
identidad | cobertura identidad | cobertura
7 100 99 ) 100 99 )
F. acuminatum F. acuminatum
11 100 100 99,78 100
30 100 100 99,8 100
25 99,85 100 F. cerealis 100 100 F. cerealis
1 100 100 100 100
6 100 100 99 100
10 100 100 F. graminearum 100 100 F. graminearum
20 100 99 100 100
26 100 100 100 100
29 100 99 100 100
2 100 100 F. solani 100 100 F. solani
15 99,44 100 81,27 66
3 100 100 91,38 22
F. oxysporum F. oxysporum
5 100 100 100 100
8 99,85 100 99,79 100
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9 100 100 100 100

12 99,85 100 100 100

13 100 100 100 100

14 99,27 99 100 100

18 100 100 100 100

19 99,85 100 99,08 100

21 100 100 100 100

22 100 100 91,38 19

23 99,85 99 100 100

24 100 100 100 100

27 100 100 100 100

28 100 100 100 100

17 100 99 F. triseptatum 99,79 100 F. triseptatum

4 99,71 100 F. neocosmosporiellum 88,54 100 F. neocosmosporiellum
16 99,87 99 Purpureocilium 95,22 68 Epicoccum nigrum

lilacinum

El aislamiento 16 fue descartado de los andlisis posteriores por no corresponder al

género Fusarium segun los resultados del BLASTn.

De las siete especies de Fusarium encontradas, 15 aislamientos pertenecerian a F.

oxysporumy 6 F. graminearum (Figura 9). Ademas, debe destacarse que la especie

F. triseptatum hasta el momento no se reporté en Argentina en el Sistema Nacional

de Vigilancia y Monitoreo de Plagas (SINAVIMO; sinavimo.org.ar).
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Especie

"
|

= Fusarium oxysporum

Fusarium graminearum

® Fusarium solani

= Fusarium neocosmospotiella

= Fysarium acuminatum

= Fusarium triseptatum

Fusarium cerealis

Figura 9: Proporcion de especies a las que corresponderian los 29 aislamientos del

género Fusarium considerados en este estudio.

Andlisis de la diversidad genética

En la Tabla 5 se describen algunos rasgos sobresalientes de las dos secuencias

amplificadas, EF1 e ITS.

Tabla 5: Descripcién de las secuencias obtenidas a partir del programa DnaSP v6 de los genes EF1 e

ITS.

Secuencia
EF1 ITS
Numero de secuencias (NS) 29 26
Numero de haplotipos (NH) 15 5
Numero de pares de bases maximo (NPB) 744 518
Sitios polimorficos (SP) 173 161
Diversidad haplotipica (DH) 0,93 0,72

Los fragmentos obtenidos para EF1 permitieron diferenciar 15 haplotipos. Al

incorporar al analisis las secuencias publicadas en el NCBI, el nimero de haplotipos

resulté el mismo. Para el caso de ITS se encontraron 5 haplotipos y resultaron 6 al
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incorporar las secuencias del NCBI. Los sitios polimorficos fueron 173 para EF1y 161
para ITS, lo cual resulta en valores similares, considerando que ITS tiene un
fragmento menor de amplificacion. La diversidad haplotipica es mayor para el caso

de EF1 por lo que es mas informativa.

Relaciones haplotipicas

Para la secuencia EF1 se observa un grupo central con los haplotipos 3, 5, 8, 9, 11,
12 y 13; y luego tres grupos bien diferenciados: uno con los haplotipos 1, 6 y 14; otro
con los haplotipos 7 y 15; y otro con los haplotipos 2, 4 y 10 (Figura 10 a). Estos
grupos se corresponden con la clasificacion por especies realizada a partir del andlisis
de homologia de secuencias (Figura 10 b). Los haplotipos centrales corresponden a
la especie F. oxysporum, siendo el 8 y el 12 los mas frecuentes con 4 aislamientos
cada uno. Los haplotipos 1y 6 corresponden a los aislamientos que pertenecerian a
F. graminearum, siendo el haplotipo 6 el mas frecuente con 4 aislamientos. El
haplotipo 14 perteneceria a F. cerealis, cercano a F. graminearum. Por otro lado, los
(haplotipos 7 y 15) corresponden a los aislamientos de F. acuminatum; y el Gltimo
grupo corresponde a F. solani (haplotipos 2 y 10) y a F. neocosmosporiellum haplotipo
4 (FiguralO b). Dentro de la red se observan una gran cantidad de puntos negros
correspondientes a haplotipos no muestreados en el presente trabajo. No se observa

una asociacién evidente entre haplotipos y sitios de muestreo (Figura 11).
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Figura 10: a) Red haplotipica obtenida mediante el analisis Median Joining a partir de un fragmento del
gen EF1 analizado para aislamientos de Fusarium. El tamafio del circulo es proporcional a la frecuencia
de secuencias dentro de cada haplotipo y cada linea transversal entre ellos representa una mutacion.
Los circulos negros corresponden a posibles haplotipos no muestreados. Los colores indican los sitios
de muestreo.b) Red haplotipica obtenida mediante el analisis Median Joining a partir de un fragmento
del gen EFlteniendo en cuenta la especie.
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Figura 11: Haplotipos por sitio de muestreo obtenidos mediante el analisis Median Joining a partir de
un fragmento del gen EF1 analizado para aislamientos de Fusarium. El tamafio del circulo es
proporcional a la frecuencia de los haplotipos por sitio de muestreo.

Para la secuencia ITS se observa una red de haplotipos no muestreados en el centro
y cuatro grupos bien definidos: uno con los haplotipos 1y 5; y los otros tres cuentan
con un haplotipo cada uno: 4, 2y 3 (Figura 12 a). En este caso, cada haplotipo incluye
a mas de dos especies y no se ve un agrupamiento claro. El haplotipo 4 es el que
presenta mayor frecuencia de aislamientos y pertenecerian a las especies F.

graminearum, F. oxysporum, y F. triseptatum (Figura 12 b)

El haplotipo 5 solo se encontré en Rio Primero y el 2 solo en Carlos Casares. No se

observan otras asociaciones entre haplotipos y sitios de muestreo (Figura 13).
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Figura 12: a) Red haplotipica obtenida mediante el analisis Median Joining a partir de un fragmento del
gen ITS analizado para aislamientos de Fusarium. El tamafio del circulo es proporcional a la frecuencia
de secuencias dentro de cada haplotipo y cada linea transversal entre ellos representa una mutacion.
Los colores indican los sitios de muestreo.b) Red haplotipica teniendo en cuenta las especies.
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Figura 13: Haplotipos por sitios de muestreo mediante el andlisis Median Joining a partir de un
fragmento del gen ITS analizado para aislamientos de Fusarium. El tamafio del circulo es proporcional
a la frecuencia de los haplotipos por sitio de muestreo.

Construccion de arboles filogenéticos

Para la secuencia EF1, el arbol filogenético obtenido mediante la metodologia MV
muestra que los aislamientos se separan en 6 grupos, relacionados en gran medida
con las especies de las secuencias encontradas a partir del BLAST, que también se
incorporaron al arbol (Figura 114). El primer grupo esta formado por los aislamientos
25,1, 29, 6, 10, 20, 26 que corresponderian a F. graminearum en base al BLASTn al
estar formado los aislamientos. El segundo grupo esta formado unicamente por el
aislamiento 25 F. cerealis. El tercero agrupa a F. acuminatum (aislamientos 7, 11, 30),
15y 2 (F. solani) y 4 (F. neocosposporiellum). El cuarto grupo corresponderia al
aislamiento 17 (F. triseptatum), y el quinto grupo cuenta con los aislamientos 9, 27, 5,
3,22, 28,13, 8, 12, 24, 18, 19, 21, 14 y 23; que corresponderian a F. oxysporum. El

sexto grupo es el outgroup, que enraiza correctamente el arbol.
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Figura 14: Arbol filogenético obtenido mediante la metodologia MV a partir de un fragmento del gen
EF1 (Tef) analizado para aislamientos de Fusarium. Los agrupamientos estan sefialados por los
cuadros de colores. Bootstrap 500

Al utilizar inferencia bayesiana, los aislamientos se separan en seis grupos
considerando la mejor probabilidad posterior calculada por Beast (Figura 15). Como
en la metodologia anterior, puede observarse que los aislamientos del presente
trabajo se agrupan segun las que serian sus especies de pertenencia. Los grupos son
similares, solo que en este caso el aislamiento 25 (F. cerealis) conforma un grupo
separado, y los aislamientos que posiblemente pertenezcan a F. solani (15 y 2) se
agrupan con los de F. acuminatum (30, 7 y 11) y con el aislamiento 4 (F.

neocosmosporiellum).
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Figura 15: Arbol filogenético obtenido mediante inferencia bayesiana a partir de un fragmento del gen
EF1 analizado para aislamientos de Fusarium. Los nimeros indican el valor de probabilidad posterior
de cada nodo, KF939494.1 F. solani, LT548510.1 F. graminearum, MG826876.1 F. acuminatum,
MG826892.1 F. acuminatum, MH341231.1 F. cerealis, MH572242.1 F. graminearum, MH572264.1 F.
graminearum, MH582351.1 F. oxysporum, MK414771.1 F. oxysporum, MN417194.1 F. oxysporum,
Mz921889.1 F. triseptatum, OP985484.1 F. graminearum, 0OQ511046. 1 F. oxysporum.
XM_044798206.1 Cercospora kikuchii outgroup

Para la secuencia ITS, el arbol filogenético obtenido mediante la metodologia MV
muestra que los aislamientos se separan en 3 grupos (Figura 86) el primer grupo
compuesto por los aislamientos 9, 28, 27, 24, 23, 21, 17, 6, 7, 12, 13, 14, 18, 2, 4,
5,11, 30, el segundo por los aislamientos 19, 26; 20, 29, 1, 10, 8, 25, y el tercero es

el outgroup.
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Figura 86: Arbol filogenético obtenido mediante la metodologia MV a partir de un fragmento de ITS
analizado para aislamientos de Fusarium, los grupos estan sefialados por los cuadros de colores.
Bootstrap 500

Al utilizar inferencia bayesiana, los aislamientos se separan en 5 grupos en base a la
probabilidad posterior calculada por Beast (Figura 17). El primer grupo es el outgroup,
el segundo grupo los aislamientos 11, 5, 4, 30 y 2; el tercer grupo los aislamientos 19,
20, 29, 26, 1, 25, 10, 8; el cuarto grupo el 18 y el quinto grupo los aislamientos 21, 17,
28,9,27,12,24,6, 23,7, 14, 13.

En base a estos resultados, la secuencia ITS no realiz6 los agrupamientos que se

esperaban segun las especies de las secuencias homoélogas del BLAST.

38



JF747035.1
ITS11
ITS5

ITS4
KT215400.1

o OM811273.1

' a s 1TS30

0,09

0,01
0,65 0,08

0,06

1 l 0,02

17818
e MWO16506.1

0,06

Figura 97: Arbol filogenético obtenido mediante inferencia bayesiana a partir de un fragmento del gen
ITS analizado para aislamientos de Fusarium. Los numeros indican el valor de probabilidad posterior
de cada nodo. JF699610.1 F. neocosmoporiellum, KT215400.1 F. oxysporum, MK243483.1
F.graminearum, MNO013858.1 F. solani, MT558855.1 F. cerealis, MW016606.1 F. triseptatum,
OM811273.1, F. acuminatum, OR018296.1 F.oxysporum, JF747035.1 Cercospora kikuchii.

Por ultimo, se realizé un analisis conjunto con las dos secuencias mediante un analisis
de conglomerados utilizando los haplotipos obtenidos en DnaSP (Figura 108). Debe
aclararse que los aislamientos 3, 15 y 22 solo contaron con el haplotipo de EF1. En
este caso, se formaron cuatro grupos: el primero Unicamente cuenta con el
aislamiento 2, el segundo esta formado por los aislamientos 30, 12, 5y 4; el tercero
por los aislamientos 19, 15, 23, 21, 18, 17, 14, 24, 13, 27,9, 7, 6, 28, 22y 3; y el
cuarto por los aislamientos 25, 11, 26, 20, 10, 8, 29, 1.
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Simple Matching (sqri(1-S)))

0,00 0.11 021 032 042

Figura 108: Dendograma a partir de los haplotipos de ITS y EF1 de aislamientos de Fusarium de
distintas localidades de Argentina.

También con los haplotipos de las dos secuencias se realizé un analisis de
coordenadas principales con el fin de visualizar los agrupamientos. Se formaron
cuatro grupos de aislamientos (Figura 119). Si bien en todos los grupos se encuentran
varias de las especies que se determinaron segun el BLAST, en el grupo encerrado
con azul se ubican la mayor parte de los posibles F. graminearum y en el encerrado
con rojo los F. oxysporum. Los aislamientos que segun el BLAST corresponderian a

F. solani se ubican en el grupo central encerrado en verde.
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Figura 119: Andlisis de coordenadas principales a partir de los haplotipos de EF1 e ITS de aislamientos
de Fusarium de distintas localidades de Argentina. Se observan cuatro agrupamientos encerrados con
circulos de diferentes colores.

Caracterizacion conjunta utilizando informacion morfol6égica y molecular

Se realiz6 un andlisis de conglomerados considerando tanto los haplotipos de las dos
secuencias como las variables morfolégicas usando el algoritmo de encadenamiento
promedio (UPGMA) y la matriz de distancia construida a partir del indice de similitud
de Gower (Figura 20). En este caso, los grupos que se conforman son: 1) 27 y 26; 2)
19,12,14,17,9, 24, 13,7, 6, 11, 28, 22, 23, 21, 18, 2; 3) 10, 30, 5, 4, 3; 4) 20y 8; 5)
29, 25, 15, 1.
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Gower (sqrt(1-S)))
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Figura 20: Dendograma a partir de los haplotipos de ITS y EF1 y las variables morfol6gicas (DM, CM
y 7DDS) de aislamientos de Fusarium de distintas localidades de Argentina.

Andlisis a posteriori

Considerando la clasificacion por especie realizada principalmente por la secuencia
EF1, se buscé determinar si los aislamientos que posiblemente pertenezcan a la

misma especie, presentan caracteristicas comunes.

En primer lugar, se realizO AMOVA considerando especie como criterio de
clasificacion. Se utilizaron los haplotipos de las dos secuencias en estudio y se
encontré que existen diferencias significativas (p<0,05) en la variabilidad genética de
la poblacion de Fusarium segun la especie (Tabla 6). El 16,67 % de la variabilidad

puede encontrarse entre especies, y el 83,33 % dentro de las especies.

Tabla 6: Andlisis molecular de la varianza (AMOVA) para la poblacion de Fusarium considerando la
especie de pertenencia segun los resultados obtenidos previamente en este trabajo. Se indica el valor
p asociado y el porcentaje de la variabilidad explicada entre y dentro de las especies.

F.V. p-valor | Porcentaje
Posible especie | 0,0025 16,67
Dentro 0,0025 83,33
Total 100
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Asimismo, se realizaron pruebas de Chi-cuadrado para determinar la existencia de
asociacion entre especies y las caracteristicas morfolégicas cualitativas. No se
encontrd relacion ni con el color (p=0,2811) ni con la densidad de micelio (p=0,2247).
Tampoco existe asociacion entre especie y la provincia donde se realizd el muestreo
(p=0,6210). En el caso del diametro, por ser una variable cuantitativa, se realizo
ANOVA, pero no se encontraron diferencias entre especies (p=0,6069). Por ultimo,
se realiz6 un andlisis de conglomerados de las especies solo con los haplotipos
(Figura 21) y otro con los haplotipos y las variables morfologicas (Figura 22). En los

dos casos F. oxysporum y F. solani forman grupos separados de las demas especies.

Promedio {Average linkage)
Distancia: (Simple Matching (sgri{1-S})}

Fusarium oxysporum

Fusarium solani

Fusarium neocosmosporiella

Fusarium triseptatum

Fusarium grami uim

Fusarium cerealis

Fusarium ac

r T T T T
0,00 018 0,36 0,54 072

Figura 21: Dendograma a partir de los haplotipos de EF1 e ITS de las posibles especies encontradas
en aislamientos de Fusarium de distintas localidades de Argentina.
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Gower (sgri{1-S)})
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Figura 22: Dendograma a partir de los haplotipos de EF1 e ITS y de las variables morfolégicas (CM,

DM. 7DDS) de las posibles especies encontradas en aislamientos de Fusarium de distintas localidades
de Argentina.
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DISCUSION

En el presente trabajo, se realizé una caracterizacion exhaustiva de una coleccion de
30 aislamientos fungicos, obtenidos a partir de muestras de suelo de diferentes
localidades sojeras de Argentina. El énfasis estuvo puesto en el estudio de la

composicion de especies del género Fusarium presentes.

Notablemente, la identificacion de Fusarium a nivel de especie se realiza en base a
caracteristicas morfoldgicas (i.e morfologia de micelio, hifas, macro y microconidios,
presencia/ausencia clamidosporas, entre otras) (Agrios 2005, Leslie & Summerell,
2008) y con el apoyo de herramientas moleculares. En muchos casos la morfologia
no es suficiente per se para distinguir entre especies, razon por la cual los estudios

moleculares cobran relevancia (O’'Donnell et al., 2022).

En primer lugar, se estudiaron los aislamientos segun su morfologia macroscépica a
través de los caracteres CM, DM y 7DDS en APD y, se pudo observar una
composicién heterogénea de la coleccion, que dio cuenta de su riqueza fenotipica.
Estas observaciones permitieron también realizar un seguimiento de la pureza de los
cultivos, su sanidad y una primera agrupacion dentro del género Fusarium. También
permitieron realizar andlisis de asociacion y agrupamiento entre puntos de muestreo

y especies, pero sin encontrar tendencias de relevancia.

Posteriormente se llevo adelante la caracterizacién molecular. Para ello se utilizaron
dos fragmentos correspondientes a los genes EF1 e ITS. De ellos, el gen del factor
de elongacién 1-alfa (EF1) posibilita en mayor medida hacer la caracterizacion a nivel
de especie dentro del mismo género debido a su mayor variabilidad entre especies
relacionadas, lo que permite una mayor resolucién (Karlsson et al., 2016; Ramdial et
al., 2017). Mientras que el espaciador transcripto interno (ITS) es una region del ADN
ribosémico nuclear que se considera el “codigo de barras” en la identificacion de
hongos (Schoch et al., 2012) y por ello fue utilizado para llegar al nivel de género. Su
secuencia es de facil amplificacion por PCR y hay una gran cantidad de informacion
en las bases de datos publicas para comparar y corroborar el género Fusarium (Crous
et al., 2021). Si bien ITS permite reconocer complejos dentro del género, no seria util

para el reconocimiento de especies (O'Donnell et al., 2022). Ademas, EF1 es de Unica
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copia en el genoma (Geiser et al., 2004), mientras que para ITS se han encontrado

paralogos (Summerell, 2019) lo cual complejizaria el analisis de secuencias.

En un trabajo en el que se obtuvieron redes filogenéticas para el género Fusarium a
partir de varios genes utilizando mas de 100 aislamientos de referencia a nivel
mundial, se hallaron 31 haplotipos para el gen EF1y 10 para ITS (Vasquez Barajas,
2021). En otro trabajo se identificaron 42 haplotipos para EF1 en 79 aislamientos de
11 paises y 12 para ITS utilizando 92 aislamientos (Ramdial et al., 2017). En
coincidencia con lo antes mencionado, en el presente trabajo, el nUumero de haplotipos
encontrados y la diversidad haplotipica fue mayor para EF1 que para ITS, lo cual
podria demostrar una mayor tasa de evolucion, haciéndolo mas indicado para
estudios de diversidad genética (Kumar et al., 2018). En el andlisis BLASTn para el
gen EF1 se obtuvieron porcentajes identidad entre el 99,27-100 % en coincidencia
con la literatura publicada para especies de Fusarium (Geiser et al., 2004; Lépez et
al.,, 2020). Para ITS el porcentaje fue de 88,54-100 %. Considerando que los
porcentajes de identidad fueron adecuados para los dos genes (O'Donnell et al.,
2015), las secuencias pueden considerarse homélogas a las halladas en la base de
datos. De esta forma fue posible descartar uno de los aislamientos que se habia
clasificado previamente como Fusarium (aislamiento 16), confirmando que tanto EF1
como ITS permitirian evitar este tipo de error de clasificacion. El resto de los
aislamientos presentaron homologia con alguna de las siguientes siete especies de
Fusarium: F. oxysporum, F. graminearum, F. solani, F. acuminatum, F.

neocosmoporiellum, F. triseptatum y F. cerealis.

Tanto en los dendrogramas como en el célculo de redes haplotipicas, el gen EF1
permitié una clasificacion por especies coincidente con el estudio previo de homologia
de secuencias. El andlisis filogenético agrup6 a los aislamientos que pertenecerian a
la misma especie con las respectivas secuencias obtenidas del NCBI. Este tipo de
analisis permite describir especies estrechamente relacionadas. Segun los resultados
de este trabajo, F. graminearum seria mas cercana a F. cerealis coincidiendo con
estudios previos (Laday & Szécsi, 2001). Ademas. F. solani se agrupa con F.
neocosmosporiellum, lo cual puede explicarse en el hecho de que ambos pertenecen

al complejo de especies F. solani segun lo indicado por O’'Donnell (2022).
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La especie mas abundante en los suelos de las localidades muestreadas fue F.
oxysporum que agrupado con otras especies de Fusarium es causal de una de las
enfermedades preemergentes mas importantes, que afecta el cultivo de soja desde
la semilla: el damping-off (Stewart & Rodriguez, 2013). Otra especie abundantemente
encontrada fue F. graminearum, que posee diferentes hospedantes, pero ataca
principalmente gramineas, luego sobrevive en los rastrojos y es capaz de producir
virulencia a través de sus micotoxinas en soja (Barros et al. 2014). F. acuminatum se
ha encontrado asociado con podredumbre de raiz en soja (Okello et al., 2019), lo
mismo que F. cerealis (Abdelmagid et al., 2018), por lo que su presencia en el suelo
puede ser perjudicial para el cultivo. Las especies del complejo F. solani producen
SDS (Spampinato et al., 2021) y F. neocosmosporiellum se asocio en los ultimos afios

también con podredumbre del tallo (Greer et al., 2015; Jimenez Madrid et al., 2023).

De las siete especies encontradas, F. triseptatum, colectada en Rincén de Nogoya,
provincia de Entre Rios, no ha sido reportada en Argentina segun el Sistema Nacional
de Vigilancia y Monitoreo de Plagas (SINAVIMO). Para poder llevarlo a cabo, deberia
realizarse una caracterizacion morfolégica y molecular mas exhaustiva para confirmar
gue se trata de esta especie, y luego realizar pruebas de patogenicidad con soja ya
que no se encontré informacion sobre los efectos en el cultivo. ES una especie
relacionada a F. oxysporum (Lombard et al., 2019), lo cual también se observé en los

arboles filogenéticos realizados con las secuencias de este trabajo.

Utilizar un unico enfoque para la identificacion de especies de Fusarium puede
resultar insuficiente, sobre todo cuando las especies se encuentran genéticamente
muy relacionadas. En el presente trabajo, se avanzé en la identificacion a través de
técnicas moleculares. Resta por realizar a futuro estudios microscépicos que
complementarian y confirmarian la identidad taxondémica de los aislamientos en
estudio. Adicionalmente podrian realizarse pruebas de patogenicidad y virulencia
para comprobar si los aislamientos son capaces de causar enfermedad en soja 0 en
otros cultivos de importancia, y asi evaluar su potencialidad como causantes de

enfermedad, epifitias y pérdidas economicas.
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CONCLUSIONES

v

Segun la morfologia macroscopica se pudo observar una composicion
heterogénea de la coleccion de aislamientos de Fusarium en estudio.

El andlisis molecular realizado con las secuencias de las regiones parciales de
los genes EF1 e ITS permiti6 confirmar que 29 de los 30 aislamientos
anteriormente identificados como Fusarium pertenecian a dicho género.

Se encontr6 variabilidad molecular entre los 29 aislamientos analizados.

Las variantes haplotipicas de los aislamientos presentaron homologia con
secuencias presentes en la base de datos del GenBank pertenecientes a siete
especies: F. oxysporum, F. graminearum, F.solani, F. acuminatum, F.
neocosmoporiellum, F. triseptatum y F. cerealis.

El gen EF1 permiti6 clasificar y agrupar a los aislamientos segun las posibles
especies de pertenencia que se habian encontrado por homologia. El gen ITS,
por su parte, permitioé discriminar hasta género.

Las especies halladas son potenciales fitopatégenos del cultivo de soja, lo cual
deberia confirmarse mediante estudios de patogenicidad y monitoreos a
campo. La especie F. triseptatum no ha sido reportada en SINAVIMO hasta el
momento, por lo que, de confirmarse su presencia en Argentina como
organismo de interés fitopatoldgico que cause dafio en algun cultivo, deberia
reportarse.

Para complementar los resultados de este trabajo, a futuro deberia realizarse
una caracterizacion microscopica que incluya caracteristicas tales como: como
la forma y el tamafio de macro y microconidios, presencia/ausencia de

clamidiosporas, entre otras.
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ANEXOS

Anexo |

Protocolo para el aislamiento y reconocimiento de hongos del suelo (Fehr et al., 1977)

Medios de cultivo

1. Medio APD. Ingredientes: papa 250 g; dextrosa 18 g; agar 10 g; agua destilada.
Procedimiento: Se cortan 250 g de papa sin cascara y se cubren con agua destilada.
Se deja hervir durante 30 min. Concluido este tiempo se cuela la infusion o caldo de
papa a través de una gasa. Se disuelve el agar en 500 ml de agua destilada,
calentando ligeramente en agitacidn, se agrega dextrosa y se disuelve. Se afiade la
solucion de agar dextrosa al caldo de papa mezclando bien. Finalmente, se afora con
agua destilada a 1000 ml.

2. Medio V8 (jugo V8- agar). Ingredientes: jugo V8 (lata) 200 ml; CaCO 3 g; agar 18
g y agua destilada. Se pesa el CaCO y se agrega a vaso precipitado conteniendo el
jugo V8 y 500 ml de agua destilada. Una vez disuelto, se agrega la cantidad necesaria
de agua destilada hasta completar 1000 ml.

3. Medio AA (agua-agar). Ingredientes: agar 15 g, agua destilada. Aforar a 1000 ml.
4. Medio Agar Harina de Maiz. Ingredientes: 20 g de agar, 20 g de dextrosa, 500 ml
de jugo de maiz. El jugo de maiz se obtiene llevando a hervor 20 g de harina de maiz
amarillo, previamente disuelta en 500 ml de agua destilada. Se calienta a 60 °C,
mientras se agita la preparacion en un periodo aproximado de 1 hora. Luego se filtra
a través de una gaza. Se agrega dextrosa y se completa con agua destilada hasta
1000 ml.

NOTA: Se agrega la cantidad correspondiente agar y se esterilizan en autoclave a
121,1°C durante 20 minutos.

Siembra de suelo en placas de Petri

Se pesa 1,5 g de suelo y se disuelve bajo camara de flujo laminar en 5 ml de agua

destilada estéril (solucion madre). La solucién madre se diluye 3 veces en forma
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seriada a 1/10. La solucion final (1/1000) se siembra en placa de Petri conteniendo
los diferentes medios de cultivo, para lo cual se colocan 5 gotas de la solucion 1/1000

por placa. Se deben utilizar 5 placas por medio de cultivo.

Incubacién de los cultivos

Las placas de Petri se incuban en camaras de crecimiento a diferentes temperaturas;
tres placas a 24 °C + 2 y dos placas a 18°C durante 7 a 10 dias. El fotoperiodo debe
ser de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Sin embargo, puede considerarse un

100 % de oscuridad en la incubacion.

Evaluacién de resultados

Bajo microscopio estereoscopico se determinan las variables color de micelio (CM;
blanco, blanco-rosado, sepia, amarillo-rosado, blanco violaceo, bordd); densidad de
micelio (DM; relajado, compacto) y diametro a los 7 dias de la siembra (7DDS; cm)

de los aislamientos de Fusarium spp. obtenidos de suelo.

58



Anexo |l

Tabla de datos morfologicos y moleculares de los aislamientos

Aislamiento Color en APD 7DDS | Densidad | Haplotipos Haplotipos
en APD | en APD EF1 ITS
Blanco-Rosado 9 Relajado Hapl Hapl
Sepia 51 Compacto Hap2 Hap2
Sepia 3,4 Relajado Hap3
Sepia 5,6 Relajado Hap4 Hap3
Sepia 3,3 Relajado Hap5 Hap3
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Rosado 55 Compacto Hap6 Hap4
Rosado 5,5 Compacto Hap7 Hap4
Amarillo- )

5,5 Relajado Hap8 Hapl

Rosado
Rosado 4,5 Compacto Hap5 Hap4
Sepia 4,5 Compacto Hap6 Hapl
Blanco 4 Compacto Hap7 Hap3
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Bordo 4 Relajado Hap8 Hap4
Rosado 5 Compacto Hap8 Hap4
Rosado 3 Compacto Hap9 Hap4
Blanco-Violaceo 9 Relajado Hapl0
15
16 IMAGEN NO
Blanco 2,7 Compacto
DISPONIBLE
Rosado 4,6 Compacto Hapl1l Hap4
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Sepia 7 Compacto Hapl2 Hap4
Rosado 3 Compacto Hap12 Hap5
Amarillo-
4 Compacto Hap6 Hapl
Rosado
Sepia 7,3 Compacto Hapl2 Hap4
Sepia 9 Relajado Hap3
Sepia 7,4 Compacto Hapl3 Hap4
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Rosado 6,9 Compacto Hap8 Hap4
Violaceo 9 Relajado Hapl4 Hapl
Violaceo 7 Compacto Hap6 Hapl

Sepia-Rosado 9 Compacto Hap5 Hap4
Sepia 9 Compacto Hap3 Hap4
Violaceo 9 Relajado Hapl Hapl
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Sepia

4,1

Compacto

Hap15

Hap3
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AGCGTIG AT CCTGGTATCACCATT GATAT CGCTCTCTGGAAATT T AGACTCCT CGCTACTATGT CATCGT CI TTGOT AT GT TGT CACTGT CTCACAC TATCACGT AGI CATCA AGC T AACATCT T

ID: 13EF1R

macrogen
File: fus13R_EF2.abl Run Ended: 2022/3/24 3:26:28 Signal G:839 A:1005 C-1108 T-1029
Sampie: fus! IR_EF2 Lane: 30 Base spacing: 16.052366 1932 bases in 21051 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 a0 70 B0 S0 100 110 120
CC @G TC GG TG 0 GGG AGUGTCT G AGT G TAT GT T AGT AC GAAG AGAAGT AG AAT G AAGC AT G AGLG ACAACAT ACCAATG ACGGTG ACAT AGT AGC GAGE AGTCTCGAACT TCLAG AG A

N WMWY A A A A e e VM A AV A WA W VA AR A

140 150 160 170 180 130 210 220 230
A CACGCTCACGC TOGGCCTTGAGCT TG TCAAGAACCCAGGCGTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCT TCCTATT GTTGAATGGT TAGT GACTGCTTG A

130
GCAATATCGATGGT G

AAMAANAR AWV

530 Sa0 550 60 570 S80 590 HO0 610
ACTGG ACTAACCAGTIGG GOGGACCGTIG GTACGATC TTC GTCTTTGGAATAT GAC AGTTCCCCCG COCGGTOT OC OGC @ CAGE G AC AATGG CAT AT TGGCW GT TGC CTAC GATCTT A
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ID:1EF1R

File: fusIR_EF2.abl Run Ended: 2022/3/24 3:26:28 Signal G:4326 A:5051 C:6569 T:5227 é
Sample: fusIR_EF2 Lane: 13 Base spacing: 16.250038 1330 bases in 16212 scans Page 1 of 2

10 20 30 0 0 60 70 %0 90 100 110 120
C CITGTVWATT CCTCCTCTGTATTTITA@ CTAA TAGCCATGTTAGT AT GAGAATGTGAT GACAGCAGTGGTGACUVCATACCAATG ACGGTG ACAT AGTAGCGAGG AGTCTCGAACTTCCAGAGGGCGAT

o ANV AN A AWV AN AW A AN AW A VAV M A AW

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
ATCAATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCTTTGAGCTTGTCALGANCCCAGGCGTACTTGANGGA WCCCTTACCGAGCTCGGCGGCTTCCTATTGACAGGTGGTTAGT GACTGGTTGACACGTG

260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
TGATGAGCGCCCAGGGAATGOTTTGT GGG AGAGGGCAGACGCCTGTCGCTCGAGTGGCGGGGT A\ TGAGCCCCACCGGGGG A A AAATTACGACAAAGCCGCAAATTTTT G CCTCGAGCGGGGT

VA A A A Y A ANAAAAAAAA A A A AN ANV AV o AN AW A

390 400 410 420 430 440 450 460 470 490
AACAGGCGCGTATCOGAGTCGTCGTGTGAGGOCGATTCG AATGATATTTCGAAAGGGA A AGGGCOCGCGATCGAGG AN AT GAGACCANCCTTCTCGA \CTTCTCG \TOO"I'I‘COCTTOTCO ATACC

ID: 31TS

mocrogen
File: FUS3_ITS.abl Run Exaed: 2022/3/23 19:11:6 Sigwal God47 A258 C:227 T0242 %
Sampde: FUSI _ITN Lame: {1 Base spacing: 14 T44377 735 bases v 8NN scans Page I of 2

1 0 EL) 20 EL) &0 T B0 =0 100 110 120
OOGCTEGT AAT TTHG AT G GO TT TEC TAG T TT TC TaGC G M TEET TEAT TETTT TTTAC TGTE AACTGT T TTAAT TTTTCA GCGTCT GAGGAAT GTCTT T TAGE CATAGGE AT AGGECTACT AGAAT

[EDY 1440 150 160 170 180 ) E 220 E=1 240 250
ST T AACCGAGE TGAAAGTC A GGETT AGGOCT GGTATCOTATT AT T ATT TAS LA A AGE AATT c.x GT AT TATAAT T GTAACAT AAGEGTAAAAAACTT AT AAAACAACTT TTAACAACGEAT CT CTT

210 20 30 sS40 550 s 20 30 590 600 G100 &20 &30
AGGAAT GOTCT AGT AAAAAGACT AT CTCT GGGGCCTCCCAAAT AAAT CAT TCT TAAATTT GAT CT GAAAT CAGGC GGG ATT ACCCGOT GAACT TAAGCAT ATCAATAA G COGAG Ga A A A MG GAT

'Nﬂﬁiupk}fuﬁﬂm'\- i ANV g M 'J“ﬂ/ﬁm’”\ P A HM
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ID: 151TS

macrogen
File: FUSIS iTSabl Run Ended: 2022/3/23 19:11:6 Signal G:32 A9 C:54 T-H8 {;
Sample: FUSIS ITS Lane: & Base spacing: 14094478 501 bases in 6152 seans Page I of 1

i 0 El an £l &0 k'l an w0 non 110 120
AGGGEOIC CCC CODDCCT TG TOCCONG GO GG TE ©C TOOT TG THG TAMGGEC 6C @A G AG . OCOGCCCOOGCCATAAGAGE A GHGACGGOC © AGE G 4 AG ACCC ACCCCT TTGTT TT TT TTGT A

130 10 L5 160 170 180 190 200 210 220 230 240
SAETTOTTT GT A A A ACT AT AAATTCAC TTE TT T CA 06 A OGG ATC TGT TTGT TOT G AT TEAAG LW AAS GAAAT A A CTEE AAGTA AT ST GTG TG TE ATTT TTOWT G aTewTe T

270 30 390 400 410 420 PEL] 440 450 460 470 aa0
COA @TAGATTT TC AGAGAADCATA A TTC C CCTTTAAT 3@ U0 AT TC A0 00 COCCC ACGCOT T A AAACCCCATTCT CTOAG T OT T C AGC TT G G4 G A58 0OT -G A ASAC A0OT TC TGATTTCS

490 200
COT ATAACAT €A

ID: 22 ITS

macrogen
Fife: FUS22 iTS.abl Rur Ended: 2022/3/23 19:11:6 Signal G-963 A-1504 € 1936 T-2187 {7
Sample: FUS2 ITS Lane: 21 Base spacing: 14.053873 630 bases e 469 scans Page I of 1

1w 20 £ 40 a0 an o an 0 1oo 110 120
GCTGAT. CT T4 GAT GOGCCT T TGCTAGT TTTCTAGE GAATGOTTCAT TETT T TTTACTGTG AACTGT TT TAAT T TTT G4 GC GTCTGAGE AATGT CT TT TAGUCAT AGEHG AT AGGC TACTAGAATGT

210 =20 EE) 40 250 60 570 sau0 s80 oo &10 &20 &30
AGGAATGCT CTAATAAAAAGACT ATCTCTAAGACCTCOCAAATAAATCATT CTTAAATTT GATCT GAAAT CAGACTEEAAT TACTC GO TG ACT TGO AT ANCTA 404 COECT AR GO G

JJﬂlJ’J"M'u A AN A e R ,JMMM P iy

RICH L
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Anexo IV

Protocolo para microextraccion de ADN en hongos (SDS)

Colocar 100 mg de micelio en tubo conico de 1,5 ml estéril, moler las muestras
con un vastago de punta cénica, agregar 500 pl de buffer de extraccion.
Incubar en bafio de agua a 65°C, 30 minutos, realizando inversiones cada 10
minutos. Retirar y agregar 150 ul acetato de potasio 5M (PH 4,8), centrifugar
10 minutos a 10.000 rpm a 4 °C.

Transferir el sobrenadante a 1 microtubo nuevo de 1,5 ml, centrifugar 10
minutos a 10.000 rpm a 4 °C, transferir sobrenadante a un microtubo nuevo de
1,5 ml.

Precipitar el ADN con 500 pl de isopropanol frio, colocar en freezer de —20 °C
durante 10 minutos, o se puede dejar toda la noche.

Centrifugar 5 minutos a 10000rpm, descartar el sobrenadante.

Agregar 300 pl de etanol al 70%, centrifugar 5 minutos a 12000rpm, descartar
el sobrenadante.

Agregar 300 pl de etanol al 70%, centrifugar 5 minutos a 12000rpm, descartar
el sobrenadante, dejar secar el pellet a temperatura ambiente.

Resuspender ADN con 25 pl de TE 1X (10mM Tris-1mM EDTA)

Buffer de extraccién [final] 200 ml
1M Tris-CIH (PH 8) 400mM 80ml
0,5M EDTA (pH 8) 60mM 24ml
5M CINa 150mM 1,759
SDS 1% 29
H20 destilada llevar a 200 ml

Acetato de potasio 5M

Disolver 49,079 de acetato de potasio (PM=98.15) en 100ml de H20 destilada.

STOCK 100 ml
KAc 5M 60 mi
Acido acético glacial 11,5 ml
H20 28,5 ml
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