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Abstract: Morphologic and molecular characterization of Phomopsis longicolla (teleomorph unknown:
Diaporthales) from tempered and subtropical regions of Argentina. Diaporthe (teleomorpho)-Phomopsis
(anamorph) (DP) is a fungal group of great genetic diversity with over 900 species associated to a wide host
range that includes cultivated and uncultivated species, forest, fruit trees and weeds. DP isolates are hemi-
biotrophs and have different sources of primary inoculum as stubble and seeds to restart cycles of parasitism -
saprophytism. They colonize host tissues from early plant stages and establish different nutritional relationships,
acting as endophytic and necrotrophic fungi. The plasticity of the Phomopsis genus has favored its expansion to
different agro-ecosystems and various hosts constituting an epidemiological risk. The objective was to validate
the identity and evaluate the biological relationships among 12 isolates of P. longicolla and D. phaseolorum
var. sojae (anamorph P. phaseoli var. sojae) obtained in different tempered and subtropical agro-environments
of Argentina, in order to analyze the variability and strategies for preserving fungal biodiversity. Macro-
morphological attributes (such as texture and color of colonies, stroma shape and distribution, pycnidia and
perythecia shape and distribution) and micro-morphological characteristics (such as size and shape of conidia,
asci and ascospores) allowed identifying three new isolates as P. longicolla. A complementary molecular
analysis was also made to overcome the limitations derived from the morphological analysis, thus the AFP.8413
isolate was finally identified as P. longicolla. The molecular characterization was useful to identify the evaluated
isolates and to group them in four taxa of the Diaporthe-Phomopsis complex: ten isolates were included in P,
longicolla, one isolate was included in D. phaseolorum var. sojae (anamorph P. phaseoli var. sojae), one isolate
was identified as D. phaseolorum var. caulivora and two isolates were included in D. phaseolorum var. meridi-
onalis. The use of phenotipic and molecular tools have contributed to an accurate identification of P. longicolla,
and comprehension about the biological relationships (homo or heterothallic hibridizations) among D. phaseolo-
rum varieties (P. phaseoli) and species of Diaporthe-Phomopsis. This allowed also a better understanding of the
mechanisms of fungic plasticity, to colonize and expand their host range and genetic variability, promoting thus
their biodiversity conservation. Rev. Biol. Trop. 63 (3): 871-884. Epub 2015 September 01.
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Diaporthe-Phomopsis (DP) constituye un cultivadas y no cultivadas, forestales nativas,

grupo de amplia diversidad genética con mas
de 900 especies distribuidas en un amplio
rango de hospedantes que incluye especies

frutales y malezas (Rossman, Farr, & Castle-
bury, 2007). Los aislamientos de DP colonizan
los tejidos del hospedante de manera temprana
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y establecen diferentes relaciones nutricionales
tales como endofitia, necrotrofia, saprofitis-
mo y parasitismo (Kleczewski, Bauer, Bever,
Clay, & Reynolds, 2012). Se reconocen como
endofitos aquellos hongos que desarrollan al
menos una etapa de su vida asociados a teji-
dos vegetales sin causar sintomas patogénicos
en la planta hospedante, la cual simplemente
provee un nicho disponible y apto para el desa-
rrollo fingico (Crous & Groenewald, 2005;
Udayanga et al., 2011). Algunos Phomopsis
endofitos fueron aislados de Magnolia liliflora
(Familia Magnoliaceae), Panicum virgatum
(Familia Poaceae), Vaccinium corymbosum vy
V. macrocarpon (ardndanos) (F. Ericaceae),
Prunus sp. (F. Rosaceae) y Carthamus lana-
tus (F. Asteraceae) entre otros (Farr, Castle-
bury, & Rossman, 2002; Promputtha, Jeewon,
Lumyong, McKenzie, & Hyde, 2005; Ash et
al., 2010; Linnakoski, Puhakka-Tarvainen, &
Pappinen, 2012). Sin embargo, la definicién de
endofitos incluye, ademads, a aquellas especies
patogenas que desarrollan una fase o periodo
de latencia prolongada durante su ciclo de vida
(Saikkonen, 2007; Sakadilis, Hardy, & Bur-
gess, 2011). En ese contexto, se han descrito
numerosos géneros fingicos necrotro6ficos o
hemi-bidtrofos, entre ellos Phomopsis, con
una fase endofitica y/o parasitaria asociadas
a la planta y una fase saprofitica asociada a
los residuos organicos (Heller & Gierth, 2001;
Debaeke & Moinard, 2010).

Entre las especies de Phomopsis (P. pha-
seoli, P. longicolla y P. helianthi) presentes
en Argentina, P. longicolla es una de las mas
expandidas y relevantes por estar asociadas a
Glycine y otros hospedantes (Pioli & Morandi,
2005). G. max (L. Merr.) y su progenitor silves-
tre (G. soja) pertenecen a la familia Fabaceae
(Sub tribu Phaseolaeae) y se originaron a partir
de seis sitios geograficamente distribuidos en
Japén, Korea, Rusia y tres regiones de China
(Ying-Hui et al., 2010). La especie cultivada
se siembra extensivamente a nivel mundial por
ser una fuente primaria de proteinas, aceites,
productos derivados y bio-combustibles. Inclu-
ye ademas variedades productoras de semi-
llas y granos cosechados maduros y secos, y

variedades horticolas para consumo de bro-
tes, granos frescos o verdes (soja edamame)
(Ponce de Leodn, Torija, & Matallana, 2013).
Las interacciones patogénicas de G. max con P.
longicolla (Plo) Hobbs y P. phaseoli var. sojae
(Pps) (teleomorfo D. phaseolorum var. sojae)
producen el Tizon del tallo y vainas y luego
el Decaimiento o podredumbre de semillas
en soja (TTVyS), afectan significativamente
el numero, el peso y la calidad de semillas y
granos secos, como también los frutos y gra-
nos para consumo verde (Pioli, Benavidez, &
Morandi, 1997; Pioli, Benavidez, Morandi, &
Bodrero, 2000; Meriles, Lamarque, Labuckas,
& Maestri, 2004; Benavidez, Pioli, & Morandi,
2010). Hobbs, Schmitthenner y Kuter (1985)
realizaron una minuciosa descripcion morfo-
logica y fisiologica de estos Phomopsis, a los
que denominaron P. longicolla, distinguién-
dolos de aquellos previamente identificados
como P. sojae sin. P. phaseoli var. sojae (Pps).
Ademas, el teleomorfo (fase sexual, perfecta o
peritecial) de Plo hasta el momento no ha sido
observado (Hobbs et al., 1985; Vidi¢, Jasnic,
& Miladinovic, 1995; Pioli & Morandi, 2005).
El ciclo biologico de Plo y Pps genera y
dispone de diferentes fuentes de indculo, reini-
ciando sus ciclos de parasitismo-saprofitismo
en el rastrojo, las semillas y otros hospedan-
tes. P. longicolla y D. phaseolorum var. sojae
(Dps), (teleomorfo de Pps) fueron aislados
de plantas de las Familias Fabaceaea (Vigna
unguiculata, Phaseolus vulgaris, P. limensis,
Lupinus spp., Arachis hypogaea y Glycine),
Liliaceae (Allium cepa A. sativum), Solana-
ceae (Capsicum frutescens, Lycopersicon escu-
lentum) y Umbeliferae (Foeniculum vulgare)
(Udayanga et al.,, 2011; Santos & Phillips,
2009; Santos, Vrandecic, Cosic, Duvnjak, &
Phillips, 2011; Vidi¢, Jasni¢, & Petrovié, 2011)
entre otras. La plasticidad biolégica de Pho-
mopsis spp. favorecid su expansion a diferen-
tes agro-ecosistemas, afectando la calidad de
semillas en especies arbdreas e incrementando
el riesgo epidemiologico (Vidi¢ et al., 1995).
En Argentina, cuando los ciclos de flora-
cion de Schinopsis balansae (quebracho colo-
rado) coincidieron con periodos de abundantes
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precipitaciones se observo mayor incidencia de
patégenos (entre ellos Phomopsis) y reduccion
en la germinacion de las semillas (Alzuga-
ray, Carnevale, Salinas, & Pioli, 2007). Sin
embargo, mientras en bosques nativos conti-
nuos se obtuvieron semillas contaminadas (no
infectadas) por pocas especies fingicas y alto
porcentaje de germinacion, en ecosistemas
donde coexisten bosques con lotes de produc-
cion agricola, la micota asociada a semillas
forestales mostré indices de riqueza significa-
tivos y mayor diversidad de géneros fingicos,
incluyendo biocontroladores, celuloliticos, lig-
ninoliticos y potenciales patdgenos (Alzugaray,
Carnevale, Salinas, & Pioli, 2007).

La variabilidad genética en Plo 'y Pps evi-
denciada en estudios moleculares (Zhang, Ric-
cioni, Pedersen, Kollipara, & Hartman, 1998)
ha promovido la apariciéon de nuevas variantes
y razas fisiologicas que incrementaron la plas-
ticidad parasitica, exponiendo al sistema de
cultivos a riesgos epidemiologicos (Pioli &
Morandi, 2005).

En este contexto, la hipotesis de trabajo
fue que en Argentina también existe variabili-
dad en la morfologia y en el perfil molecular
de los aislamientos de Diaporthe Phomopsis
causales del Tizon de tallo, frutos (vainas) y
semillas de G. max. Por ello es necesario una
caracterizacion sistematica y rigurosa de las
colecciones fungicas disponibles con el fin de
optimizar la conservacion de su biodiversidad e
inferir los mecanismos de variabilidad genética
y su capacidad parasitica en diferentes hos-
pedantes. El objetivo general de este trabajo
consistio en validar la identidad y evaluar las
relaciones biologicas de 12 aislamientos de Plo
y Dps obtenidos en distintos agro-ambientes
templados y subtropicales de Argentina, para
interpretar los mecanismos de variabilidad y
aplicar estrategias de conservacion de la bio-
diversidad fungica. Los objetivos especificos
fueron: 1) caracterizar morfolégicamente aisla-
mientos de Ploy Dps causales del TTVyS de G.
max obtenidos de diferentes agro-ambientes; 2)
validar molecularmente la identidad del grupo
de aislamientos del complejo DP en estudio y
sus controles.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de los aislamientos flingicos:
Los aislamientos de Plo, Pps y sus controles
D. phaseolorum var. caulivora (Dpc) y D.
phaseolorum var. meridionalis (Dpm) fueron
obtenidos a partir de tallos, vainas y semillas
sintomaticas de diferentes cultivares de G. max,
expuestas a diversos agro-ambientes de Argen-
tina. Las porciones de tejido fueron desinfecta-
das superficialmente con hipoclorito de sodio
al 1 % durante 45 a 60 segundos, sembradas
en placas de Petri con medio Agar Papa Gluco-
sado Acidulado (APGA), con 2 % de glucosa
y 1 % de acido lactico al 25 %. Las placas se
incubaron en estufa a 26 = 1 °C durante siete
dias para promover desarrollo de colonias y
una vez obtenidas, se realizaron repiques o
transferencias de cada una de ellas a tubos con
medio solidificado en plano inclinado (Vidi¢ et
al., 1995; Pioli et al., 2000). Los cultivos puros
se conservaron a 4 °C (Fig. 1).

Caracterizacion morfologica de los ais-
lamientos fingicos: En el presente estudio se
evaluaron 16 aislamientos de interés (diez Plo,
dos Dps y como controles dos Dpm y dos Dpc)
disponibles en la coleccion fingica (Cuadro 1).
Para su reactivacion se tomaron pequefias mues-
tras de micelio (I mm?) y se sembraron, por
triplicado, en placas de Petri con medio APGA.
Las colonias fungicas se incubaron en las con-
diciones descritas y una vez desarrolladas, se
trasladaron a una céamara de crecimiento con
similar rango térmico y una alternancia de 12 hr
de luz-oscuridad, a fin de promover el desarrollo
de estructuras fructiferas asexuales (picnidios)
y/o sexuales (peritecios) (Pioli et al., 2003).

Una vez obtenidas las colonias puras y
las fructificaciones asexuales y sexuales se
analizaron comparativamente con base en sus
caracteristicas macro-morfologicas: color de
las colonias, presencia y forma del estroma,
presencia y tipo de picnidios y peritecios; y
micro-morfologicas: tamafio y forma de coni-
dios, ascos y ascosporas. La identidad de los
hongos fue verificada de acuerdo a los trabajos
previos de Vidi¢ et al. (1995), Fernandez y
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Fig. 1. Morfologia de las colonias, sintomas y signos causados por Phomopsis longicolla, agente causal de la enfermedad

Tizon del tallo y vaina.

Fig. 1. Morphology of colonies, symptoms and signs produced by Phomopsis longicolla, a causal agent (among others) of

soybean stem and pod blight disease.

Hanlin (1996) y Pioli et al. (2003). Para ello,
se usd un microscopio estereoscopico o lupa
(CETI, Belgium, 40X) y un microscopio optico
(CETI, Belgium, 400 y 1000X). La validacion
de la identidad de los 16 aislamientos DP en
estudio (Cuadro 1) se realizd por el registro
triplicado (n = 48 placas de cultivo) de la pre-
sencia o ausencia de 39 caracteristicas o marca-
dores morfologicos relacionados con la macro
y micro morfologia de los hongos DP (Pioli et
al., 2003) y un marcador asociado a la expre-
sion fenotipica de la enfermedad (Hernandez,
2014). Los aislamientos de DP identificados,

luego fueron depositados y codificados en el
Centro de Referencia en Micologia (CERE-
MIC) y preservados duplicados en la Micoteca
de la Sub Area Biodiversidad Vegetal y Micro-
biana (BioVyM) de la FCA.UNR.

Las observaciones registradas se volcaron
a una planilla confeccionada con 16 muestras
fungicas y 39 variables (35 marcadores morfo-
logicos + cuatro fenotipicos de la interaccion).
Estos resultados fueron analizados por un cri-
terio de agrupamiento (c/uster) basado en las
distancias calculadas por Coeficiente de simi-
litud de Jaccard y método de encadenamiento
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CUADRO 1
Aislamientos de Diaporthe Phomopsis incluidos en el estudio

TABLE 1
Diaporthe Phomopsis isolates included in the study

Codigo de aislamiento *

AFP.Gpo 3.4 ° HI
AFP.Gpo 3.5 H2
AFP.Gpo 4.1 ° H3
AFP.Gpo 4.3 H4
AFP.Gpo 4.4 HS
AFP.CaA H6
AFP.CaB H7
AFP.B5L16 HS8
AFP.B4L17 H9
AFP.227-B2 H10
AFP.8413 HI11
AFP.Qco7 HI2
AFP.Dpcl3 HI13
AFP.Dpcl6 H14
AFP.CE109 HI15
AFP.CE112 H16

Especie o variedad

Localizacion geografica

Plo *° Nogoya, Entre Rios

Plo° Conc. del Uruguay, Entre Rios
Plo * Conc. del Uruguay, Entre Rios
Plo° Conc. del Uruguay, Entre Rios
Plo ° Conc. del Uruguay, Entre Rios
Plo° Cafiizares, Tucuman

Plo *° Canizares, Tucuman

Plo *° Firmat, Santa Fe

Plo *° Firmat, Santa Fe

Plo *° Ibarlucea, Santa Fe

Dps® *° Tucumén

Dps *° Ceres, Santa Fe

Dpc Zavalla, Santa Fe

Dpc *° Esperanza, Santa Fe

Dpm *° San Justo, Santa Fe

Dpm ° Clarcke, Santa Fe

2 Plo: P. longicolla, Dps: D. phaseolorum var. sojae, Dpc: D. phaseolorum var. caulivora, Dpm: D. phaseolorum var.
meridionalis. Coleccion obtenida e identificada con base en marcadores morfologicos en el marco de PID.AGR-100 y PID.

AGR-185 (Director. R.N. Pioli 2007-14).

b Aislamientos obtenidos y aportados por la Ing. Agr. N. Formento, EE INTA Paran4, E. Rios. Conc.: Concepcion del

Uruguay, E. Rios.
° Aislamientos usados en la Caracterizacion Molecular.
* Aislamientos usados en las Pruebas de Patogenicidad.

promedio con el programa estadistico InfoStat
(Pioli et al., 2003).

Validacion de la identidad por caracteri-
zacion molecular: La caracterizacion molecu-
lar se realiz6 combinando dos técnicas basadas
en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y el uso de varios oligonucleoticos (pri-
mers) de diferente especificidad.

El andlisis por ITS (Internal transcrip-
tional Sequences) se desarrolld utilizando el
oligonucleodtico o primer ITS4 (5 TCCTC-
CGCTTATTGATATGC 3°). Y el anali-
sis realizado mediante la amplificacion del
oligonucledtido PLS5, especifico de Plo, se
realizd con dos cebadores: un directo (5" CGA-
GCTCGCCACTAGATTTCA 37) y un reverso
(5" CCTCAAGCCTGGCTTGGTGATGG 3°).
Para ambos procesos, las mezclas de reaccion
se obtuvieron en un Vf =25 uL, y las amplifi-
caciones fueron realizadas en un termociclador

Bio-Rad-T100 con una etapa preliminar de dos
min a 96 °C, una etapa de 35 ciclos de un min
a 96 °C, un min a 55 °C, y dos min a 72 °C; y
una etapa final de diez min a 72 °C (Zhang et
al., 1998).

El analisis por RAPDs (Randomly Ampli-
fied Polymorphic DNAs, analisis de polimor-
fismos por la amplificacion al azar del acido
desoxirribonucleico genoémico) fue desarrolla-
do con dos cebadores decameros arbitrarios
OP-AAO01 (5"AGACGGCTCC3") y OP-AA06
(5"GTGGGTGCCA3’) (Operon Technologies,
USA) utilizados en trabajos previos. Las mez-
clas de reaccion de un Volumen final (V) de
25 uL estuvieron compuestas de: 5 mM de
cada ANTP (1 pL); 5 uL de Go Taq® Reaction
Buffer, 4.5 uL de primer Xng/uL; 0.25 pL de
AmpliTaq acido deoxiribonucleico Polimerasa
(5 unidades/uL) (Fernandez & Hanlin, 1996;
Pioli et al., 2003). Las amplificaciones fueron
realizadas en un termociclador Bio-Rad-T100
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con una etapa preliminar de tres min a 94 °C
una etapa que consta de 40 ciclos de un min
a 94 °C, un min a 35 °C y dos min a 72 °C.
Finalmente, una vez realizado los 40 ciclos, se
procedid a una etapa final de diez min a 72 °C
(Gally, Ramos, Dokmetzian, & Lopez, 2007).

Extraccion y amplificacion del acido
desoxirribonucleico (ADN) genémico filingi-
co: Los aislamientos de D/P (Plo, Pps, Dpm 'y
Dpc) incluidos en este estudio se han indicado
en el cuadro 1. Los aislamientos se cultivaron
en placas de Petri con medio APGA y se incu-
baron a 26 £ 2 °C en oscuridad de acuerdo a
lo descrito. Luego de cinco dias, el micelio de
cada uno de los aislamientos fue recolectado
con escalpelo (uno a cinco mg de tejido fresco)
en microtubos de centrifuga de 1.5 mL (Pioli
et al., 2003). La extraccion del ADN gendomico
fungico total fue realizado de acuerdo al pro-
tocolo indicado para uso del kit de extraccion
Wizard® Genomic DNA. La integridad del
ADN genomico de cada uno de los aislamien-
tos se evaluo por la presencia de una banda de
alto peso molecular, mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1 %.

Resolucion en geles de poliacrilamida y
analisis de los datos moleculares: La sepa-
racion de los fragmentos de amplificacion se
realizo en geles de poliacrilamida (6 % p/v).
Los geles se armaron en celdas Sequi-Gen GT
Sequencing (Bio-Rad Laboratories). Se usaron
marcadores (Biodynamics) de peso molecular
con incrementos de 50-100 pares de bases).
La visualizacion de marcadores moleculares
se realizd de acuerdo al manual técnico del
“DNA Silver Staining System” (Promega) para
tincion de geles de secuencia con nitrato de
plata (nitrato de plata 0.1 % p/v, formaldehido
0.07 % v/v). El revelado se realizdo con dos
litros de solucion de carbonato de sodio (car-
bonato de sodio 3 % p/v, formaldehido 0.07
% vlv, tiosulfato de sodio 0.4 % p/v) hasta la
aparicion de las bandas, y se detuvo la reac-
cién con acido acético 10 % p/v. Los patrones
de bandas se analizaron directamente en los

vidrios sobre un transiluminador de luz blanca
(Gally et al., 2007).

A partir del perfil de bandas obtenido en el
gel de poliacrilamida, se construyd una matriz
de datos basada en la presencia/ausencia (uno:
presencia de banda; cero: ausencia de banda;
cinco: dudoso) de cada una de esas bandas para
todos los aislamientos en estudio. Esta matriz
fue utilizada para realizar el analisis fenético de
los aislamientos por un criterio de agrupamien-
to o cluster basados en el grado de similitud. Se
aplico el método de resolucion de Ward basado
en distancias Eucledias promedio (INFOS-
TAT) con base en trabajos previos (Pioli et al.,
2003; Gally et al., 2007). Los dendrogramas
generados por la amplificaciéon con cada uno
de los oligonucledtidos y un dendrograma
integrado obtenido a partir de la amplificacion
de los cuatro oligonucleotidos (OPA1, OPAG,
ITS4 y PLS5) (Fig. 4). indicaron el porcentaje
de similitud de las cepas DP evaluadas, con el
respectivo porcentaje de encadenamiento (Her-
nandez, 2014).

RESULTADOS

Caracterizacién morfologica: Los sinto-
mas tipicos de cada interaccion planta-patoge-
no (Tizon o Cancro) y las estructuras fingicas
tipicas de Plo, Dps y los controles Dpm y Dpc
se desarrollaron aproximadamente a los 30-35
dias posteriores a la inoculacion de cada aisla-
miento DP. De esta manera, el tipo de lesion o
expresion fenotipica de la enfermedad causada
en los genotipos de soja por cada uno de las
cepas, fue incorporada como un marcador
morfolégico adicional (Fig. 1). para el analisis
fenético de similitud y la obtencion del dendro-
gama respectivo (Fig. 2).

Aislamientos causantes de Tizon de
tallos y vainas de soja (TTVyS):

A.a- P, longicolla: 1os aislamientos identifi-
cados como Plo produjeron micelio blanqueci-
no que puede cambiar con la edad, torndndose a
una colonia con tintes amarillo-verdoso y grisa-
ceos. Los picnidios, de aspecto costroso e irre-
gular, desarrollaron frecuentemente agrupados,
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Caracterizacion morfoldgica

AFP.Dpm112- Clarcke, SF

AFP.Dpm109- San Justo, SF
AFP.Dpc16- Esperanza, SF

|‘ CTS

AFP.Dpc13- Zavalla, SF

AFP.DpsQcol7- Ceres, SF H12
AFP.Dps84137?-Tucuman H11

AFPPIoBSL16 - Firmat, SF HB
AFPPloGpo4.3- Conc.Urug, ER H4 :i
AFPPloGpo3.5- Conc.Urug, ER H2

AFP.PloCaA- Caiiizares, Tuc H6

AFP.PloCaB - Caiiizares, Tuc H7
AFPPloGpo4.4 - Conc.Urug, ER  H5

AFPPIloB4L17 - Firmat, SF H9
AFPPl0227-B2- Ibarlucea, SF H10
AFP.PloGpo4.1- Conc.Urug, ER H3
AFPPloGpo3.4- Nogoyd, ER H1

TTyV

0 0.25

05 075 1.00

Distancia expresada como 1-Jaccard

Fig. 2. Dendrograma basado en el analisis de similitud de 16 aislamientos de Diaporthe-Phomopsis obtenido del analisis de
48 muestras fingicas y 39 marcadores morfologicos. (*) CTS: Fenotipo de Cancrosis del Tallo y TTyV: Fenotipo de Tizon

del tallo y vaina de soja.

Fig. 2. Dendrogram based on the similarity analysis of 16 Diaporthe - Phomopsis isolates, obtained from 48 fungal
replicates and 39 morphological markers.(*) SSC: Soybean stem canker, and BSP: Blight of Stem and Pods phenotypes.

en encadenamientos extendidos y ocasional-
mente solitarios. Mostraron un cuello o pico
> 400 pum largo y exudaron sélo o conidios
como sefiala la bibliografia para esta especie.
Los estromas fueron oscuros y frecuentemente
extendidos desde el centro de la colonia hacia
los margenes y algunos segmentados. Cuando
se los inoculé en G. max mostraron sintomas y
signos asociados al TTVyS (Fig. 1).

A.b- D. phaseolorum var. sojae (ana-
morfo P. phaseoli var sojae): los aislamientos
identificados como Pps presentaron micelio
generalmente flocoso, formando cordones y de
diferentes tonalidades desde blanco, blanco-
gris, blanco-beige, gris claro, gris-amarronado,
ocasionalmente con tintes blanco-amarillento.
Los picnidios fueron pequefios, usualmente
muticos o con muidn corto (< 400 um), solita-
rios, apareados o adyacentes. Los estromas de
Pps son variables, disgregados, dispersos, en
arreglos concéntricos o ausentes. Pps produce
a conidios (ovoides), 6 B (filiformes) 6 ambos
tipos de conidios (a y B) como fue observado
en el aislamiento Pps-AFP.Qcol7. La presencia
de B conidios es la que separa morfologicamen-
te las cepas de Pps de las pertenecientes a Plo.

En aquellos aislamientos donde los carac-
teres estromaticos y conidiales no fueron sufi-
cientemente definidos como el AFP.8413, la
identidad fue finalmente determinada por mar-
cadores moleculares. No obstante, ambos Pps
identificados provisoriamente por su morfolo-
gia, produjeron sintomas y signos de TTVyS
sobre G. max. En la naturaleza, los aislamientos
Pps asociados a los restos de cosecha se hibri-
dan y producen fructificaciones sexuales o peri-
tecios de Dps (forma perfecta o teleomorfa).
Sin embargo, los aislamientos desarrollados in
vitro no produjeron peritecios, manifestando su
condicion biologica de heterotalismo.

Aislamientos DP usados como controles
experimentales:

B.a- D. phaseolorum var. caulivora: Los
aislamientos Dpc mostraron micelio blanque-
cino con tintes amarillentos. Algunos pocos se
tornan de color marrén claro u ocraceo con la
edad. La produccion de picnidios es esporadica
y escasa. A medida que el cultivo envejece,
se forman vesiculas estromaticas inicialmente
pequeiias y circulares, de color marrén a negro,
luego irrumpentes y dispersas en el medio. La
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condicion de homotalismo de Dpc, hace que en
las colonias asexuales de Ppc, las hifas (n) se
fusionen y originen fructificaciones sexuales
o peritecios de Dpc. Estos se pueden observar
en grupos y con los picos emergentes como
en un manojo. Cuando los aislamientos Dpc
fueron inoculados mostraron sintomas y signos
de CTS.

B.b- D. phaseolorum var. meridionalis:
Los aislamientos de Dpm produjeron colo-
nias con micelio distribuido en cordones apla-
nados, que inicialmente son blanquecinas y
luego se tornan de color bronceado y tintes
gris-amarronados. Los aislamientos originaron
colonias de Ppm (fase asexual) que produjeron
picnidios con o conidios. Por su condicion de
homotalismo, y posteriormente a la fusion de
hifas (n), se produjeron peritecios sexuales de
Dpm, solitarios, con cuello o pico delgado y
elongado. El reverso de las colonias mostro
areas de tonos beige, tostado a amarronado,
no presentando estromas definidos. Ocasional-
mente estas colonias mostraron areas difusas
mas oscuras de forma irregular formadas por
hifas de resistencia, de acuerdo a lo informado
en trabajos previos (Pioli et al., 2003). Cuando
los aislamientos Dpm fueron inoculados en G.
max desarrollaron sintomas y signos de CTS.

La Fig. 2 muestra el dendrograma obtenido
al analizar el grado de semejanza promedio de
los 16 aislamientos DP (n = 48), y 39 marcado-
res morfologicos. El analisis fenético permitio
agrupar a las cepas fungicas aisladas en las
cuatro taxas de DP (Pps, Plo y controles Dpm
y Dpc) incluidas en el complejo Diaporthe-
Phomopsis asociado a G. max (Fig. 2), con
una correlacion cofenética de 0.724. Este valor
indica un adecuado ajuste entre el dendrogra-
ma obtenido y los datos ingresados para su
construccion.

El dendrograma diferencié dos grupos
principales G.I y G.II relacionados con una
distancia de 0.90 y sélo 10 % de similitud.
El G.I incluy¢ a los aislamientos del binomio
Diaporthe-Phomopsis causales de CTS (Dpm 'y
Dpc), usados como controles experimentales, y
a los dos aislamientos de Dps (anamorfo: Pps),
causales de TTVyS, con una distancia de 0.77 y

23 % de similitud. El analisis mostrd, ademas,
que las dos variedades intra-especificas de D.
phaseolorum, Dpm y Dpc, causales de CTS,
se ubicaron a 0.75 de distancia, indicando una
similitud morfologica del 25 %. El analisis
intra-varietal en Dpm ubicd a sus aislamientos
a 0.06 de distancia 6 94 % similitud y los de
Dpc a 0.16 y 84 % similitud. Por su parte, los
aislamientos Dps, se ubicaron a una distancia
de 0.63 y 37 % de similitud morfolégica.

El G.II incluyo solo a los aislamientos
de Plo causales de TTVyS, mostrando un
rango de distancia intra-especifica entre 0.10
y 0.56 equivalente a 90 y 44 % de simili-
tud, respectivamente. Las variedades Dpm y
Dpc se diferenciaron morfolégicamente por
la produccion de picnidios y alfa conidios,
por la distribucion de peritecios y longitud de
ascos y ascosporas. Sin embargo, es impor-
tante destacar que ambas variedades causan
una enfermedad similar denominada CTS. Los
aislamientos evaluados de la variedad Dps pre-
sentaron algunas caracteristicas como textura
de micelio, color de colonia, presencia y dis-
tribucion de estromas y picnidios muticos que
los han aproximado en similitud a Dpm y Dpc
y distanciado de Plo. Este resultado basado en
caracteres morfologicos revalida y fortalece la
pertenencia de la var. sojae, junto a las varie-
dades meridionalis y caulivora, a la especie
D. phaseolorum-P. phaseoli.

Al analizar la relacion entre similitud mor-
fologica y ambiente agro ecologico del cual
fueron obtenidos cada uno de los aislamientos,
se observd que no existe una relacion entre
estas dos variables (Fig. 2).

Por otra parte, respecto a la relacion entre
similitud morfologica y la expresion fenotipica
de la dos patologias (TTVyS y CTS) causadas
por el complejo DP, se observé que individuos
disimiles morfologicamente y pertenecientes a
dos especies distintas pueden causar, de mane-
ra asociada, la misma o similar patologia. Por
ejemplo, D. phaseolorum var. sojae y la especie
independiente P. longicolla se asocian y causan
la enfermedad de final de ciclo: el Tizon del
Tallo y Vaina de la soja (Fig. 2).
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Fig. 3. (A) Perfil de bandas de Phomopsis longicolla (Plo) y sus controles obtenido a partir de amplicones de los
oligonucledtidos OPA1 y OPAG6; (B) Perfil de bandas especificas para Plo obtenido a partir de amplicones del oligonucleétido
Plo5. M: Marcador de Peso Molecular con incrementos de 50-100 pares de bases.

Fig. 3. (A) Marker profile of Phomopsis longicolla (Plo) and their controls, obtained from amplycons of OPA1 and OPA6
primers. (B) Marker profile of Phomopsis longicolla (Plo) and their controls, obtained from amplycons of Plo5 specific
primer. M: Molecular weight marker based on 50-100 pb increases.

Caracterizacion molecular: El perfil de
bandas generado en gel de poliacrilamida por
los oligonucledtidos OPA1 y OPA6 (Fig. 3) y
el analisis de polimorfismos logrado a partir
de RAPD mostro un 100 % de polimorfismo
distribuido al azar en el genoma fungico a nivel
inter-especifico (P. longicolla y P. phaseoli)
e intra especifico (P. phaseoli var. sojae, var.
meridionalis y var. caulivora). El dendrograma
parcial (no mostrado) generado a partir de las
amplificaciones con dichos cebadores agrupd
a nueve de las diez cepas propuestas por mor-
fologia como Plo (el grupo 4.1 no amplifico),
anexando ademas al aislamiento AFP.8413
(ubicado por su morfologia y provisoriamente
como Dps/Pps (Cuadro 1). De esta manera,
el AFP.8413 fue re-ubicado en el taxén cor-
respondiente a Phomopsis longicolla. Luego
el taxon Plo se unid, con diferente grado de

similitud, a las tres variedades Dps, Dpc'y Dpm
incluidas en la especie Diaporthe phaseolorum
(anamorfo o asexual P. phaseoli), completando
los cuatro taxones pertenecientes al Complejo
Diaporthe-Phomopsis.

Asimismo, el dendrograma parcial (no
mostrado) generado por los oligonucleotidos
ITS4 y PLS agrup6 los aislamientos Plo pro-
puestos por morfologia en un Unico grupo. No
obstante, seis Plo fueron relacionados estrecha-
mente con 100 % de similitud: AFP.Grupo 4.4,
AFP.Grupo 3.5, AFP.Grupo 4.3, AFP.Grupo
3.4, AFP.B5L16 y AFP.B4. A quienes se unie-
ron el AFP.8413 (re ubicado como Plo), el
AFP.227B2 y dos Plo de Tucuman (AFP.
CaA, AFP.CaB). Finalmente, se anex6 el H11-
QCol7 (referente de Dps) junto a H5-CaA y
H6-CaB (identificados como Plo). La simi-
litud observada en el patron de pocas bandas
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observadas entre Plo y Pps en geles generados
por ITS 4, ha sido observada, ademas, en estu-
dios previos que incluyeron a Plo y las tres
variedades de D. phaseolorum (P. phaseoli)
debido a que esos oligonucleétidos amplifican
zonas conservadas del genoma principalmente
entre taxones estrechamente relacionados a
nivel inter e intra-especifica. Por su parte, el
oligonucleotido especifico Plo5 diferencié el
perfil de banda especifica de Plo amplificada y
observada en las nueve cepas Plo + H10-8413,
de aquellos pertenecientes a las tres variedades
de D. phaseolorum | P. phaseoli (Pps, Ppm 'y
Ppc) (Fig. 3B).

El analisis independiente de polimorfismos
logrados a partir de ITS4 mostr6 un 100% de
bandas polimorficas pero sin discriminar entre
las especies P. longicolla'y P. phaseoli. Ya que
diferencid a los aislamientos de acuerdo a su
patogenia, de esta manera separ6 a aquellas
cepas causales de Tizon del tallo y vaina de G.
max (P. longicolla y P. phaseoli var. sojae) de
aquellas causales de Cancrosis del tallo (P. pha-
seoli var. meridionalis y var. caulivora). Mien-
tras, que el analisis a partir del oligonucleotido
especifico Plo5 mostr6 100 % de polimorfi-
smos a nivel inter especifico (P. longicolla'y P.
phaseoli) pero no detectd polimorfismos intra

especificos o entre las variedades de P. phaseoli
(var. sojae, var. meridionalis y var. caulivora).

De manera complementaria e integradora,
la Fig. 4 muestra el dendrograma generado a
partir de 255 bandas o marcadores molecula-
res resueltos por los cuatro oligonucleotidos
(OPA1, OPAG, ITS4 y PL5). A partir del
analisis, se obtuvieron las distancias Euclideas
intra e inter nodos y la Correlacion cofenética
de 0.992.

Desde el punto de vista de la biologia fing-
ica, el dendrograma diferenci6 a cuatro grupos
principales obtenidos a partir de los amplicones
polimorficos de cuatro oligonucledtidos 1TS4,
PL5, OPA1 y OPAG (Fig. 4).

El grupo G.I incluy¢ a los diez aislamien-
tos de Plo distribuidos en tres sub grupos:
G.IA fue integrado por cinco cepas de Plo
(AFP.Grupo 3.5, AFP.Grupo 4.3, AFP.Grupo
3.4, AFP.B4L17 y AFP.B5L16) ubicados entre
0.06 y 0.08 DE y con 94 y 92 % de similitud,
respectivamente. Este grupo reuni6 dos aisla-
mientos de Concepcion del Uruguay y uno
de Nogoya de la Pcia. de Entre Rios (32°5
S - 59°1” W), con dos cepas de Firmat, Pcia.
de Santa Fe (33°5° S - 61°5” W) (Cuadro 1
y Fig. 4). A este clado se uni6 el AFP.8413,
Pcia. Tucuman (26°7’ S - 65°2° W) con 67 %

Dendrograma obtenido por amplificacion por
OPA1, OPAG6, ITSy PL5

AFPDpmM112 —

AFPDpm109 —

G. IV-2 cepas

AFPDpc16

AFP.QCol7

AFP.227B2
AFP.CaB
AFP.CaA
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G. lll-1 cepas
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Fig. 4. Dendrograma basado en el analisis de similitud de 14 aislamientos de Diaporthe-Phomopsis (10 Plo, 1 Dps, 2 Dpm
y 1 Dpc) por amplificacion de los oligonucléotidos OPA1, OPA6, ITS4 y PLS y resolucion de un perfil de 255 bandas.
Fig. 4. Dendrogram based on the similarity analysis of 14 Diaporthe - Phomopsis isolates (10 Plo, 1 Dps, 2 Dpm 'y 1 Dpc),
obtained from OPA1, OPA6, ITS4 y PLS primers and 255 markers.
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de similitud y 0.33 DE y por ello, fue re ubi-
cado taxonémicamente como perteneciente a
la especie Plo. Asimismo, el G.IA se asoci6 el
G.IB que incluyd a un Unico aislamiento Plo,
el AFP.Grupo 4.4 de Concepcion del Uruguay
(Pcia. de Entre Rios) relacionados con 0.37 DE
y 63 % de similitud. Mientras que el G.IC fue
integrado por tres cepas de Plo, el AFP.CaA
y AFP.CaB de Caiiizares, Pcia. de Tucuman
(26°7° S - 65°2° W) que se ubicaron a 0.35 DE
con 65 % de similitud. Y finalmente se anexo
el Plo AFP.227B2 de Ibarlucea, Pcia. Santa Fe
(32°9” S - 60°8’ W) se unid con este grupo de
Plo alos 0.43 DE y 57 % de similitud.

El grupo G.II fue constituido por una inica
cepa, la AFP.Qcol7 perteneciente a Dps-Pps y
relacionada a 0.58 unidades de DE y 42 % de
similitud (Cuadro 1 y Fig. 4). El grupo G.III,
por su parte, también estuvo constituido por
una cepa de Dpc, la AFP.Dpcl6, que mostro
0.70 unidades de DE y 30 % de similitud con
el resto de aislamientos DP (Cuadro 1 y Fig. 4).

Por su parte, el grupo G.IV comprendid
dos cepas de Dpm, las AFP.Dpm109 y la AFP.
Dpml12, con una DE intra-varietal de 0.11
y 89 % de similitud. Mientas la DE inter-va-
rietal y especifica con el resto de los aisla-
mientos DP fue de 0.71 DE y 29 % similitud
(Cuadro 1y Fig. 4).

Finalmente, desde el punto de vista pato-
génico, los grupos G.I (Plo) y G.II (Dps)
incluyeron aislamientos causales de TTVyS.
Y los grupos G.III (Dpc) y G.IV (Dpm) agru-
paron a los aislamientos causales de CTS
(Fig. 2) incluidos en el presente estudio como
controles experimentales.

DISCUSION

Las cualidades macro-morfoldgicas refe-
ridas a textura y color de colonias (anverso
y reverso), forma y distribucion de estromas,
desarrollo, forma y distribucion de picnidios
y peritecios, y los caracteres micro-morfolog-
icos como tamafio y forma de conidios, ascos
y ascosporas permitieron agrupar los nuevos
aislamientos patogénicos de G. max en los
taxones conocidos (Plo y Dps, Dpc 'y Dpm)

del complejo D/P. Los resultados obtenidos en
el presente analisis mostraron una tendencia
de agrupamiento bio-morfolégica similar a
estudios previos propios (Pioli, Morandi, &
Bisaro, 2001; Pioli, Morandi, & Luque, 2002;
Pioli et al., 2003) y de otros autores (Fer-
nandez & Hanlin, 1996; Santos et al., 2011;
Vidi¢ et al., 2011).

Adicionalmente, la caracterizacién mor-
folégica basada en lo reportado por Fernandez
y Hanlin (1996), Pioli y Morandi (2005) y
Vidi¢ et al. (1995), permiti6 identificar como P.
longicolla a tres nuevos aislamientos néveles
(AFP.B5L16, AFP.B4L17 y AFP.227-B2). Sin
embargo, en el caso del aislamiento AFP8413,
que presentd caracteres morfolégicos no cate-
goricos respecto a forma y distribucion de
picnidios, tipo de conidios, presencia y distri-
bucion de estromas, los marcadores morfolo-
gicos no fueron suficientemente claros para
definir su pertenencia al taxén Dps-Pps. Por
ello, la identidad del AFP8413 fue finalmente
determinada por marcadores moleculares. Las
tres variedades de D. phaseolorum (anamorfo
P. phaseoli) Dpm, Dpc y Dps producen peri-
tecios en la naturaleza. No obstante en el pre-
sente estudio, sélo los aislamientos Ppm y Ppc
(anamorfos) y por su condicion biologica de
homotalismo, desarrollaron peritecios -in vitro-
correspondientes a sus respectivos teleomorfos
Dpm y Dpc. Mientras los aislamientos de Pps
(anamorfos) sembrados en medio de cultivo no
originaron la fase sexual o teleomorfa de Dps
ni formaron sus fructificaciones debido a su
condicion de heterotalismo (Pioli & Moran-
di, 2005). Estas observaciones biologicas son
coincidentes con el comportamiento mostrado
por colecciones de DP de distinta constitucion
intra e inter especifica y origen geografico
(datos no mostrados).

La caracterizacion molecular de 14 ais-
lamientos DP (AFP4.1 y el AFP.Dpcl3 no
amplificaron en gel de agarosa o el de poliacri-
lamida, respectivamente) se basé en el analisis
integrado de 250 amplicones obtenidos por dos
técnicas diferentes RAPDs ¢ ITS y cuatro ceba-
dores OPA1, OPAG, ITS4 y PLS, y agrupo a los
aislamientos evaluados en los cuatro taxones
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de DP: Phomopsis longicolla y las tres varie-
dades de Diaporthe phaseolorum (anamorfo
P phaseoli), siendo ellas, D. phaseolorum
var. sojae, D. phaseolorum var. caulivora y
D. phaseolorum var. meridionalis. Las distan-
cias Euclideanas observadas intra e internodos
correspondieron con un valor de Correlacion
cofenética de 0.983 considerado adecuado para
este tipo de analisis (Gally et al., 2007).

La caracterizacion molecular realizada en
este estudio valido la identidad de 13 de los 14
(ésto es el 92.5%) de los aislamientos de DP
caracterizados por marcadores morfoldgicos,
entre ellos los tres aislamientos noveles AFP.
B5L16, AFP.B4L17 y AFP.227-B2. Asimismo
y de manera superadora, el analisis molecu-
lar complementario corrigio las limitaciones
derivadas de la aplicacion de marcadores s6lo
morfologicos y logré reubicar al aislamiento
AFP.8413 de identidad dudosa, en el nodo
correspondiente a P. longicolla.

Asimismo la caracterizaciéon molecular
puso en evidencia valores significativos de
similitud en el genoma fungico de aislamientos
procedentes tanto de un area geografica similar
como de aquellas muy distantes.

El presente estudio logrod definir la iden-
tidad de los aislamientos analizados y dis-
tribuirlos entre los cuatro taxones DP: diez
aislamientos incluidos en Plo (Grupo 4.4,
Grupo 3.5, Grupo 4.3, Grupo 3.4, CaA, CaB,
B5L16, B4L17, 227B2, 8413), un aislamiento
incluido en Dps (AFP.Qcol7), un aislamiento
en Dpc (AFP.Dpcl6) y dos aislamientos inclui-
dos en Dpm (AFP.Dpm109 y AFP.Dpm112).

En este trabajo se demuestra la importan-
cia de una caracterizacion sistematica y riguro-
sa en los niveles fenotipico y molecular de las
colecciones de patogenos DP para evitar dupli-
caciones o identificaciones incorrectas. De esta
manera, se promueve la conservacion y/o pre-
servacion de su biodiversidad con base en una
apropiada identificacion y el conocimiento de
aquellas estrategias biologicas (homo u hete-
rotalismo), relacionadas con mecanismos de
variabilidad genética fungica y plasticidad para
colonizar y ampliar el rango de hospedantes.
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RESUMEN

Diaporthe (telomorfo) - Phomopsis (anamorfo) (DP)
constituye un grupo fungico de amplia diversidad genética
con mas de 900 especies distribuidas en un amplio rango
de hospedantes que incluye especies cultivadas y no culti-
vadas, forestales, frutales y malezas. Los aislamientos de
DP son hemi-biotrofos y disponen de diferentes fuentes
de indculo primario, como el rastrojo y las semillas, para
reiniciar sus ciclos de parasitismo-saprofitismo. Ellos colo-
nizan los tejidos del hospedante desde los estadios tempra-
nos del desarrollo y establecen relaciones nutricionales de
endofitia y necrotrofia fungica. La plasticidad del género
Phomopsis ha favorecido su expansion a diferentes agro-
ecosistemas y hospedantes constituyendo un importante
riesgo epidemiologico. El objetivo fue validar la identidad
y evaluar las relaciones biologicas de 12 aislamientos de P,
longicolla'y D. phaseolorum var. sojae obtenidos en distin-
tos agro-ambientes templados y subtropicales de Argentina,
para analizar la variabilidad y estrategias de conservacion
de la bio-diversidad fungica. Las cualidades macro-morfo-
logicas (textura y color de colonias, forma y distribucion
de estromas, desarrollo, forma y distribucion de cuerpos
fructiferos), y los caracteres micro-morfologicos (tamafio y
forma de conidios, ascos y ascosporas) permitieron identi-
ficar a tres nuevos aislamientos de P. longicolla incluidos
en el complejo D/P. El analisis molecular complementario
corrigio las limitaciones derivadas de la caracterizacion
basada solo en marcadores morfologicos y logré reubi-
car al aislamiento AFP.8413 de identidad dudosa, en el
nodo correspondiente a P. longicolla. De esta manera, la
caracterizaciéon molecular defini6 la identidad de los ais-
lamientos y los ubico en los 4 taxones del complejo DP:
diez aislamientos fueron incluidos en Plo (AFP.Gpo 4.4,
AFP.Gpo 3.5, AFP.Gpo 4.3, AFP.Gpo 3.4, AFP.CaA, AFP.
CaB, AFP.BSL16, AFP.B4L17, AFP.227B2, AFP.8§413), un
aislamiento incluido en Dps (AFP.Qcol7), un aislamiento
en Dpc (AFP.Dpcl6) y dos aislamientos incluidos en Dpm
(AFP.Dpm109 y AFP.Dpm112). La adecuada identificacion
de P. longicolla y el avance en el conocimiento de las
relaciones bioldgicas (hibridaciones homo o heterotalicas)
entre variedades de D. phaseolorum (P. phaseoli) y espe-
cies de Diaporthe - Phomopsis permiten comprender la
plasticidad para colonizar un amplio rango de hospedantes,
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los mecanismos de variabilidad genética y la preservacion
de la diversidad fungica.

Palabras claves: hongos hemi-biotrofos, Phomop-
sis longicolla, epidemiologia, analisis de agrupamiento,
agro-biologia.
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