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Resumen

Introduccion. El Tizén Foliar y la Mancha Purpura de la Semilla son enfermedades causadas por Cercospora
kikuchii que afectan a la soja (Glycine max L. Merr.) en el mundo y cuyos agentes etioldgicos son hongos clasificados
en distintas especies con cierta proximidad. Objetivo. Proporcionar un panorama sobre el patosistema del Tizon Foliar
y la Mancha Purpura de la Semilla causadas por Cercospora kikuchii, que afectan el cultivo de soja. Desarrollo.
El grado de severidad y/o incidencia de ambas enfermedades varfa tanto en Argentina como en el resto del mundo.
Estudios recientes demostraron que hay gran variabilidad tanto morfolégica como molecular entre los aislamientos
de C. kikuchii obtenidos de peciolo y semilla en las regiones norte, pampa norte y pampa sur recolectados en los afios
2015 y 2016. El genoma a nivel de cromosoma de C. kikuchii se encuentra disponible. El ensamblaje del genoma de
9 contigs es de 34,44 Mb y el N50 es de 4,19 Mb. Sobre la base de la prediccidn de genes ab initio, se identificaron
varios genes candidatos relacionados con la patogenicidad, incluidos 242 genes para efectores putativos, 55 grupos
de genes de metabolitos secundarios y 399 genes de enzimas activas en carbohidratos. Conclusion. El Tizén Foliar
y la Mancha Purpura de la Semilla son enfermedades endémicas en la Argentina. El patégeno causal de ambas
enfermedades presenta una gran variabilidad genética y molecular en la Argentina.

Palabras clave: patogénesis, epifitiologia, andlisis morfolégico, andlisis molecular.

Abstract

Introduction. Cercospora Leaf blight and Purple Seed Stain are diseases caused by Cercospora kikuchii that
affect soybean (Glycine max L. Merr.) worldwide and whose etiological agents are fungi classified in different species
certain proximity. Objective. To provide an overview of the pathosystem of Cercospora Leaf blight and Purple Seed
Stain caused by Cercospora kikuchii affecting soybean. Development. The degree of severity and/or incidence of both
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diseases varies in Argentina as well as in the rest of the world. Recent studies showed that there is great variability both
morphologically and molecularly among C. kikuchii isolates obtained from petiole and seed in the northern, northern
pampas, and southern pampas regions collected in the years 2015 and 2016. The chromosome-level genome of C.
kikuchii is available. The genome assembly of 9 contigs is 34.44 Mb and the N50 is 4.19 Mb. Based on ab initio gene
prediction, several pathogenicity-related candidate genes were identified, including 242 genes for putative effectors,
55 secondary metabolite gene clusters, and 399 carbohydrate-active enzyme genes. Conclusion. Cercospora Leaf
Blight and Purple Seed Stain are endemic diseases in Argentina. The causal pathogen of both diseases shows great
genetic and molecular variability in Argentina.

Keywords: pathogenesis, epiphytiology, morphological analysis, molecular analysis.

Introduccion

El cultivo de soja (Glycine max L. Merr.) en Argentina se expandié desde comienzos de la década de los 80,
hasta convertirse en la actualidad en uno de los principales exportadores mundiales de aceite y harina de soja
(Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2018). Del 70 % de las exportaciones de la Argentina el mercado
sojero participa en un 50 % de las mismas.

Durante el ciclo 2018-2019 la superficie sembrada con soja fue de veinte millones de hectdreas, con una
produccion de 56 millones de toneladas (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2019).

Entre los factores que afectan la produccion de soja en el paifs, se mencionan las enfermedades fingicas,
favorecidas por el monocultivo y el uso de labranzas conservacionistas. En este sistema de manejo del cultivo, se
propician las enfermedades causadas por agentes fiingicos que sobreviven en rastrojos en el suelo (Distefano &
Gadban, 2009; Ivancovich, 2011; Ivancovich et al., 2002).

Entre las enfermedades importantes de soja en la zona nicleo de Argentina, se destacan las llamadas de fin
de ciclo (EFC), entre las cuales predominan la mancha marrén, causada por Septoria glycines Hemmi, la mancha
ojo de rana, causada por Cercospora sojina Hara y el Tizén Foliar por Cercospora (TF), causado por Cercospora
kikuchii (Ivancovich, 2011; Matsumoto & Tomoyasu, 1925).

Las EFC pueden reducir el rendimiento en soja entre un 8 % a un 10 % con un maximo del 30 % (Carmona
et al., 2004). En el sur de los Estados Unidos, Egli (2008) encontré pérdidas significativas en el rendimiento de
soja por el TF. En tanto en Argentina, los dafios ocasionados redujeron el rendimiento en un 11 % en aquellos
tratamientos que superaron el 50 % de incidencia y el 25 % de severidad para el TF, cuando no se les aplicé el
fungicida foliar (Lavilla & Ivancovich, 2021)

El TF y la Mancha Purpura de la Semilla (MPS) fueron reportados por primera vez en 1921 en Corea y Japon
(Suzuki, 1921), en Argentina comenzé a relevarse en el cultivo de soja a partir de la década del 90 (Botta &
Ivancovich, 1996).

El TF y la MPS son enfermedades que en el mundo afectan a la soja y cuyos agentes etioldgicos son hongos
clasificados en distintas especies mds o menos proximas. En Estados Unidos, se han reportado otros agentes
causales del TF como la Cercospora cf. flagellaris y la Cercospora cf. sigesbeckiae (Albu et al., 2014; 2016). En
Argentina, mediante estudios moleculares y andlisis filogenéticos, se ha confirmado la presencia de Cercospora
cf. sigesbeckiae en el pafs (Soares et al., 2015). Estos estudios fueron a nivel de patégeno y no se ha comprobado
su relacion con el hospedante soja (Glycine max), mediante los postulados de Kock. Por lo tanto, la informacion
provista por Soares et al. (2015) es parcial. Estudios posteriores en el TF y en la MPS realizados en la Argentina,
al combinar informacion morfoldgica, molecular e inoculaciones en condiciones controladas del patégeno sobre el
hospedante soja, confirmaron que ambas enfermedades eran causadas por C. kikuchii (Lavilla, 2021).
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El grado de severidad y/o incidencia del TF y de la MPS varia tanto en Argentina como en el resto del mundo,
las pérdidas de rendimiento a nivel global oscilan en un 2,5 %, pero en sur américa (Brasil, Uruguay y Argentina)
las pérdidas pueden ser cercanas al 5 % (Savary et al., 2019). Las variaciones climdticas de Argentina indican
que podria haber regiones expuestas a ataques muy severos que derivarian en el desarrollo de una epifitia, lo que
afectarfa la produccidon nacional de soja. Estudios en donde se relacionaron variables bioclimdticas con la severidad
del TF y la incidencia de la MPS, demostraron que en el norte de la Argentina existen mds probabilidades de una
epifitia causada por alguna de estas enfermedades, debido a las temperaturas (25 °C y 30 °C), las precipitaciones
en los meses de enero, febrero y marzo, y la radiacién (Lavilla, 2021).

La taxonomia del género Cercospora es compleja, debido a la dificultad para encontrar caracteres morfo-
fisioldgicos que permitan separar a las especies. Diversos autores estudiaron al hongo y observaron una amplia
diversidad genética de la especie C. kikuchii, a través de marcadores moleculares (Albu et al., 2014; 2016;
Groenewald et al., 2013; Lavilla, 2021; Sautua et al., 2019; Soares et al., 2015). Desde hace pocos afios, se
encuentran disponibles metodologias de caracterizacion molecular que permiten no solo profundizar en la
clasificacién del hongo, sino también comparar con los resultados de otras investigaciones (Groenewald et al.,
2013; Lavilla, 2021; Soares et al., 2015).

La caracterizacion morfoldgica y molecular de C. kikuchii, permite un mayor conocimiento del patégeno y
de la enfermedad que facilitarfa su manejo agronémico, con los consiguientes beneficios econdmicos para el pafs.

El objetivo de este trabajo es proporcionar un panorama sobre el patosistema del Tizon Foliar y la Mancha
Purpura de la Semilla causadas por Cercospora kikuchii que afectan el cultivo de soja.

Taxonomia

La dltima clasificacion taxondémica del patégeno C. kikuchii causante del TF y la MPS se describe a
continuacién:
Super Reino: Eucariota
Reino: Fungi
Sub-reino: Dikarya
Phylum: Ascomycota
Sub- phylum: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes
Sub-clase: Dothideomycetidae
Orden: Mycosphaerellales
Familia: Mycosphaerellaceae
Género:
Fase sexual: Micospharella
Fase asexual: Cercospora
Especie: C. kikuchii
(Goodwin et al., 2001; Schoch et al., 2020).

Sintomas de la mancha puirpura de la semilla

La MPS produce diversos tipos de sintomas en soja, tales como coloracién purpura (Figura 1) (Velicheti &
Sinclair, 1994), desde pequefias manchas hasta cubrir las semillas, lo que puede afectar su poder germinativo
(Figura 2) o producir plantulas débiles (Hartman et al., 2015; Pathan et al., 1989). En condiciones controladas de
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Figura 1. Sintomas de la mancha purpura de la semilla (MPS) causada por Cercospora kikuchii en soja (Glycine max L. Merr).

Figure 1. Symptoms of the purple seed stain (MPS) caused by Cercospora kikuchii on soybeans (Glycine max L. Merr).

Figura 2. Sintomas y signos de la mancha purpura de la semilla (MPS) causada por Cercospora kikuchii en soja (Glycine max L. Merr).

Figure 2. Symptoms and signs of purple seed stain (MPS) caused by Cercospora kikuchii on soybean (Glycine max L. Merr).

laboratorio, se observo que C. kikuchii podia reducir el poder germinativo y el vigor de las semillas de soja (Yeh &
Sinclair, 1980). Sin embargo, estudios recientes realizados en Argentina, demostraron que C. kikuchii no reduce el
poder germinativo en las semillas de soja en condiciones controladas de laboratorio (Lavilla & Ivancovich, 2016).

En el cultivo de soja se demostré que el estado fenoldgico R, (Fehr et al., 1971) es el momento en el que se
transmite C. kikuchii desde los carpelos a la semilla (Pioli et al., 2000).

C. kikuchii coloniza la testa de la semilla de soja, donde produce la pigmentacion purptirea caracteristica de la
MPS. El hongo penetra los tejidos embrionarios de la semilla y causa necrosis en las células y elementos vasculares
(Ilyas et al., 1975, Singh & Sinclair, 1986). Ademads, se ha demostrado que la infeccién de los patdgenos sobre las
semillas de soja podria ocurrir por el xilema, a través del hilo, o por contacto y penetracién localizada, a través de
los poros epidérmicos o heridas en los tegumentos seminales (Singh & Sinclair, 1986).
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En diversos patégenos de las semillas de soja, la transmisidn de los mismos desde los carpelos a las simientes
fue mejor explicada a través de la asociacion patégeno — seccidén carpelar - semilla, ubicada en la posicion
peduncular o mds proxima al tallo principal, respecto a las posiciones medias y apicales del fruto (mds distales al
tallo) (Pioli et al., 1994; 2000). Estudios recientes demostraron que C. kikuchii crece a través del parénquima del
mesocarpio de las vainas, luego pasa por la nervadura adaxial, luego penetra por el hilo hasta introducirse en la
cubierta seminal, lo que provoca la caracteristica mancha morada (Pioli et al., 2000).

Sintomas del tizon foliar

Las infecciones foliares en periodos reproductivos se manifiestan con lesiones rojo violdceas angulares o
irregulares sobre ambas caras de los foliolos (Figura 3) (Ivancovich, 2011; Ivancovich et al., 2002).

!

Figura 3. Sintomas del Tizén Foliar (TF) causado por Cercospora kikuchii en foliolos de soja (Glycine max L. Merr). La flecha negra
indica los sintomas iniciales en el foliolo de soja.

Figure 3. Symptoms of Leaf Blight (TF) caused by Cercospora kikuchii on soybean leaflets (Glycine max L. Merr). The black arrow
indicates the initial symptoms on the soybean leaflet.

Bajo severas infecciones se observa necrosis de coloracién pardo — violdceo en tallos (Figura 4), peciolos
y foliolos, asociadas a la presencia de una toxina fotoactiva (Hartman et al., 1988; Kuyama & Tamura, 1957;
Upchurch et al., 1991), que causa defoliacion prematura y reduccién del rendimiento al afectar la etapa de llenado
de granos y el peso final de ellos (Bluhm et al., 2010; Ross, 1975; Walters, 1980).

Morfologia de Cercospora kikuchii

El crecimiento de C. kikuchii en medios agarizados es denso. Las colonias son blancas, grisdceo-oliva, rosadas,
verdosas o negras. Algunos aislamientos de C. kikuchii pueden producir un caracteristico color rojo pirpura que se
difunde en los medios y que se relaciona con una toxina fotoactiva denominada cercosporina (Figura 5) (Hartman
et al., 2015; Murakishi, 1951).

Los conidios son hialinos, aciculares, multiseptados, de forma recta a curva, truncados en la base y su tamafio
oscila entre 2,5-5 x 50-375 m (Figura 6) (Chupp, 1954; Hartman et al., 2015). Los conidiéforos son marrones,
multiseptados, no ramificados y de 4-6 x 45-220 m (Figura 7) (Chupp, 1954; Hartman et al., 2015). C. kikuchii
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Figura 4. Sintomas del Tizén Foliar (TF) causado por Cercospora kikuchii en tallos, peciolos y vainas de soja (Glycine max L. Merr).

Figure 4. Symptoms of Leaf Blight (TF) caused by Cercospora kikuchii on stems, petioles and pods of soybean (Glycine max L. Merr).

(5

Figura 5. Colonia de Cercospora kikuchii aislada en medio de cultivo agar papa dextrosa.

Figure 5. Cercospora kikuchii colony isolated on potato dextrose agar culture medium.
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Figura 6. Conidio de Cercospora kikuchii.

Figure 6. Cercospora kikuchii conidium.

Figura 7. Conidiéforos de Cercospora kikuchii.

Figure 7. Cercospora kikuchii conidiophores.

presenta una abundante esporulacién en el tejido de soja infectado en campo, sin embargo, no esporula muy bien
en medios de cultivos agarizados (Chen et al., 1979; Vathakos & Walters, 1979; Yeh & Sinclair, 1980).

Patogénesis. Ciclo biolégico de Cercospora kikuchii y desarrollo de la enfermedad

C. kikuchii es un patégeno policiclico, que cada doce dias desarrolla una nueva generacion de conidios dentro
del cultivo de soja, si las condiciones climdticas son favorables. Estudios de aerobiologia de C. kikuchii, en Brasil,
concluyeron que el mayor nimero de conidios en el aire se producen entre las 8 y las 15 h del dia, con una humedad
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relativa superior a 80 % y temperaturas entre 23 °C y 27 °C, lo que indica que la cantidad de conidios en el aire
podria ser utilizada para el monitoreo de la enfermedad (Hartman et al., 2015; Kudo et al., 2011; Schuh, 1993; Yeh
& Sinclair, 1980; Ward, 2015).

En las semillas infectadas, la testa se abre antes de la emergencia y, por lo tanto, las pldntulas escapan a la
infeccion. Sin embargo, si la testa queda adherida al cotiledén y emerge con la pldntula, incrementa el inéculo
inicial de la enfermedad (Hartman et al., 2015; Malvick, 2018). Pero como C. kikuchii es un patégeno policiclico,
el indculo inicial no es importante en la evolucién de la enfermedad.

Estudios histopatoldgicos demostraron que las hifas de C. kikuchii penetran a las semillas de soja a través de
la region hiliar, colonizan las traqueidas hiliares y luego el parénquima estrellado. La penetracion en las simientes
también puede ocurrir a través de los poros epidérmicos y/o grietas en la testa. C. kikuchii puede invadir los tejidos
del embrion, el endosperma y la cubierta de la semilla. En general, C. kikuchii se localiza en el recubrimiento de la
semilla y/o en los cotiledones y/o en el eje hipocétil-radicula, forma agregados hifales en la testa y causa necrosis
de las células cotileddneas y elementos vasculares (Hartman et al., 2015; Pioli et al., 2000).

El proceso de infeccidn en plantas de soja se inicia cuando los conidios y/o micelio, sobrevivientes en semillas
o en rastrojos infectados, germinan y generan uno o varios tubos germinativos (Figura 8). Bajo condiciones
controladas, 25 °C y saturacién hidrica (Schuh, 1991), el 50 % de los conidios germinan a las 2 h de incubacién
(Figura 9). El tubo germinativo penetra en la superficie del foliolo del hospedante, a través de los estomas, y se
desarrollan las hifas primarias y secundarias que colonizan el mesdfilo. Las hifas liberan micotoxinas (Almeida et
al., 2005; Latorre Rapela et al. 2015; Velicheti, 1994) que destruyen las células circundantes, necrosa los tejidos
y provocan los sintomas del TF. Las hifas de C. kikuchii pueden encontrarse en la superficie de pétalos, foliolos,
vainas y semillas, en el ovario y la testa de la semilla (Chen et al., 1979), y crecer en el cotiledén a través de los
poros de la misma durante la germinacién de la semilla.

Figura 8. Conidio de Cercospora kikuchii germinado.

Figure 8. Germinated conidia of Cercospora kikuchii.
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Figura 9. Germinacién de los conidios de Cercospora kikuchii bajo condiciones controladas (25 °C y saturacién hidrica).
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Figure 9. Germination of Cercospora kikuchii conidia under controlled conditions (25 °C and water saturation).

Después de tres a cinco dias de la infeccion, se forman los conididforos, en los cuales, a partir de la célula
conididgena, se produce una nueva generacion de conidios libres que se propagan por viento para iniciar un nuevo
ciclo biolégico de C. kikuchii y por ende, desarrollo de la enfermedad (Figura 10). Durante la conidiogénesis, un
solo nicleo migra al extremo apical del conidio y luego da lugar a todos los nicleos en el conidio. Los conidios
maduros incluyen de 13 a 27 células, la mayoria de las cuales son uninucleadas. Las células apicales o basales del

conidio formaradn conidiéforos (Fernandez et al., 1991).
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Figura 10. Ciclo biolégico de Cercospora kikuchii 'y desarrollo de la enfermedad en soja (Glycine max L. Merr).

Figure 10. Biological cycle of Cercospora kikuchii and development of the disease in soybean (Glycine max L. Merr).

Agron. Mesoam. 33(3): Articulo 48494, 2022
ISSN 2215-3608 doi:10.15517/am.v33i3.48494



Lavilla et al.: Revision bibliogrdfica del agente causal Cercospora kikuchii

Los conidios y/o micelio que sobreviven en semillas y rastrojos infectados o en malezas hospederas del
patégeno (Mc Lean & Roy, 1988), constituyen las fuentes de indculo primario. La tasa de transmisién planta
- semilla es muy baja y el mayor indice de infeccion por C. kikuchii en la semilla es de 2,12 % (Henning,
2005; Marinelli et al., 2011). La mayorfa de las especies del género Cercospora, incluida C. kikuchii, no tienen
estado sexual conocido, sin embargo, investigaciones recientes sugieren que su fase sexual pertenece al género
Micospharella (Goodwin et al., 2001).

Epifitiologia

Cuando un determinado patégeno se disemina e infecta a un gran nimero de individuos de una poblacién en
un drea amplia y en un periodo corto, el fendmeno recibe el nombre de epifitia. El estudio de las epifitias y los
factores que influyen sobre ellas se denomina epifitiologia (Agrios, 2005). Las epifitias de las plantas ocurren en
la mayoria de los cultivos de muchas partes del mundo. Algunas de ellas, escapan del control y se extienden o se
tornan severas sobre alguna especie vegetal en particular (Agrios, 2005).

El TF y la MPS no han generado, ain, ninguna epifitia en Argentina, sin embargo, los datos relevados entre
2015 y 2018, por Lavilla, Ivancovich et al. (2021), demostraron que estas enfermedades son endémicas en el pais.
La interaccion entre el hospedante susceptible, el patdgeno virulento y el ambiente predisponente en un periodo
prolongado, podria generar una epifitia del TF y/o de la MPS en Argentina (Figura 11; Agrios, 2005). Sin embargo,
estudios recientes han encontrado ochenta genotipos de soja resistentes a C. kikuchii (Kashiwa & Suzuki, 2021).
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Figura 11. Factores predisponentes para la posible ocurrencia de una epifitia del Tizén Foliar y/o la Mancha Pirpura de la Semilla
causadas por Cercospora kikuchii en Argentina segin Agrios (2005).

Figure 11. Predisposing factors for the possible occurrence of an epidemic of Leaf Blight and/or Purple Seed Spot caused by
Cercospora kikuchii in Argentina according to Agrios (2005).
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Informacion morfoldgica de Cercospora kikuchii

El género Cercospora ha sido identificado en funcidn de criterios taxondmicos cldsicos como: forma y tamafio
de los conidios y morfologia, color y velocidad de crecimiento de las colonias (Martinez Culebra, 1999).

La observacion de las caracteristicas macroscopicas y microscdpicas de C. kikuchii, en combinacién con la
informacién morfoldégica del género Cercospora publicada por Hartman et al. (2015), son herramientas necesarias
para determinar el género y la especie. Para la identificacion de C. kikuchii, es necesario la observacién de sus
estructuras somdticas y reproductivas, cuya formacion puede ser inducida en medios de cultivo agarizados (Agrios,
2005). En diversos estudios se ha reportado una gran variabilidad morfolégica de aislamientos de C. kikuchii de
Argentina y Brasil (Almeida et al., 2005; Latorre Rapela, 2012). Se han realizado andlisis macro y microscépicos
de los aislamientos de C. kikuchii, con base en el color y el didmetro de la colonia, la produccion de pigmentacién
rojiza y la presencia o ausencia de los elementos de fructificacion caracteristicos, y se encontré una amplia
variabilidad morfoldgica entre ellos (Latorre Rapela, 2012) .

A partir del andlisis morfoldgico de las variables cualitativas color de colonia (CC), densidad de micelio
(DM) y presencia de pigmentacidn rojiza (PPR), se verificé que la DM y el CC son independientes del 6rgano del
cual se aislaron las colonias, es decir, que la poblacion patégena causal del TF y de la MPS es la misma en esas
caracteristicas (Lavilla, 2021). La PPR indicadora de la sintesis de cercosporina, se halla asociada a las variables
regién geografica y 6rgano de procedencia del aislamiento. Esta asociacion podria deberse a la mayor expresion de
cercosporina en los aislamientos de C. kikuchii hacia el norte del pais. Sin embargo, hubo mayor frecuencia relativa
de colonias que expresaron cercosporina in vitro en los aislamientos del norte con respecto al sur. Es de esperar,
a partir de diversas fuentes bibliograficas, que la toxina esté presente en mayor magnitud en las regiones cdlidas,
himedas y con elevada radiacion (Lavilla, 2021).

Informacion molecular de Cercospora kikuchii

Los andlisis filogenéticos de las secuencias de regiones espaciadoras transcriptas internas y ADN ribosomal
(ITS1, gen de ARNTr 5.8S, ITS2), demostraron que el género Cercospora presenta su fase sexual dentro del género
Mycosphaerella (Goodwin et al., 2001). La mayoria de los géneros anamdrficos de Mycosphaerella son polifiléticos,
lo que dificulta su agrupacion en especies. Una excepcion fue Cercospora, que formé un grupo monofilético
compatible basado en caracteristicas anamorficas (Goodwin et al., 2001). Dentro del género Cercospora, las
especies presentes producen una toxina denominada cercosporina. La capacidad de producir esta toxina tiene un
unico origen evolutivo, ya que no se encontraron en otros géneros de hongos (Goodwin et al., 2001).

La variacion intraespecifica para veinticinco taxones en el clado Mycosphaerella, promedié 1,7 nucledtidos
(nts) en laregion ITS. Por lo tanto, los aislamientos con secuencias ITS que difieren en dos o0 mds nucleétidos pueden
ser especies distintas. Secuencias ITS de los grupos I y II del patégeno Cercospora zeae-maydis difiere en 7 nts y
representa especies diferentes. Hubo diferencias de 6,5 nts en promedio entre las secuencias ITS de los patégenos
Cercospora sorghi 'y C. sorghi var. maydis, lo que indica que esta tltima es una especie separada y no una variedad
de C. sorghi. El gran grupo monofilético de Mycosphaerella contiene varios géneros anamorfos sin asociaciones
teleomorfas conocidas. Por lo tanto, el nimero de géneros anamorfos relacionados con Mycosphaerella puede ser
mucho mayor de lo que se sospechaba (Goodwin et al., 2001).

C. kikuchii es una especie con una amplia variabilidad genética en el mundo (Groenewald et al., 2013;
Soares et al., 2015). El patégeno fue introducido de Asia a América del Sur. El andlisis de 405 aislamientos (160
correspondientes a Brasil y 245 a Japdn), con el uso de marcadores moleculares de tipo AFLP, determin6 que los
linajes I y III estaban presentes en América del Sur y Japén. En total, 136 de los 160 aislamientos de América
del Sur y 223 de los 245 aislamientos de Japon pertenecian al linaje I, lo que indica que este fue el principal en
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cada drea; ademds, cinco aislamientos de América del Sur y ocho de Japon pertenecian al linaje III. Los linajes II
(doce aislamientos) y IV (dos aislamientos) eran especificos de Japon y los linajes V (tres aislamientos), VI (un
aislamiento) y VII (quince aislamientos) eran exclusivos de América del Sur (Imazaki et al., 2006).

Se analizaron 36 aislamientos de C. kikuchii, provenientes de diferentes localidades de Brasil (Londrina, San
Carlos Do Ivaf, Terra Boa, Santa Cecilia do Pavdo, Nova Cantu, Peabiru, Rondondpolis, Chapadao do Céu, Luiziana,
Mineiros, Goiatuba, Rio-Verde y Senador Carneiro), con el uso de marcadores Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD) y pruebas de virulencia en laboratorio. Los resultados determinaron que los aislamientos brasilefios
de C. kikuchii de las diferentes localidades son variables para la virulencia y los patrones RAPD, no encontrdndose
asociacion entre ambos (Almeida et al., 2005).

En Argentina, se detect6 polimorfismo en el genoma de C. kikuchii proveniente de un mismo lote de soja,
mediante la aplicacion de la técnica de RAPD. Los oligonucledtidos OPA-01, OPA-03, OPA-08, OPH-18 y MCS5,
resultaron ttiles para el estudio de diversidad genética entre los distintos aislamientos (Lurd et al., 2007).

Se determind la diversidad genética de C. kikuchii en 164 aislamientos provenientes de dos establecimientos de
la localidad de Luisiana, E.E.U.U., con RAPD y Microsatellite-Primed Polymerase Chain Reaction, y clasificaron
los aislamientos de C. kikuchii en dos linajes significativamente diferentes (Cai & Schneider, 2008).

Un estudio filogenético exhaustivo de 360 aislamientos provenientes de 39 paises, identificaron diversas
especies dentro del género Cercospora, mediante secuenciacion directa de las amplificaciones parciales derivadas
de las regiones espaciadoras transcriptas internas y los genes 5,8S del ARNr nuclear, actina, calmodulina, histona
H3 y factor 1 de elongacién de la trascripcion (Groenewald et al., 2013). Muchas de las especies de Cercospora
mencionadas por Groenewald et al. (2013) se conocian solo por sus caracteres morfoldgicos in vivo, sin
descripciones moleculares.

Estudios recientes realizados por Lavilla, Decker et al. (2021), demostraron que hay gran variabilidad, tanto
morfolégica como molecular, entre los aislamientos de C. kikuchii obtenidos de peciolo y semilla en las regiones
norte, pampa norte y pampa sur recolectados en los afios 2015 y 2016. La variacién molecular o la variacion
conjunta morfolégica y molecular de los aislamientos no pudieron ser asociadas a las regiones o al origen (semillas
o peciolo). La variacion molecular en los aislamientos de peciolo o semilla fue la misma. Los resultados de la
investigacion realizada por Lavilla, Decker et al. (2021) son congruentes con la existencia de una unica especie, C.
kikuchii, causante del TF y la MPS en Argentina.

El genoma a nivel de cromosoma de C. kikuchii se encuentra disponible. El ensamblaje del genoma de 9
contigs fue de 34,44 Mb y el N50 fue de 4,19 Mb (Kashiwa & Suzuki, 2021). Sobre la base de la prediccién de
genes ab initio, se identificaron varios genes candidatos relacionados con la patogenicidad, incluidos 242 genes
para efectores putativos, 55 grupos de genes de metabolitos secundarios y 399 genes de enzimas activas en
carbohidratos (Kashiwa & Suzuki, 2021).

Conclusion

El Tiz6n Foliar y la Mancha Purpura de la Semilla son enfermedades endémicas en la Argentina. El patégeno
causal de ambas enfermedades presenta una gran variabilidad genética y molecular en el pafs.
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