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Introduccion

[.1. Generalidades

El género Fusarium se encuentra dentro de la division Ascomycota, clase
Euascomyctes, orden Hypocreales y familia Hypocreaceae. La fase sexual o perfecta
(también llamada teleomoérfo) se encuentra en los géneros Albonectria, Gibberella y
Haematonectria (Leslie y Summerell, 2006). Anteriormente existian dos nombres para
clasificar a las especies que presentaban tanto fase asexual (anamorfo) como fase sexual
(telomorfo), por lo que se decidié unificar el nombre y solamente utilizar el nombre del estado
anamorfo (Geiser et al., 2013).

Fusarium es considerado un género muy ubicuo, ya que cominmente puede ser
aislado de diversos climas y ecosistemas del mundo. Miembros de este género son aislados
de suelo, donde pueden jugar un papel en el reciclado de la materia organica (Karim et. al.,
2016). Las especies pertenecientes a este género por lo general son saprofitas y suelen
encontrarse colonizando sustratos vegetales, sin embargo, algunas cepas pueden volverse
patdégenos oportunistas cuando encuentran un huésped susceptible (Rep et al., 2005). Sin
embargo, muchas especies pertenecientes a este género fungico, han sido estudiadas debido
a su patogenicidad en plantas, humanos y animales. Asi, el estudio del género Fusarium ha
tenido gran importancia a lo largo del tiempo. Debido a su amplia distribucion en el medio
ambiente, resulta razonable suponer que las formas patogénicas de Fusarium podrian haber
evolucionado a partir de antepasados no patégenos (Alves-Santos et al., 1999). Muchas de
las especies que conforman este género son consideradas patégenos destructivos de plantas
de importancia econémica (causa marchitamientos, podredumbres y chancros en una gran
variedad de cultivos como soja, maiz y trigo), causando asi graves pérdidas econdémicas en
el sector agricola. Se estima que de 101 cultivos de importancia econémica a nivel mundial
mas de 80 pueden ser atacados por distintas especies de Fusarium (Leslie y Summerell,
2006). Por esta razén su presencia causa pérdidas anuales millonarias debido a bajas en los
rendimientos y calidad de los cultivos. Sumado a esto, miembros de este género tienen la
capacidad de producir micotoxinas, metabolitos secundarios toxicos que contaminan
alimentos y al ser ingeridos, causan enfermedades agudas y cronicas que resultan una
amenaza para la sanidad vegetal, animal y humana (Logrieco et al., 2003).

Por otro lado, algunas especies pertenecientes a este género pueden producir
enfermedades en seres humanos, ya que tienen la capacidad de colonizar ciertos tejidos,
provocando enfermedades como queratitis (Chang et. al., 2006) o diversas infecciones en

personas inmunodeprimidas (Sutton y Brandt, 2011).



En los dltimos afios se han logrado obtener y describir nuevas especies a partir de
ecosistemas naturales (Leslie y Summerell, 2011) entre las que se incluyen: F. armeniacum
(Burgess et al., 1993; Burgess y Summerell, 2000), F. aywerte (Sangalang et al., 1995; Beyon
et al., 2000), F. babinda (Summerell et al., 1995), F. gaditjirrii (Phan et al., 2004), F. konzum
(Zeller et al., 2003), F. lyarnte (Walsh et al., 2010), F. nurragi (Sangalang et al., 1995; Benyon
et al., 2000) y F. werrikimbee (Walsh et al., 2010). Por lo general estas especies tienen baja
frecuencia de aislamiento o escasa importancia agricola y econdmica, con lo cual se lleg6 a
la conclusion de que el numero de especies dentro del género Fusarium podria ser mucho
mas grande del que se reconoce actualmente, ya que, como se menciond anteriormente, los
estudios generalmente se focalizan sobre especies de Fusarium patégenas y productoras de
micotoxinas presentes en plantas de interés econdmico: principalmente cereales y

oleaginosas.

[.2.Taxonomia

La cantidad de especies reconocidas dentro de este género ha variado a lo largo del
tiempo de menos de 10 a méas de 1000, de las cuales, en la actualidad, 300 son aceptadas
usando el concepto de especie filogenética y se encuentran distribuidas en 20 complejos de
especies (Leslie y Summerell, 2006; O"Donnell et al., 2015).

El género Fusarium fue descripto por primera vez en 1809 por Link. Los primeros
estudios taxondmicos se basaron en caracteristicas fenotipicas del huésped, por tal motivo
en esa época habia una gran cantidad de especies (<1000) (Leslie y Summerell 2006). En
1930, Wollenweber y Reinking, estudiaron el género y redujeron drasticamente el nUmero de
especies: hicieron un sistema basado en 16 secciones entre las cuales se distribuian 65
especies, este sistema facilité la identificacion ya que cada seccién estaba separada por
caracteristicas morfoldégicas macroscépicas como la pigmentacibn de las colonias y
microscopicas como la forma de los conidios; asi, resultaba sencillo asignar a un aislado una
especie dado que cada seccién contenia pocas especies (Nelson et al., 1994). Sin embargo,
la identificacion se dificultaba al considerar que las caracteristicas morfol6gicas dependian
mucho de las condiciones ambientales y de los medios de cultivo utilizados para la
identificacion. Posteriormente, Snyder y Hansen entre los afios 1940 -1950 hicieron una
reduccion en el nUmero de especies a 9, era muy facil su identificacion, pero los taxones eran
polifiléticos lo que provocaba una gran pérdida de informacion (Leslie y Summerrell, 2006).

Luego Railo y Bilai, entre 1950 y 1955, estudiaron la variabilidad de Fusarium
utilizando cultivos monospo6ricos y encontraron que algunas caracteristicas morfoldgicas se
mantenian constantes y otras no; En 1955 Bilai, estudié la morfogénesis en aislados

provenientes de conidios, teniendo en cuenta las condiciones de cultivo, donde en base a



estos resultados reviso la taxonomia del genero para solamente incluir 9 secciones, 26
especies, y 29 variedades. Este sistema solamente se implementd en Rusia y no fue aceptado
en otras partes del mundo. Booth en 1971 modificé el sistema de Wollenweber y Reinking
proponiendo una taxonomia intermedia. Posteriormente, Gerlach y Nirenberg en 1982
ampliaron el sistema de Wollenweber y Reinking a 78 especies morfolégicas diferentes
(Nelson et al., 1994; Leslie y Summerell, 2006; Aoki et al., 2014).

En 1983 Nelson, Toussoun y Marasas, con la idea de que no existia un sistema
taxondmico totalmente satisfactorio para la identificacion, seleccionaron lo que consideraban
el mejor de varios sistemas y junto con sus investigaciones desarrollaron la definiciébn de
especie basada exclusivamente en caracteristicas morfolégicas donde propusieron un buen
sistema taxondmico para la identificacion (Nelson et al., 1983).

En 2006 se realiz6 un trabajé de revision del género, publicado por Leslie y
Summerell “The Fusarium laboratory manual”, el cual incluye 70 especies, y no tiene en cuenta
el sistema basado en secciones. Ellos en este trabajo incluyen el concepto de especie
morfoldgica, biolégica vy filogenética (Leslie y Summerell, 2006).

Actualmente, las especies de Fusarium se encuentran clasificadas en complejos de
especies. En muchos de estos complejos se encuentran importantes patdgenos de plantas
como en: Complejo de Especies de Fusarium graminearum (CEFG), Complejo de Especies
de Fusarium oxysporum (CEFO), Complejo de Especies Fusarium solani (CEFS) y el
Complejo de Especies de Fusarium fujikuroi (CEFF) (Aoki et al., 2014) al que nos referiremos
mas adelante, entre otros, pero también existen otros complejos que incluyen especies no
patégenas (Munkvold 2017).

I.3 Concepto de especie en Fusarium

En la actualidad se utilizan tres conceptos basicos para definir las especies dentro
del género Fusarium: concepto morfologico, bioldgico y filogenético. Desde los inicios las
primeras definiciones fueron en base a la morfologia de las especies: concepto de especie
morfoldgica. Desafortunadamente las caracteristicas morfol6gicas son limitadas en namero,
estan sujetas a la seleccidén y su expresién es sensible a las condiciones ambientales, ademas
de que son facilmente malinterpretadas. Por esta razén fue muy dificil identificar y clasificar
especies dentro de este género a partir de caracteristicas morfoldgicas (Nelson et al., 1983).
Con la introduccion de la biologia molecular los conceptos de especie biologica y de especie
filogenética han tomado mayor importancia y dan una vision acerca de la taxonomia del
género Fusarium (Leslie, 1991; O"Donnell et al., 1998, 2000; Summerell et al., 2010).

Concepto de especie morfoldgica: este concepto se basa en la idea de que la

morfologia de un “tipo” o individuo puede representar la variacién dentro de una especie



completa. Definir una especie segun este concepto, depende de las diferencias en la
morfologia entre especies, es decir que las especies se vean diferentes (Leslie y Summerell,
2006; Summerell et al., 2010). Este fue uno de los conceptos mas usados por los taxbnomos
fungicos por mas de 200 afios, y todavia sigue siendo una herramienta util para la
identificacion ya que es algo rutinario y practico (Summerell et al., 2010).

Concepto de especie biologica: Mayr (1940; 1963) considera a las especies como un

grupo de poblaciones que de hecho o potencialmente se cruzan entre si; es decir que hay un
intercambio de genes en la reproduccién sexual o parasexual dentro de la especie. El
problema al aplicar este concepto radica en que muchas especies de Fusarium se reproducen
casi exclusivamente de forma asexual y solo en algunas ocasiones se produce una etapa
sexual. En el CEFF se ha utilizado este concepto ya que muchas de las especies que lo
conforman presentan fase sexual, lo que ha permitido identificar mediante cruzamientos
sexuales que ciertas cepas pertenecian a la misma especie biolégica (Leslie y Summerell,
2006; Summerell et al., 2010).

Concepto_de especie filogenética: Este concepto surge con la introduccién a la

filogenética de las nuevas técnicas de biologia molecular, como lo es el andlisis del ADN. Para
esto se utilizan multiples marcadores donde generalmente se determina la diferencia entre las
secuencias de ADN de los genes seleccionados y también pueden dar una medida
cuantitativa de la relacion genética de las especies. Este concepto de especie ha resultado
uatil para identificar aquellas especies que no presentan fase sexual (Leslie y Summerell, 2006;
Summerell et al., 2010).

|.4 Métodos de clasificacion

1.4.1 Identificacién mediante criterios morfolégicos

La taxonomia de Fusarium se ha basado generalmente en las caracteristicas
morfoldgicas y de crecimiento del hongo en el medio de cultivo. Para esto, se debe contar con
cultivos saludables obtenidos a partir de una Unica espora (mososporicos), medios de cultivo
apropiados y condiciones de crecimiento favorables (Leslie y Summerrell, 2006).

Entre los criterios morfolégicos microscdpicos utilizados para la identificacion se
tienen en cuenta diferentes estructuras como las esporas. Las especies de Fusarium pueden
producir tres tipos diferentes de esporas: macroconidios, microconidios y clamidosporas.
Algunas especies producen los tres tipos de esporas. Los macroconidios constituyen una de
las caracteristicas primarias para la identificacién, ya que no solamente permiten identificar a
nivel de especie, sino también a nivel de género. Su forma y tamafio varia segun las especies.

Para algunas especies es una caracteristica constante, pero debe utilizarse cautelosamente



como criterio taxondmico ya que su tamafo puede variar dentro de una misma especie
(Nelson et al., 1994; Leslie y Summerell, 2006) (Figura 1).

Otra caracteristica morfolégica primaria que se tiene en cuenta en la identificacién
morfoldgica, son los microconidios, que pueden estar presentes o ausentes. Si el microconidio
se encuentra presente, las caracteristicas consideradas son: forma (Figura 2), y el modo de
formacion: ya sea, solitarios, en falsas cabezas, en falsas cabezas y cadenas (Figura 3). La
morfologia de los conidi6éforos, que se forman en el micelio aéreo y contienen los
microconidios, pueden ser Unicamente monofialides o contener monofialides y polifidlides. Su
produccién se observa mejor en un medio que contenga un sustrato natural como agar hojas
de clavel, ya que favorece la esporulacién sobre el desarrollo miceliano, con produccion de
conidios y conidiéforos en abundancia, uniformes en tamafio y forma; reduciendo asi la

variacién fenotipica (Nelson et al., 1994; Leslie y Summerell, 2006).

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas utilizadas en la identificacion de especies de Fusarium. A-D
formas tipicas de macroconidios. E-H formas de la célula apical del macroconidio. I-L formas de la
célula basal del macroconidio. (Leslie y Summerell, 2006)
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Figura 2. Formas de microconidios de diferentes especies de Fusarium a) fusiforme; b) ovalada; c)
ovoide; d) ovoide con una base aplanada, lo que indica que los microconidos se formaron en cadena;
e) alantoides; f) napiforme; g) piriforme; h) cornetes (Nelson et al., 1994).

Figura 3. Células conidi6genas y organizacion de los microconidios en relacion a la célula
conididgena A Y B) monofialides, C) polifialides, D) solitario (mesoconidios), E) falsas cabezas, F)
cadenas (Nelson et al., 1983; Leslie y Summerell, 2006)

Las clamidiosporas son también otra caracteristica morfolégica primaria para la
clasificacién taxonémica de Fusarium. Se observa su presencia o ausencia, y si se encuentran
presentes pueden estar solitarias, de a pares, en grupos o en cadenas, y pueden poseer

paredes gruesas o lisas (Figura 4) (Nelson et al., 1994; Leslie y Summerell, 2006).



Figura 4. Clamidosporas en aumento 400x se observan clamisdosporas solitarias, de a pares, en

cadenas y en grupo (Leslie y Summerell, 2016).

Existen otros tipos de estructuras que por lo general no son observadas, pero sirven
para delimitar ciertas especies. Las hifas helicoidales por ejemplo son importantes para
identificar algunas especies dentro del CEFF como Fusarium circinatum. También
encontramos los mesoconidios que son un tipo de conidios producidos por algunas especies
de Fusarium. Estos se forman a partir de polifidlides y se denominan asi ya que no son
considerados ni micro ni macroconidios. Por lo general se encuentran en el micelio aéreo
dando una apariencia de “orejas de conejo” cuando se observan en el microscopio (Figura 3
D) (Leslie y Summerrell, 2006).

También encontramos caracteristicas secundarias utilizadas para describir a una
especie, cuando se cultivan en condiciones adecuadas de sustratos, luz y temperatura, pero
estas no deben ser tomadas como criterio taxonémico para diferenciar entre especies. Entre
estas caracteristicas se incluyen: la morfologia y pigmentacion de la colonia, la ausencia o
presencia de esporodoquios, esclerocios o estromas y la velocidad de crecimiento (Nelson et
al., 1994; Leslie y Summerell, 2006).

Como se menciond anteriormente la identificacién de especies dentro del género
Fusarium es una tarea dificil, ya que estos organismos presentan una gran variacion en sus
caracteres morfologicos y fisiol6gicos debido a que muchos son afectados por las condiciones

de cultivo, lo que hace dificil su identificacion a nivel de especie (Leslie y Summerell, 2006).

1.4.2 identificacién mediante técnicas moleculares

Las caracteristicas morfolégicas limitan por lo general la identificacién de las
especies y subestiman la verdadera diversidad del género. En las Gltimas décadas hubo un
avance importante que ha estimulado el uso de las técnicas moleculares, como lo es la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estos analisis tienen diferentes objetivos y las



técnicas empleadas pueden ser: andlisis filogenéticos, estudios taxondmicos a nivel de género
y especies, y también para el diagndstico (Kvas et al., 2009).

Existen muchos genes utilizados para el estudio taxonémico de los hongos, entre
estos se encuentran los genes que codifican para los ARN ribosémicos (ARNTr) y sus regiones
espaciadoras internas (ITS), estas regiones son variables en su composicion, tamafio y estan
presentes en mdltiples copias en el genoma generalmente organizadas en tdndem, esto
aumenta la sensibilidad en los ensayos de PCR, lo cual permite que sean una herramienta
para la identificacion, diferenciacion y clasificacion de hongos (Taylor y Fisher, 2003). Otros
genes utilizados en Fusarium, suelen ser genes estructurales que codifican proteinas como la
B-tubulina (BT2, TUB), el factor de elongacion de la traduccién (EF-1a) y la calmodulina (CAL).
Sin embargo, la region ARNr e ITS han demostrado ser ineficaces para la diferenciacion de
especies dentro del género Fusarium ya que se encuentran dos copias divergentes y no-
ortélogas de la region ITS2 en muchas de las especies de este género examinadas (Waalwijk
et al., 1996; O'Donnell y Ciglenik, 1997; O'Donnell et al., 1998; kvas et al., 2009). A diferencia
de ellos, el gen que codifica para el factor de elongacién (EF 1-a) se convirti6 en un marcador
de eleccion debido a que: presenta una sola copia en el genoma, no se han encontrado copias
no-ortblogas del gen, se han disefiado cebadores universales y ademas es altamente
informativo entre especies estrechamente relacionadas ya que muestra un alto polimorfismo.
Asi, EF-1a se ha convertido en una herramienta de identificacion (Geiser et al., 2004). La
region que codifica para este gen contiene un intrén y se han disefiado dos cebadores que se
encuentran ubicados en los dos exones que lo flanquean (Figura 5). Este gen ha demostrado
ser altamente informativo, al punto que la base de datos denominada FUSARIM-ID se
fundamenta principalmente en este gen, aunque contiene también secuencias para la -
tubulina, RPB1, RPB2 57, RPB2 711, IGS, ITS 1y 2, la informacion de este servidor también

ha sido colocada en el servidor NCBI y Fusarium MSLT para tener acceso (Geiser et al., 2004).

ef1
=
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~ 100 bp ef22 ef2

Intron 2
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Figura 5. Estructura del gen del factor de elongacion (EF-7a) en Fusarium (Geiser et al., 2004).



I.5 Complejo de especies Fusarium fijukuroi (CEFF)

El CEFF es un taxon monofilético que se corresponde con la anteriormente
denominada seccion Liseola, pero que también incluye a otras especies que se encontraban
clasificadas originalmente en otras secciones. Este complejo incluye a mas de 50 especies
diferentes (Figura 6). Para reconocer y definir las especies en este complejo se han debido
utilizar los 3 conceptos de especie (morfoldgico, biolégico y filogenético) los cuales han
contribuido a la clasificacion. El concepto de especie morfolégica permitié clasificar a las
especies de este complejo en base a la morfologia de sus microconidios, la disposicion de
estos, y a su origen a partir de las células conidiégenas: monofialides y/o polifialides. Ademas,
las especies miembro de este complejo no producen clamidiosporas. En base a esto se
incluyeron 34 morfo-especies en este complejo, pero como se ha mencionado anteriormente
hay pocas caracteristicas morfolégicas que permiten la separacion correcta de las especies
similares dentro de este complejo y tampoco permite una buena descripcion de nuevas
especies. Por lo tanto, si se realiza solamente una clasificacién en base a las caracteristicas
morfoldgicas, se esta subestimando la verdadera diversidad de especies de Fusarium en este
complejo (Nirenberg y O'Donnell, 1998; O'Donnell et al., 1998; 2000; Aoki et al., 2001,
Marasas et al., 2001; Britz et al., 2002; Zeller et al., 2003; Geiser et al., 2005; Leslie y
Summerell, 2006; Kvas et al., 2009). Sin embargo, la clasificacion morfologica sigue siendo
importante para llegar a identificar una especie. Por otro lado, la utilizacion del concepto de
especie biolégica para definir una especie en este complejo no permite llegar a una correcta
clasificacion en todos los casos debido a cuatro razones importantes: solamente al 20 % de
las especies de este complejo se les han encontrado estructuras que son fruto de la
reproduccion sexual (peritecios), en muchas especies no se produce “maiting”; la aparicion de
cepas hermafroditas en este grupo es limitado. Ademas, muchas de las especies de este
grupo tienen capacidad de cruzarse entre ellas por lo que este evento no es exclusivo de una
especie (interbriding) (Leslie y Summerell, 2006; Kvas et al., 2009). Un ejemplo de este
fendmeno es el caso de Fusarium proliferatum y Fusarium fujikuroi (Leslie et al., 2004). Por
estas razones no puede utilizarse este concepto para definir una especie dentro de este
complejo.

El concepto de especie filogenética es importante ya que al utilizar mdaltiples
marcadores moleculares permite tener medidas cuantitativas de la relacion evolutiva
jerérquica entre las especies de este grupo. Ademas, es importante ya que permite identificar
aquellas especies que usualmente son indistinguibles por marcadores morfolégicos (especies
cripticas). Pero este concepto no se debe utilizar solo ya que puede dar resultados
biol6gicamente no significativos (Kvas et al., 2009; Dayrat, 2015). Por esta razén se usa en
conjunto con las caracteristicas morfologicas o bioldgicas (Klittich et al., 1997; Zeller et al.,
2003; Kvas et al., 2009).



Las especies pertenecientes al CEFF se ha agrupado en 3 grandes clados en base
a la filogenia obtenida mediante la secuenciacion de multiples genes (Figura 6). para explicar
la existencia de estos clados muchos autores se han basado en los origenes de las plantas
de las cuales se aislaron originalmente las especies de Fusarium. Estos clados fueron
nombrados como clado “Africano”, “Americano” y “Asiatico” (O"Donnell et al., 1998; Kvas et
al., 2009). este complejo de especies comprende mas 50 especies filogenéticas siendo asi
uno de los grupos mas grandes debido a que sus miembros provienen de diversos nichos
ecoldgicos (O’Donnell et al., 1998; O’'Donnell et al., 2000; Kvas et al., 2009; Al-Hatmi et al.,
2015; O’Donnell et al., 2015; Moussa et al., 2017).

En la actualidad, los ecosistemas naturales se han convertido en una gran fuente de
nuevas especies de Fusarium ya que a partir de estos se han descrito mas de 10 especies
dentro del CEFF. A partir de chancros de tallo y ramas de pino se afiadieron 5 especies
nuevas: Fusarium fracticaudum, Fusarium marasasianum, Fusarium parvisorum, Fusarium
pininemorale y Fusarium sororula (Herron et al., 2015). Otros investigadores afiadieron 3
especies Fusarium tjaetaba aislada de Sorghum interjectum, Fusarium coicis aislada de Coix
gasteennii y Fusarium mundagurra aislada a partir de suelos del parque Nacional Gorge
Carnavon en Australia (Laurence et al., 2016). Otras 2 nuevas especies: Fusarium terricola
aislada a partir de suelos desérticos y Fusarium sudanense aislada a partir de restos de
plantas Striga hermonthica en Australia (Moussa et al., 2017).

[.6 Antecedentes en el tema

En estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio hemos evaluado la
presencia de Fusarium y sus micotoxinas en pastos naturales pertenecientes a la flia.
Poaceae (asintométicos) muestreados en los humedales de Chaco durante dos afios
diferentes (2011 y 2014). Hemos encontrado que todas las plantas presentaban
contaminaciéon con Fusarium y sus micotoxinas (Nichea et al., 2015 a y b). Como resultado de
este trabajo contamos con una coleccién aproximada de 1500 aislados de Fusarium, entre los
cuales hemos encontrado y descripto una nueva especie: F. chaguense. Esta nueva especie
comparte algunas caracteristicas morfoldgicas con F. acuminatum y F. armeniacum, aunque
los estudios filogenéticos multi locus posteriores demostraron que forma un clado monofilético
(100 % boostrap). El hecho de que se haya descripto una nueva especie en este ecosistema
natural, sugiere que la diversidad de especies en Argentina y de hecho en todo el mundo, ain
no se ha determinado completamente. Considerando que los humedales de Chaco
constituyen unos de los 3 biomas de Argentina que presentan mayor biodiversidad,
consideramos que muchas especies nuevas de Fusarium esperan aun ser identificadas y
descriptas a partir de este ecosistema natural (y también de otros) con escasa actividad

antropogénica.
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Figura 6. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud de especies de Fusarium del complejo Fusarium

fujikuroi basada en la informacién de la secuencia de los genes que codifican para el factor de

elongacion EF-1a 'y B tubulina. (Kvas et al., 2009).
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Il. Hipotesis

Existe una gran diversidad de especies de Fusarium pertenecientes CEFF en ecosistemas
naturales con minima actividad antropogénica, que podria incluir especies que hasta el
momento no han sido descriptas; por lo cual el nimero de especies totales de este género
seria superior al conocido en la actualidad.

lll.1. Objetivo general
% Caracterizar a través del uso de marcadores morfolégicos y moleculares un conjunto
de aislados de Fusarium pertenecientes al CEFF obtenidos a partir de pastos naturales

(no cultivados) desarrollados en los humedales de Chaco.

[1l.2 Objetivos especificos
« Estudiar mediante marcadores morfologicos aislados de Fusarium pertenecientes al
CEFF.
« Confirmar la identificacion morfolégica a través de la secuenciacibn de un gen
conservado (factor de elongacion) que permita la resolucién taxonémica de Fusarium

basada en la filogenia de los mismos.



IV. Materiales y métodos

IV.1. Medios de cultivo y soluciones empleadas

o Agar Spezieller Nahrstoffmmarmer (ASN): KH2PO41,0 g, KNO3 1,0 g, MgSO.-7H,0
0,59, KCI 0,5 g, glucosa 0,2 g, sacarosa 0,2 g, agar 20,0 g, y agua destilada 1000 ml.
Se esterilizd durante 15 minutos a 121 °C en autoclave.

e Agar agua (AA): agar 20,0 g y agua destilada 1000 ml.

Se esterilizé durante 15 minutos a 121 °C en autoclave.

e Agar hojas de clavel (AHC): agar 20,0 g y agua destilada 1000 ml.

Se prepard el medio colocando 1 a 5 hojas de clavel estériles en placa Petri de 6 cm
por 15 mmy se agreg6 agar agua al 1,5% enfriado a 45 °C. Se almaceno tres o cuatro
dias previo a su uso para determinar posibles contaminantes provenientes de las
hojas.

e Agar papa glucosado (APG): papa 250 g; glucosa 20 g; agar 20 g y agua destilada

1000 ml.
Se cortaron en trozos papas lavadas sin pelar, se hidrataron con 500 ml de agua y se
cocinaron a vapor fluente durante 45 min. Por otro lado, se esterilizo el agar en 500 ml
de agua destilada. Se filtré el caldo con las papas a través de gasa y se adicioné al
agar disuelto. La pulpa de la papa restante se homogeneiz6 para obtener un puré y la
mitad de éste se adicion6 al agar junto con la glucosa, luego se llevé a volumen con
agua destilada (1000 ml). Se fraccion6 el medio en tubos de ensayo y se esterilizé en
autoclave a 115 °C durante 20 minutos y se dejo solidificar inclinado.

e Medio completo (MC): NO:Na 2 g; N-Z Amine 2,5 g; extracto de levadura 1 g;
sacarosa 30 g; PO4KH; 1 g; SO4sMg 7 H,0 0,5 g; CIK 0,5 g; solucién stock de vitaminas
10 ml; solucién de elementos trazas 0,2 ml; agua destilada 1.000 ml.

e Solucion stock de vitaminas: tiamina (B1) 100 mg; riboflavina (B2) 30 mg; piridoxina
(Bs) 75 mg; pantotenato de Ca (Bs) 200 mg; nicotinamida (Bs) 75 mg; acido ascérbico
(C) 50 mg; acido p-amino benzoico 5 mg; colina 200 mg; acido félico 5 mg; biotina 5
mg; inositol 4 mg; etanol al 50% 1 litro

e Solucion de elementos trazas: (para 100 ml) &cido citrico 5 g; SO4Zn6H,0 5 g;
(SO4)2Fe(HN4)26H.0 1 g; SO4,Cu5H,0 250 mg; SOsMn 50 mg; acido bérico 50 mg;
MoOsNa22H,0 50 mg; agua destilada 95 ml.

o Buffer CTAB al 2%: 2% CTAB, 100 mM Tris-CIH (pH 8), 20 mM EDTA, 1,4 M NacCl.

e 2-mercaptoetanol.

e Buffer TE 1X: 10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.



e Solucion de cloroformo-isoamilalcohol (24:1, v/iv).

e Isopropanol (2-propanol).

e Etanol al 70% v/v.

e Bromuro de etidio: solucion stock 10 mg/ml.

e Buffer TAE (50X): 242 g Tris base; 57,1 ml acido acético glacial; 0,5 M EDTA (pH 8).

IV.2. Identificacién de especies de Fusarium

IV.2.1. Aislamientos

Se utilizaron 84 aislamientos de Fusarium pertenecientes al CEFF previamente
aislados de pastos pertenecientes a la Familia Poaceae. Los aislamientos se encontraban
conservados como suspensiones de esporas en glicerol 15% a -80 °C en el laboratorio de
Micologia del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Universidad Nacional de
Rio Cuarto. La zona de muestreo estuvo localizada en el humedal de la regiéon del Chaco
(Sitio Ramsar 1366), Argentina. Esta region abarca la totalidad de la llanura aluvial de los rios
Parana y Paraguay en el territorio chaquefio. Los regimenes hidroldgicos de cada rio dan
lugar a diferentes pulsos de inundacion y sequia en estos humedales. El paisaje esta
compuesto de vegetacion acuatica, pastizales y bosques de galeria. La temperatura anual
oscila entre 20 y 24 °C. Las temperaturas maximas absolutas pueden alcanzar su punto
maximo de 46,5 °C. La precipitacion media anual es de 1300 mm, concentradas en primavera
y verano. Se realizaron dos muestreos, uno en el afio 2011 y otro en 2014. Se delimitaron 5
zonas de muestreos de 25 x 25 m, cuatro en los extremos del lote y uno en la zona central.
Para el muestreo de cada zona se determind un area de 100 m x 100 m, en la misma se
trazaron dos diagonales que se extendian a partir de ambas esquinas y de cada diagonal se
tomaron 5 puntos equidistantes (se distribuyeron 5 muestras en la diagonal). Una vez
determinados los puntos de muestreo, se procedié a cortar cada planta 10 mm por encima del
nivel del suelo (1 planta de cada sitio de muestreo). Cada planta se colocé en bolsa de papel
cada una debidamente marcadas y se transportaron al laboratorio. Las partes aéreas de las
plantas, incluyendo hojas y tallos, fueron inmediatamente secadas en estufa de aire forzado
a 60 °C por 48 horas, o0 hasta peso constante. Las plantas fueron identificadas a nivel de
género y cuando fue posible a nivel de especie. Ademas de las muestras para el analisis se
recolectaron individuos para su conservacion en herbario. Para esta actividad se conté con la
colaboracion del Dr. Mario Urbani (Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del
Nordeste). Es importante sefialar que ninguna de las muestras de pastos no presentaba
signos de enfermedad y esto se utiliz6 como criterio de seleccion aquellos pastos, todos
pertenecientes a la Flia. Poaceae, que eran mas palatales para el ganado bovino. Todas las

plantas fueron georreferenciadas.



IV.2.2. Marcadores morfologicos

A partir de las suspensiones de esporas en glicerol 15% conservadas a -80 °C, se
recuperaron los 84 aislamientos de Fusarium en placas con medio ASN. De las colonias
desarrolladas en ese medio se realizaron aislamientos monospoéricos. Para ello, se tomo una
pequefia cantidad de micelio fungico y se realiz6 una suspension de esporas en 5 ml agua
estéril. Luego de homogenizar la suspension, la misma se transfiri6 a placas de Petri
conteniendo AA, se diseminé por rotacién y se descarto el excedente. Las placas se incubaron
inclinadas durante 16 a 18 h a 24 °C, para permitir la germinacion de las esporas.

Transcurrido el periodo de incubaciéon se procedié a la obtencion de conidios
germinados bajo lupa (40x) mediante el uso de una aguja histologica. Un conidio germinado
se transfirié en el punto medio de placas de Petri que contenian AHC y otro conidio germinado
se transfirio a un tubo con APG.

Los cultivos se incubaron durante dos semanas en camara con ciclos alternados de
luz blanca/luz negra de 12 h a 24 °C, para su posterior identificacibn macroscoépica y
microscopica. La identificacibn morfolégica se realizé siguiendo la metodologia propuesta por

Leslie y Summerell (2006). Ver diagrama a continuacion (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama del procedimiento realizado para la identificacion morfoldgica de las especies de

Fusarium.



IV.3. Marcadores moleculares

IV.3.1. Produccion de biomasa flingica

A partir de los aislamientos desarrollados en AHC se tomé un trozo de agar y se
transfiri6 a frascos Erlenmeyer de 250 ml, que contenian 50 ml de MC. Los cultivos se
incubaron a 28 °C durante 3 dias en un agitador rotatorio (150 rpm), y el micelio fue cosechado
por filtracion, luego lavado con agua estéril y secado con papel absorbente. Las muestras de

micelio fueron almacenadas a -20 °C hasta el momento de realizar la extraccion del ADN.

IV.3.3. Extraccion, purificacion y cuantificaciéon del ADN gendémico

El micelio congelado se pulveriz6 con nitrégeno liquido en morteros y se distribuy6 en
microtubos de 1,5 ml estériles, los cuales fueron almacenados a -20 °C. La extraccion de ADN
gendmico se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Leslie y Summerell (2006) con
algunas modificaciones. A los microtubos que contenian el micelio pulverizado se les afiadié
700 pl de buffer CTAB (bromuro de cetiltrimetil amonio) calentado previamente a 65 °C, y 15
ul de 2-mercaptoetanol, cada microtubo se agité durante 2 minutos en vortex y luego se incub6
a 65 °C durante 15 min. Este procedimiento se realiz6 dos veces consecutivas. Transcurrido
el periodo de incubacion se agreg6 500 pl de una solucion de cloroformo-isoamilalcohol (24:1,
v/v) a cada microtubo, y a continuacion, los tubos se agitaron durante 1 min para homogenizar
las fases y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 min. Se tomaron aproximadamente 600
ul de la fase acuosa del centrifugado y se transfirieron a un nuevo microtubo de 1,5 ml estéril,
al que se adicion6 a cada microtubo igual volumen de isopropanol y se mezcld por inversion.
La mezcla se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 min y se eliminé el sobrenadante. Con la
finalidad de lavar el ADN gendmico, se le afiadié a cada microtubo 500 pl de etanol frio al
(70% v/v), que fue descartado luego de un centrifugado a 10.000 rpm durante 4 min. Este
procedimiento de lavado se realizé dos veces consecutivas, y a continuacion los tubos fueron
secados a temperatura ambiente invertidos en papel absorbente. Por ultimo, el ADN genémico
se resuspendié en 100 pul de buffer TE 1X.

El ADN genémico fue diluido y luego cuantificado a 260 nm en un espectrofotometro
(Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific). Una vez conocida la concentracion de ADN en
cada tubo, se realizaron diluciones correspondientes para obtener una concentracion

aproximada de 10-20 ng/pl y poder usar como ADN molde en las reacciones de PCR.

IV.3.4. Amplificacién y secuenciamiento del factor de elongacién
Se amplificé por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) una porcién del

correspondiente al factor de elongacion EF-7a (O'Donnell et al., 2010) para identificar las



distintas especies de Fusarium pertenecientes al CEFF. Se usaron los cebadores que se
describen en la tabla 1 y las condiciones de PCR descriptas por O’ Donnell et al. (1998), que
se listan a continuacion. En cada experimento se incluyé un control negativo que no contenia
ADN templado. La amplificacion se realiz6 en un Termociclador MJ Research PTC-200 (MJ
Research Inc., Watertown, MA) con el programa descripto a continuacion.

Tabla 1. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion del Factor de Elongacion

(EF1a).
Cebadores Secuencia
EF-1 5 -ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3
EF-2 5 -GGAGGTACCAGTGCATCATGTT-3

Condiciones de PCR:

Mezcla de reaccién de PCR optimizada (para una reaccion):
e 0,2 mM dNTPs (Promega)
o Buffer PCR 1X (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI a pH 8,3)
e 1,5mM MgCl;
e 1 U Tag DNA polimerasa (Promega)
e 0,3 uM de cada cebador (E1/E2)
e 5 ul de ADN templado (aproximadamente 10 ng/ul)

e Agua hasta alcanzar volumen final de reaccion: 50 pl.

Programa de termociclador para PCR:
1. 1cicloa 94 °C por 5 min, para la desnaturalizacion del ADN.
2. 34 ciclos: 94 °C por 30 seg para la desnaturalizacién, 54 °C por 45 seg para la
hibridacion y 72 °C por 1 min para la extension.
Extension final de 7 min a 72 °C.

1 ciclo a 4 °C por 5 min.

Los productos de la amplificacibn se examinaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5% tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y fueron visualizados con un
digitalizador MiniBis Pro (DNR), para ver la integridad del ADN y el tamafio de los fragmentos,
este Ultimo se estimo por comparacion con ADN testigo (New England Biolabs, 100pb Ladder)
con bandas de referencia que se encuentran entre 1000 — 100 pb. Una vez verificada la

calidad e integridad de los productos de PCR, de determiné su concentracion y fueron



enviados a Macrogen Korea para su purificacion y posterior secuenciacion por el método de

Sanger.

IV.3.5. Edicién y analisis de secuencias

La edicion de las secuencias para el gen EF-71a se realizé con el programa BioEdit
version 7 (Hall, 1999). Durante este procedimiento se realiz6 el alineamiento de las
secuencias de ambas cadenas de ADN de los productos de PCR. Una vez editadas las
secuencias obtenidas se compararon con la base de datos en el GenBank (NCBI o National
Center for Biotechnology Information) y con la base de datos del Fusarium MLST para
determinar su homologia con otras especies. Una vez analizada la similitud de nuestras
secuencias con aguellas depositadas en los bancos de datos de referencia, se descargoé al
menos una secuencia de cada una de las especies pertenecientes al CEFF (Tabla 2). A
continuacién las secuencias de referencia y editadas en este trabajo se alinearon con el

programa on-line MAFFT version 7 (http://mafft.cbrc.jp/aligment/software) (Katoh y Standley,

2013). El analisis filogenético se realiz6 con el principio de maxima parsimonia, utilizando el
programa TNT 1.1 (Tree Analysis Using New Tecnology) (Goloboff et al., 2008). La creacion
de los arboles se realiz6 con 100 secuencias de adiccion al azar de los taxas o RAS (Random
Addition Sequences), con combinacion de permutacion de ramas tipo TBR (Tree Bisection
Reconnection), guardando 10 &rboles por réplica y una ronda final de TBR sobre los arboles
parsimonosios encontrados en las réplicas utilizando una memoria total de 1000 arboles. Los
indices de consistencia (grado de homoplasia) y retencién (grado de sinapomorfia aparente)
se calcularon para todos los arboles parsimoniosos a través del scrip del software TNT,
STATS.RUN (Goloboff et al., 2008). Se realiz6 el consenso estricto para resumir la informacion
no contradictoria de los grupos monofiléticos presentes. Para evaluar el soporte de los grupos
identificados se llevé a cabo un analisis de bootstrap con 1000 réplicas. En todos los casos
Fusarium inflexum NRRL 20433 (AF008479.1) se utiliz6 como grupo externo.

Se realiz6 en una primera instancia un analisis involucrando a todas las secuencias, y
luego se realizaron 3 analisis separados, clasificando las cepas en los tres clados que

conforman el CEFF: africano, americano y asiatico.



Tabla 2. NUmero de acceso del GenBank, hospedero y origen geografico de las cepas de

Fusarium pertenecientes al complejo de especies Fusarium fujikuroi utilizadas en el presente

estudio.

Especie Cepa N° Acceso Fuente de aislamiento Pais de origen
GenBank
TEF

F. acutatum NRRL 13308  AF160276.1  desconocido India

F. agapanthi NRRL 54464  KU900632.1  Agapanthus praecox Italia-Australia

F. ananatum CMW 28597 EU668312.1  Ananas comosus Sudafrica

F. andiyazi CBS 119857 KP662901 Ficus carica Irdn

F. anthophilum NRRL 13602  AF160292.1  Hippeastrum sp. Alemania

F. bactridioides NRRL 20476  AF160290.1  Cronartium conigenum Estados Unidos

F. begoniae NRRL 25300 AF160293.1  Begonia elatior Alemania

F. brevicatenulatum  NRRL 25446  AF160265.1  Striga asiatica Madagascar

F. bulbicola NRRL 13618 AF160294.1  Nerine bowdenii Holanda

F. circinatum NRRL 25331  AF160295.1  Pinus radiata Estados Unidos

F. coicis RBG 5368 KP083251.1 Coix gasteenii Australia

F. concentricum NRRL 25181  AF160282.1 Musa sapientum Costa Rica

F. denticulatum NRRL 25302 AF160269.1  Ipomoea batatas Estados Unidos

F. dlaminii NRRL 13164  AF160277 Zea mays Sudafrica

F. fractiflexum NRRL 28852  AF160288 Cymbidium sp. Japon

F. ficicrescens CBS 125178  KP662899 figs Irdn

F. fracticaudum CMW 25245  KJ541059.1.  Pinus maximinoi Colombia

F. fujikuroi NRRL 13566  AF160279.1  Oryza sativa Taiwan

F. globosum NRRL 26131  AF160285.1 Zea mays América central

F. guttiforme NRRL 22945  AF160297.1  Ananas comosus Inglaterra

F. inflexum NRRL 20433  AF008479.1  Vicia faba Alemania



F. konzum

F. lactis

F. mangiferae
F. marasasianum
F. mexicanum
F. mundagurra
F. musae

F. napiforme

F. nygamai

F. parvisorum
F. phyllophilum
F. pininemorale
F. proliferatum

F.

pseudoanthophilum
F. pseudocircinatum
F. pseudonygamai
F. ramigenum

F. sacchari

F. secorum

F. sudanense

F. sororula

F. sterilihyphosum
F. subglutinans

F. succisae

F. temperatum

F. terricola

MRC 8544

NRRL 25200

NRRL 25226

CMW 25261

NRRL 53147

RBG 5599

NRRL 25059

NRRL 13604

NRRL 13488

CMW 25267

NRRL 13617

CMW 25243

NRRL 22944

NRRL 25206

NRRL 22946

NRRL 13592

NRRL 25208

NRRL 13999

NRRL 62593

CBS 454.97

CMW 40578

NRRL 25623

NRRL 22016

NRRL 13613

MUCL 52450

CBS 483.94

EU220235.1

AF160272.1

AF160281

KJ541063.1

GU737282.1

KP083255.1

FN552086.1

AF160266.1

AF160273.1

KJ541060.1

AF160274.1

KJ541064.1

AF160280.1

AF160264.1

AF160271.1

AF160263.1

AF160267.1

AF160278.1

KJ189225

KU711697

KJ541067.1

AF160300.1

AF160289.1

AF160291.1

HM067687.1

KU711698

Prairie grasses

Ficus carica

Magiferia indica
Pinus patula
Managiferia indica
Soil- Mangifera indica
Musa sp.

Pennisetum typhoides
Sorghum bicolor
Pinus patula
Dracaena deremensis
Pinus tecunumanii
Cattleya sp.

Zea mays

Solanum sp.
Pennisetum typhoides
Ficus caricia
Saccharum officinarum
Beta vulgaris L.

Striga hermonthica
Pinus platula
Mangiferia indica

Zea mays

Succisa pratensis

Zea mays

Soil

Estados Unidos
Estados Unidos
India

Colombia
México
Australia
Honduras
Sudafrica
Australia
Colombia

Italia

Colombia
Alemania

Zimbabwe

Ghana

Nigeria
Estados Unidos
India

Estados Unidos
Sudan
Colombia
Sudéafrica
Estados Unidos
Alemania
Bélgica

Australia



F.

F.

. thapsinum
. tjaetaba
. tupiense

. udum

verticillioides

werrikimbe

F. xylarioides

NRRL 22045

RBG 5361

CML 262

NRRL 22949

NRRL 22172

F 19350

NRRL 25486

AF160270.1

KP083263.1

DQ452859.1

AF160275.1

AF160262.1

EF107131.1

AY707136.1

Sorghum bicolor
Sorghum interjectum
Magnifera indica
Desconocido

Zea mays

Sorghum lejocladum

Coffea sp.

Sudafrica

Australia

Brasil

Alemania

Alemania

Australia

Costa de Marfil




V. Resultados y Discusion

En el presente trabajo se re-evaluaron 84 aislados de Fusarium pertenecientes al
CEFF obtenidos previamente a partir de pastos pertenecientes a la familia Poaceae
desarrolladas en los humedales del Chaco. A partir de las caracteristicas morfolégicas
microscopias de los hongos crecidos en medio AHC se hizo una clasificacion, tomando como
criterio la disposicion de los microconidios y a partir de que estructura conidibgena eran

originados:

1. Microconidios dispuestos en falsas cabezas y cadenas, originados a partir de polifidlides y
monofiélides.

2. Microconidios dispuestos en falsas cabezas y originados a partir de polifidlides y
monofiélides.

3. Microconidios dispuestos en falsas cabezas y cadenas, originados a partir de monofialides.

4. Microconidios dispuestos en falsas cabezas, originados a partir de monofialides.

La mayoria de los aislamientos se ubicaron dentro del grupo nimero 1 (n= 55). En 8
de los aislados pertenecientes a este grupo, se observo presencia de hifas en espiral (Figura
8 d). Por lo general, la mayoria de los aislados en este grupo presentaron microconidios ovales
sin septos y piriformes (Figura 8 a); mientras que algunos de ellos presentaron pigmentacion
en el medio del cultivo, siendo esta caracteristica muy variable ya que dependié de las
condiciones de incubacion. Por lo general aquellos aislamientos que presentaron
pigmentacion tuvieron escasa cantidad de micelio aéreo cuando desarrollaban en AHC como
se observa en la figura 9 c y e. En el medio APG, muchos de los aislamientos presentaron
pigmentacion violeta en el reverso del tubo y una cantidad intermedia de micelio aéreo color
tan, como se observa en la figura 10 d y tres de los aislamientos presentaron un color violaceo
— rojo en el reverso del tubo con abundante micelio aéreo color tan como se observa en la
figura 10 e y el resto de los aislamientos permanecieron incoloros o se fueron tornando violetas
en el reverso del tubo.

Entre los miembros del grupo nimero 2 se obtuvo un nimero menor de aislamientos
(n=12) con respecto al grupo 1. Por lo general se observaron microconidios ovales sin septos
comunes entre especies pertenecientes al CEFF y microconidios redondos (Figura 8 b). En
cuanto a las caracteristicas macroscopicas, ninguno de los aislamientos pertenecientes a este
grupo presentaron pigmentacion en el medio de cultivo AHC (Figura 9 a), y mostraron escasa
cantidad de micelio aéreo y de color tan. En el medio APG, la mayoria de los aislamientos
presentaron pigmentacion violeta en el reverso del tubo y abundante micelio aéreo como

puede observarse en la figura 10 b.



Resultados y Discusién

Figura 8. Morfologia de los microconidios de las cepas de Fusarium del CEFF desarrollados en medio
AHC a 25 °C durante 15 dias de incubacién observados en un aumento 400X. a) microconidios ovales
sin septos y piriformes b) microconidios ovales sin septos y redondos, ¢) microconidios ovales sin
septos, redondos grandes y piriformes, d) hifas en espiral.
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Resultados y Discusion

Figura 9. Morfologia de las colonias (anverso) de los diferentes grupos clasificados; corresponden a
los aislamientos: a) RC-J140 (grupo 2), b) RC-J1386 (grupo 4), ¢) RC-J311 (grupo 1), d) RC-
J657(grupo 3) y €) RC-J 466 (grupo 1) en agar AHC durante 15 dias de incubacion a 25 °C.

Figura 10. Morfologia de las colonias (anverso y reverso) de los diferentes grupos clasificados;
corresponden a los aislamientos: a) RC-J490 (grupo 4), b) RC-J1519 (grupo 2), c) RC-JA9 15 (grupo
3), d) RC-J459 (grupo 1) y e) RC-J408 (grupo 1), en APG durante 15 dias de incubacion a 25 °C.
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El grupo nimero 3 estuvo conformado sélo por 8 aislamientos, los cuales presentaron
variedad de microconidios: algunos presentaron conidios ovales sin septos, redondos grandes
y piriformes (Figura 8 c), y otros aislamientos presentaron una gran diversidad de
microconidios, pero mas pequefios. Tres de los aislamientos presentaron pigmentacion violeta
y escasa cantidad de micelio aéreo cuando desarrollaron en AHC (Figura 9 d). En medio APG
estos mismos aislamientos presentaron pigmentacion violeta y presencia de esporodoquios
en el punto de inoculacién (Figura 10 c). El resto de los aislamientos no mostr6 pigmentacion,
pero si abundante micelio aéreo en AHC, mientras que en APG presentaron pigmentacion
violeta y una cantidad intermedia de micelio color tan.

El grupo numero 4, estuvo conformado por 9 aislamientos, los cuales presentaron
microconidios ovales sin septos tipicos de las especies pertenecientes al CEFF (Figura 8 a),
y de diferentes tamafios. En AHC muchos de los aislamientos no presentaron pigmentacion,
aungue en algunos casos se tornaron violetas como se muestra en la figura 9 b, pero como
se menciond anteriormente, esta es una caracteristica variable. En APG, también algunos de
los aislamientos presentaron pigmentacion en el reverso del tubo (Figura 10 a) y micelio
abundante color tan, mientras que otros permanecieron incoloros.

Dentro de estos grupos, se analizaron otras caracteristicas microscopicas, entre las
gue se destacaron: presencia de hifas en espiral, y presencia de microconidios piriformes y
napiformes.

Una vez concluido el andlisis de las caracteristicas macro y micromorfol6gicas de los
aislados, se tomo al azar un numero representativo de miembros de cada grupo, dependiendo
de la cantidad total de aislados (criterio de seleccién), para realizar la identificacibn molecular
de los mismos. Para esto, se utilizaron cebadores especificos para la amplificacion de una
porcion del gen EF-1a, y una vez amplificadas, secuenciadas y editadas las secuencias fueron
alineadas utilizando la base de datos de NCBI y Fusarium MSLT. En la tabla 3 pueden
observarse los cuatro grandes grupos obtenidos usando criterios morfoldgicos, con sus
caracteristicas detalladas, y al mismo tiempo el resultado del analisis molecular (expresado
como porcentaje de similitud entre esa secuencia y la secuencia del mismo gen de especies
conocidas).

La principal ventaja de los métodos de identificacion basados en el ADN es que no
estan influenciados por las condiciones ambientales, y no dependen de la interpretacion, a
veces subjetiva, de caracteristicas morfologicas. Su correcta identificacion es imprescindible,
debido a que muchas de las especies que pertenecen al CEFF son patégenos de plantas con

importancia agricola y a su vez productores de micotoxinas.



Tabla 3. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados fungicos y resultados de BLAST de las secuencias analizadas

Planta aislada

Caracteristicas morfologicas

Resultado de BLAST

Grupo Aislamiento en AHC (400x) (NCBI) Fusarium MSLT
Flia. Poaceae Microconidios redondos
RC-J 622 iriformes y F. proliferatum 100%  F. proliferatum 98%
P ' F. globosum 97%
Flia. Poaceae i idi i i 0
RC-J 761 Microconidios oye_lles sin septos F. proliferatum 100% F. proliferatum 98%
1. Microconidios y pocos piriformes. F. globosum 97%
dispuestos en RC-J 635 Flia. Poaceae Microconidios ovales sin septos . proliferatum 100% F. proliferatum 98%
y piriformes. F. globosum 97%
falsas cabezas Flia. Poaceae Diferentes tipos de F. proliferatum 98%
y cadenas, RC-J C5C10 mlcrocor?éili?;nﬁ)ggormes y F. proliferatum 100% F. globosum 97%
originados a Flia. Poaceae Diferentes tipos de F. proliferatum 98%
partir de RC-J 72 microconidios, piriformes , F. proliferatum 100% I-:p lobosum 97%
o napiforme y globosos. 9
polifidlides y - - - - —
Flia. Poaceae Diferentes tipos de microconidios F. proliferatum 99%
monofialides. RC-J 733 algunos p|re|fsoprirrr;|as. Hifas en F. proliferatum 100% F. globosum 97%
RC-J 476 Mlcroc0n|d|o§ .ovales sin septos NA NA
y piriformes.
RC-J 269 Mlcroconldlo_s_ovales sin septos NA NA
y piriformes.
RC-J 404 Microconidios piriformes. NA NA
Dichantium sp. i i i idi i 0
RC-J 1789 p Diversidad _d_e microconidios y F. proliferatum 100% F. proliferatum 98%
piriformes. F. globosum 97%
Flia. Poaceae i i i - i
RC-J 412 DlyerS|dad de.mlcroconld.os, F. proliferatum 100% F. proliferatum,
piriformes e Hifas en espiral. F. globosum 98%
RC-J 408 Hifas en espiral muy raras. NA NA
Flia. Poaceae i i i idi i
RC-J 311 Diferentes tipos de microconidios E. proliferatum 100% F. proliferatum

e hifas en espiral.

F. globosum 98%



Flia. Poaceae

Microconidios ovales sin septos

RC-J 454 iguales, hifas engrosadas e hifas NA NA
en espiral.
Flia. Poaceae  varios tipos de microconidios e F. proliferatum
- i 9 )
RC-J 484 hifas en espiral. - proliferatum 100% F. globosum 98%
Flia. Poaceae i0s ti i idi
RC-J 409 Varios tipos de mlcrpconldlos e NA NA
hifas en espiral.
RC-J 505 Hifas en Esplral , Se observan NA NA
olas raras.
Diplacha sp. Diferentes tipos de .
. - > : F. proliferatum 99%
- 0
RC-J 1665 mlcrocor?;(:;i?;rﬁggormes y . proliferatum 100% F. globosum 97%
Leersia luziola  \jicroconidios ovales sin septos F. proliferatum 99%
i . 0 .
RC-J 1718 e hifas en espiral. . proliferatum 100% F. globosum 97%
Diferentes tipos de
RC-J 268 microconidios, piriformes y NA NA
napiformes.
Flia. Poaceae Diferentes tipos de .
. - - . F. proliferatum
- 9 ’
RC-J 466 mmroco:;?)li(;s;rﬁggormes y . proliferatum 100% F. globosum 98%
Flia. Poaceae  icroconidios comunes chicos F. proliferatum
- ' i 9 ’
RC-J421 botellitas largas. - proliferatum 100% F. globosum 98%
Flia. Poaceae i i i idi i 0
RC-J 425 Diferentes tlpos_ de microconidios . proliferatum 100% F. proliferatum 99%
chicos. F. globosum 97%
Flia. Poaceae i i i
RC-J 437 I_leerent_e_s tipos de . proliferatum 100% F. proliferatum
microconidios, ovales. F. globosum 98%
Flia. Poaceae Diferentes tipos de F. oroliferatum
RC-J 443 microconidios, ovales y . proliferatum 100% = .Ipb 989
piriformes. - globosum °
Diferentes tipos de
RC-J 282 microconidios, piriformes y NA NA
napiformes.
RC-J 192 Diferentes tipos de microconidios NA NA
chicos.
RC-J 1690 Diferentes tipos de NA NA

microconidios, ovales.



Diferentes tipos de

RC-J 627 microconidios, ovales y NA NA
piriformes.
Flia. Poaceae Diferentes tipos de E. proliferatum
RC-J 310 microconidios, redondos y . proliferatum 100% P
piriformes F. globosum 98%
Flia. Poaceae Diferentes tipos de
RC-J 459 microconidios, redondos como si . proliferatum 100% F. proliferatum
no se separaran de las falsas F. globosum 98%
cabezas.
Diferentes tipos de
RC-J 407 microconidios, redondos y NA NA
clamidiosporas.
Flia. Poaceae Diferentes tipos de Microconidios : o
RC-J 701 de diferentes tamafios, algunos . proliferatum 100% FI': pr?(')':g:&%mggib
grandes y redondeados. -9
Flia. Poaceae Diferentes tipos de F. proliferatum 98%
- I 0, )
RC-J 739 microconidios. - proliferatum 100% F. globosum 97%
Flia. Poaceae  \jonofialides con aglomerados F. proliferatum 98%
- I 0, )
RC-J 506 de microconidios. - proliferatum 100% F. globosum 97%
RC-J 636 Abundante_s _mlcrocon|(_j|os. NA NA
Macroconidio largo y fino.
Flia. Poaceae i i i
RC-J 406 Diferentes tipos de . proliferatum 100% - Profiferatum
microconidios. F. globosum 98%
Dichantium sp. Diferentes tipos de F. proliferatum
- i 0 . '
RC-J 1787 microconidios. - proliferatum 100% F. globosum 98%
Flia. Poaceae i i i
RC-J 397 leerentes tipos de . proliferatum 100% F. proliferatum,
microconidios. F. globosum 98%
Hymenachme Diferentes tipos de F. proliferatum 99%
i . 0 .
RC-J 1763 Sp. microconidios. - proliferatum 100% F. globosum 97%
RC-J 688 lee_rentes t_|p_os de NA NA
microconidios.
RC-J 475 Diferentes tipos de

microconidios.



Pasto

Diferentes tipos de

F. proliferatum,

- I 0,
RC-J 1782 horqueta microconidios. F. proliferatum 100% F. globosum 98%
RC-J 405 Dn‘e_rentes tipos de NA NA
microconidios.
RC-J 402 Dn‘e_rentes tipos de NA NA
microconidios.
RC-J 1564 lee_rentes t_|p_os de NA NA
microconidios.
RC-J 678 leerentes t'lp'OS de NA NA
microconidios.
RC-J 1593 leerentes t'lp'OS de NA NA
microconidios.
RC-J 1759 leerentes t'|p'os de NA NA
microconidios.
RC-J 546 lee_rentes t_|p_os de NA NA
microconidios.
RC-J 1689 lee_rentes t_|p_os de NA NA
microconidios.
RC-J 423 leerentes tipos de NA NA
microconidios.
RC-J 400 leerentes tipos de NA NA
microconidios.
RC-J 140 Microconidios ovales sin septos. NA NA
2. Microconidios Flia. Poaceae Abundantes microconidios F. circinatum, F. F. bulbicola, F.
dispuestosen  RC-J A9 22 ovales sin septos e hifas guttiforme, F. anthophilum, F.
falsas cabezas enroscadas. subglutinans 97% begoniae 96%
y originados a Flia. Poaceae Abundantes microconidios F. circinatum 97% F. bulbicola, F.
partir de RC-J 224 ovales sin sentos v redondos F. guttiforme, F. anthophilum, F.
polifialides y plosy ' bulbicola 96% begoniae 96%
monofialides. Elionurus sp. Abundantes microconidios E circinatum. F F. anthophilum, F.
RC-J 1448 comunes, en forma de pera e : e bulbicola, F.

hifas en espiral.

anthophilum 96%

begoniae 96%



Spartina sp.

- . . F.
RC-J 1592 Observa un chrocomdm, hifas  F. pseudocircinatum pseudocircinatum
electrizadas. 99%
99%
Flia. Poaceae Macroconidios chicos alqunos F. subglutinans 100% F. bulbicola, F.
RC-J 493 con septos 9 F. bulbicola, F. anatum, F.
plos. guttiforme 99% begoniae 98%
Elionurus sp. Microconidios arandes F. subglutinans
RC-J 1483 05 g y F. subglutinans 100% 100%
Macroconidios rectos.
Eriochloa sp. . - . F.
Microconidios ovales sin septos . -
RC-J 1519 gordos y Macroconidios largos F. pseudoplrcmatum, pseudocircinatum
randes F. subglutinans 99% 99%
9 ' F. nygamai 97%
Flia. Poaceae Microconidios grandes y F. subglutinans
- i 0, :
RC-J 401 Macroconidios rectos. F. subglutinans 100% 100%
Microconidios ovales sin septos,
RC-J 345 Macroconidios comunes e hifas NA NA
en espiral.
RC-J 279 Macroconidios rgctos de varios NA NA
tamafios.
RC-J 22 M|crocon|d|ps_ grandes y NA NA
Macroconidios rectos
Cynodon . .- . F.
- idi dactilon s Microconidios ovales sin septos F. pseudocircinatum seudocircinatum
3. Microconidios  Rc-J 1639 P gordos y Macroconidios largos P 99% P 99%
0 0
dispuestos en grandes. F. nygamai 97%
falsas cabezas L 1,0 Flia. Poaceae Microconidios napiformes y F. anthophilum, F. F. anthophilum
piriformes. bactrioides 100% 100%
y cadenas
originados a RC-J 1560 Monofialides largas. NA NA
partir de
monofialides. RC-J 745 Monofialides. NA NA
RC-J 235 Clamidiosporas. NA NA
Flia. Poaceae . - F. moniliforme
RC-J 424 Muchos microconidios de

diferente tamafio, algunos en

F. verticilloides 100%

100%
F.verticilloides 99%



forma ovoide con una base
aplanada.

Abundantes microconidios

RC-J 413 ovales sin septos de diferentes NA NA
tamafos.
RC-J 657 Mlcrocomdlos oygles sin septos NA NA
chicos y piriformes.
Flia. Poaceae F. bulbicola,
Microconidios ovales sin septos F. circinatum, F. F.anthophil
RC-J 251 chicos P guttiforme, F. um, F.
’ bulbicola 97% begoniae
. .- 96%
4. Microconidios Flia. Poaceae F. circinatum, F.
dispuestos en RC-J 34 Microconidios ovales sin septos %u}nfprme, F'o F. Ewbr'ﬁma’ F
falsas cabezas chicos subg ut!ngns 97% ant ophiium, F.
' F. bactrioides 96% begoniae 96%
y originados a
partir de Flia. Poaceae F. cwpmatum, F. F. bulbicola, F.
guttiforme, F. anthophilum, F
monofialides. RC-J 82 Microconidios ovales sin septos . subglutinans, b pn i
o egoniae, F.
F. bactrioides 97% S
circinatum 96%
Flia. Poaceae Microconidios iquales de F. circinatum, F. F. bulbicola, F.
RC-J 217 diferentes tamaﬁogs e hifas en guttiforme, F. anthophilum, F.
espiral bulbicola, F. begoniae, F.
piral. subglutinans 97% circinatum 96%
RC-J 1386 Microconidios Qvales sin septos NA NA
chicos.
RC-J 490 M|crqcon|dlos |guzaJes de NA NA
diferente tamafio.
RC-J 1387 Mlcrqconldlos |gua~les de NA NA
diferente tamafio.
Panicum sp. F. bulbicola, F.
RC-J 1609 Macroconidios rectos. F. temperatum 99% begoniae, F.
ananatum 97%
RC-J 132 Macroconidios largos finos, NA NA

algunos rectos.




Del andlisis de la tabla 3, puede observarse que las secuencias de los productos de
PCR de todos los aislamientos (n= 28) dentro del grupo 1 se alinearon con un 100% de
similitud con la secuencia del mismo gen de la especie F. proliferatum cuando el analisis fue
hecho con la base de datos del NCBI y con un porcentaje de similitud entre 98-99% con la
misma utilizando la base de datos Fusarium MLST. Ademas, todos estos aislamientos
mostraron tener las caracteristicas morfoldgicas esperadas para esta especie (microconidios
en cadenas originados a partir de polifialides), aunque ademas muchos presentaron
microconidios napiformes y piriformes, caracteristica no descripta entre miembros de esta
especie segun Leslie y Summerell (2006).

En el grupo 2, el resultado de BLAST de los aislamientos RC-JA9 22, RC-J224 y RC-
J1448 mostraron valores de similitud de 96-97%, con varias especies dentro del CEFF. Por
ejemplo, para el aislamiento RC-JA9 22 se le asignaron 3 especies diferentes: F. circinatum,
F. guttiforme y F. subglutinans, con un porcentaje de similitud de 97%. Mientras que el
aislamiento RC-J224 se alined con tres especies diferentes: F. circinatum con un 97% de
similitud y F. guttiforme, F. bulbicola con un 96% de similitud. El aislamiento RC-J1448 se
aline6é con dos especies diferentes: F. circinatum y F. anthophilum con un porcentaje de
similitud de 96%. Todos estos resultados se corresponden con el BLAST realizado utilizando
la base de datos del NCBI, cuando la base de datos utilizada fue Fusarium MLST se
obtuvieron resultados similares (Tabla 3). Estos tres aislamientos compartian caracteristicas
morfol6égicas. En cualquiera de los 3 casos vemos que no encontramos un buen porcentaje
de identidad con una especie puntual, por lo que no podriamos clasificar por este medio a
estos aislados dentro de una especie. Para los aislamientos RC-J1483 y RC-J401 el andlisis
de BLAST con ambas bases de datos dio un 100% de similitud con F. subglutinans, ademas
mostraron tener las caracteristicas morfolodgicas esperadas para esta especie. El aislado RC-
J493 presento alto porcentaje de similitud con varias especies incluidas dentro del clado
Americano del CEFF utilizando ambas bases de datos, no pudiendo entonces resolver su
identidad. Los aislamientos RC-J1519 y RC-J1592 dieron un 99% de similitud con F.
pseudocircinatum utilizando ambas bases de datos. Esta especie segln Leslie y Summerell
(2006) presenta microconidios dispuestos en cadenas cortas, caracteristica que quizas fue
pasada de alto en nuestro analisis morfolégico, siendo el resto de las caracteristicas
observadas las esperadas para esta especie (Tabla 3).

En el grupo 3, el resultado de BLAST para el aislamiento RC-J424 di6é un 100% de
similitud con F. verticilloides utilizando ambas bases de datos (Tabla 3), lo cual se
correspondi6 con las caracteristicas observadas en el analisis morfol6gico y esperadas para
esta especie. Por otro lado, el aislamiento RC-J1639 dio un 100% de similitud con F.
pseudocircinatum en el resultado de BLAST utilizando ambas bases de datos. En cuanto a

sus caracteristicas morfolégicas lo observado se correspondié con lo esperado para esta



especie. Por ultimo, el aislamiento RC-J249 dio como resultado un 100% de similitud con 2
especies: F. anthophilum y F. bactrioides cuando el BLAST se realizé utilizando la base de
datos den NCBI, y dio un 100% de similitud solo con F. anthophilum cuando la base de datos
utilizada fue Fusarium MLST.

Por ultimo, en el grupo 4 el aislamiento RC-J1609 dio en el andlisis de BLAST un 99%
de similitud con F. temperatum, pero este aislamiento no compartié las caracteristicas
morfoldgicas esperadas para esta especie, debido a que no se observaron microconidios
originados a partir de polifidlides que es una caracteristica de esta especie segun Scauflaire
et. al.,(2012). Por otro lado, 4 aislados que compartian caracteristicas morfolégicas (RC-J34,
RC-J82, RC-J217 y RC-J251) no pudieron ser resueltas por andlisis de BLAST ya que como
puede observarse en la tabla 3 un Unico aislado dio el mismo porcentaje de similitud con mas
de una especie. A modo de ejemplo el aislamiento RC-J34 dio un 97% de similitud con F.
circinatum, F. guttiforme y F. subglutinans.

A los fines de encontrar la identidad de los aislados se complementaron los analisis
anteriores con un analisis filogenético. Para esto se realizé un alineamiento que contenia 44
secuencias del gen EF-7a pertenecientes a los aislados de este estudio junto con secuencias
de todas las especies pertenecientes al CEFF disponibles en el GenBank (ver Tabla 2 en
materiales y métodos). El andlisis contenia 736 caracteres, de los cuales 174 fueron
informativos de parsimonia. El analisis de maxima parsimonia (MP) usando los caracteres
informativos construy6é 1868 arboles de 547 pasos de longitud (IC = 0,41; IR = 0,82). En la
figura 11 que se presenta a continuacion puede analizarse el &rbol consenso obtenido de
dicho andlisis, en el cual 28 nodos presentaron valores de bootstrap >90%. Alli puede
observarse que las cepas estudiadas en este trabajo se distribuyeron entre los tres grandes
clados que conforman el CEFF. Analizando los resultados anteriores, y considerando que el
namero de cepas analizadas era abundante, se decidié hacer un andlisis separado para cada

uno de los clados que conforman el CEFF.
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Figura 11. Arbol consenso de los 1868 arboles parsimoniosos encontrados a partir de los datos
combinados de las secuencias de 44 cepas de Fusarium pertenecientes CEFF aisladas en el presente
estudio (color rojo) y 66 cepas de Fusarium pertenecientes al CEFF disponibles en el GenBank. La
cepa F. inflexum NRRL 20433 se utiliz6 como grupo externo.
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Cuatro de nuestros aislamientos se ubicaron en el clado Africano dentro del CEFF. Se
realiz6 un alineamiento con 4 secuencias del gen EF-7a pertenecientes a los aislados en
estudio junto con 27 secuencias disponibles en el GenBank de todas las especies
pertenecientes al clado Africano del CEFF descriptas hasta el momento (Tabla 2). Este
alineamiento contenia 721 caracteres, de los cuales 111 fueron informativos de parsimonia.
El andlisis de MP usando los caracteres informativos construy6 103 &rboles de 271 pasos de
longitud (IC = 0,56; IR = 0,68), a continuacién, se muestra en la figura 12 el arbol consenso
obtenido como resultado de dicho analisis (9 hodos presentaron valores de bootstrap >90%).
En esta misma figura puede observarse que el aislamiento RC-J424 se agrup6 con F.
verticillioides NRRL 22172 con un valor de bootstrap de 100%, lo cual coincide con el resultado
del BLAST vy con las caracteristicas morfologicas observadas y esperadas para esta especie
(Tabla 3). Es importante destacar que esta especie es productora de importantes micotoxinas
(fumonisinas, moniliformina, etc), ademas de ser patégeno de maiz (Leslie y Summerell,
2006). Se aisla con frecuencia a partir de maiz y derivados en Argentina (Marasas et al., 1986;
Moretti et al., 1995; Logrieco et al., 1996, 1998; Desjardins, 2006, Munkvold, 2017). Los 3
aislados restantes (RC-J1639, RC-J1592, RC-J1519) se agruparon con F. pseudocircinatum
NRRL22946 con un valor de bootstrap de 100%, lo cual coincidi6 con el resultado del BLAST.
Esta especie hasta ahora no habia sido aislada en Argentina, ya que por lo general se
encuentra en regiones tropicales del mundo (Ghana, Panamd, Filipinas y Papua Nueva
Guinea) donde fue identificada a partir de numeroso sustratos vegetales. Recientemente fue
aislada en México causando malformaciones en mangos (O Donnell et al., 1998; Leslie y
Summerell, 2006; Liew et al., 2016).
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Figura 12. Arbol consenso de los 103 arboles parsimoniosos encontrados a partir de los datos
combinados de las secuencias de 4 cepas de Fusarium pertenecientes al clado Africano del CEFF
aisladas en el presente estudio (color rojo) y 27 cepas de Fusarium pertenecientes al clado Africano
del CEFF disponibles en el GenBank. La cepa F. inflexum NRRL 20433 se utiliz6 como grupo externo.
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Doce de nuestros aislamientos se agruparon en el clado Americano dentro del CEFF (Figura
13), esas secuencias se alinearon con 22 secuencias disponibles en GenBank de las especies
que pertenecen al mismo clado de este complejo (Tabla 3). Dicho alineamiento contenia 681
caracteres, de los cuales 56 fueron informativos de parsimonia. El andlisis de MP usando los
caracteres informativos construy6 4 arboles de 102 pasos de longitud (IC = 0,75; IR = 0,88).
La figura 13, a continuacion, muestra el arbol consenso obtenido de dicho analisis, en el cual
13 nodos presentaron valores de bootstrap >90%. El aislamiento RC-J1609 se agrupé con F.
temperatum HM067687 con un valor de bootstrap de 100%, lo cual coincide con los resultados
del BLAST. Esta especie ha sido recientemente descripta a partir de aislamientos
provenientes de maiz y sorgo, en Bélgica y Serbia respectivamente (Scauflaire et. al., 2012;
Levic et. al., 2013). En Argentina esta especie fue aislada por primera vez a partir de maiz en
el afio 2014 y se determind que era capaz de producir beauvericina y fusaproliferina (Fumero
et al., 2015). Otros 2 aislamientos RC-J401 y RC-J1483 se agruparon con F. subglutinans
NRRL25300 con un valor de bootstrap de 100%, lo cual coincidi6 en un 100% con los
resultados del BLAST y mostraron tener las caracteristicas morfolégicas esperadas para esta
especie. Esta especie se aisla con frecuencia de maiz en Argentina (Chulze et al., 2000;
Torres et al., 2001; Reynoso, 2002), también produce microtoxinas como la moniliformina,
fusaproliferina y beauvericina (Marasas et al., 1986; Moretti et al., 1995; Logrieco et al., 1996,
1998; Desjardins, 2006, Munkvold 2017). Por otra parte, el aislamiento RC-J249 se agrup6
con F. anthophilum NRRL360 con un valor de bootstrap de 100%, esto coincidié con el
resultado del BLAST en un 100%. Esta especie es de distribucion cosmopolita y ha sido
aislada de orquideas, mijo y plantas de trigo silvestre que por lo general son de zonas
templadas. Ademas, esta especie también es productora de micotoxinas como fumonisinas,
moniliformina, beauvericina y fusaproliferina (Desjardins, 2006; Munkvold 2017), y hasta el
momento no ha sido aislada en Argentina. Por Ultimo, en la misma figura puede observarse
gue hay dos grupos: | y Il, que no incluyen a ninguna especie de Fusarium conocida hasta el
momento. A su vez cada grupo posee buenos valores de soporte, presentan valores de
bootstrap de 100%. Por otro lado, resulta interesante destacar que los aislados miembros de
cada uno de los grupos | y Il comparten caracteristicas morfolégicas entre si (Ver tabla 3) y
mostraron similares resultados de BLAST: con el cual no se logré resolver la identidad de los
mismos. Todo esto nos hace suponer que estos dos grupos podrian representar especies de
Fusarium que no han sido descriptas hasta el momento. Sin embargo, para llegar a una
conclusion de este tipo se deberian realizar secuenciamientos de mudltiples genes que
permitan la resolucién taxondmica de estos aislados. Esta falta general de coherencia entre
los resultados de BLAST y los andlisis filogenéticos, destacan las limitaciones asociadas con

el uso de similitud de secuencias solo para el diagnoéstico de nuevas especies.
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Figura 13. Arbol consenso de los 4 arboles parsimoniosos encontrados a partir de los datos
combinados de las secuencias de 12 cepas de Fusarium pertenecientes al clado Americano del CEFF
aisladas en el presente estudio (color rojo) y 22 cepas de Fusarium pertenecientes al mismo clado del
CEFF disponibles en el GenBank. La cepa F. inflexum NRRL 20433 se utiliz6 como grupo externo.
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Veintiocho aislamientos se ubicaron en el clado Asiatico del CEFF. Se alinearon 28
secuencias del gen EF-1a de los aislados seleccionados junto con 8 secuencias disponibles
en GenBank de las especies que pertenecen al mismo clado de este complejo (Tabla 2). Dicho
alineamiento contenia 678 caracteres, de los cuales 43 fueron informativos de parsimonia. El
andlisis de MP usando los caracteres informativos construyé 1 &rbol de 65 pasos de longitud
(IC=0,83;IR=0,93) en el cual 12 nodos presentaron valores de bootstrap >90%, como puede
observarse en la figura 14. En este clado solamente 2 de los aislamientos RC-J1665 Y RC-
J1718 se agruparon con F. proliferatum NRRL229 con valores de bootstrap de 100%, lo cual
coincide con los resultados del BLAST y con las caracteristicas morfoldgicas
observadas/esperadas (Tabla 3). Esta especie es reconocida como un importante patégeno
de maiz capaz de producir un gran nimero de micotoxinas, entre las que se incluyen:
fumonisinas, moniliformina, beauvericina, acido fusarico y fusaproliferina (Desjardins, 2006;
Munkvold, 2017). Sin embargo, ademas de colonizar el maiz, este hongo tiene la capacidad
de colonizar un amplio rango de hospederos como pino, esparrago, higo, ajo, arveja, cebolla,
tomate, anand, palmera, como también cereales tales como arroz, cebada, y trigo (Abdalla et
al., 2000; Kenényi et al., 2002; Aliakbari et al., 2007; Stankovic et al., 2007; von Bargen et al.,
2009; Stepien et al., 2011; Waskiewicz et al., 2013). En nuestro pais se aisla con frecuencia
a partir de maiz y trigo (Ramirez, 2000; Reynoso, 2002; Palacios et al., 2011). El resto de los
aislamientos que segun BLAST correspondian, con un 100% de similitud a la especie F.
proliferatum no se agruparon con ninguna de las especies conocidas de Fusarium hasta el

momento.
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Figura 14. Unico &rbol encontrado a partir de los datos combinados de las secuencias de 28 aislados
de Fusarium pertenecientes al clado Asiatico del CEFF obtenidos en el presente estudio (color rojo) y
8 cepas de Fusarium pertenecientes al mismo clado del CEFF disponibles en el GenBank. La cepa F.
inflexum NRRL 20433 se utiliz6 como grupo externo.
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En la misma figura pueden observarse 2 grupos: Ill (6 aislamientos) y IV (14
aislamientos), ambos soportados con valores de bootstrap de 100%. Es importante destacar
que los aislamientos dentro de cada grupo compartian todas sus caracteristicas morfolégicas
(Tabla 3). Todo esto nos reafirma lo expresado anteriormente, que a veces la informacion de
un solo gen no es suficiente para resolver la identidad de una cepa por lo que se necesitaria
la secuenciacion de multiples genes para permitir la resolucion taxondémica de estos aislados.

Por ultimo, los aislamientos RC-J1789, RC-J1763, RC-J701, RC-J739, RC-J425y RC-
J 493, no se agruparon con ninguna de las especies conocidas de Fusarium y los mismos se
encuentran solos en el arbol filogenético. Para lograr la correcta identificacibn de estos
aislamientos se necesitaria la secuenciacion de multiples genes para lograr la resolucién
taxondmica y ver si nos encontramos ante nuevas especies 0 especies ya conocidas cuyo
secuenciamiento de un Unico gen no logra su correcta identificacién.

En la mayoria de los casos las investigaciones sobre el género Fusarium, tanto a nivel
mundial como nacional, se han focalizado en especies patdgenas y/o productoras de
micotoxinas presentes en plantas de interés econdmico, principalmente cereales y
oleaginosas. Investigaciones recientes, en Australia, EEUU, Hungria y Polonia, sugieren que
las especies de Fusarium comunmente se encuentran en pastos de la flia. Poaceae (no
cultivados) presentes en pastizales naturales representando asi una fuente importante de
nuevas especies (Zeller et al., 2003; Leslie et al., 2004; Phan 2006; Sanchez Marquez et al.,
2008; Szécsi et al., 2013; Laurence et al., 2016).



VI. Conclusiones y perspectivas futuras
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Se observd una gran diversidad entre los aislados de Fusarium estudiados
pertenecientes al CEFF provenientes de un ecosistema natural con muy baja actividad
antropogénica. Esto indicaria que Argentina posee riqueza de especies de Fusarium
no solamente en agroecosistemas sino también en ecosistemas naturales como son

los humedales.

El analisis de las caracteristicas morfoldgicas, se correlacioné en muchos casos con
el posterior analisis de BLAST, y luego con el andlisis filogenético, dando lugar a la
resolucion de la identidad de algunos de los aislados (F. verticillioides, F. anthophilum,
F. pseudocircinatum, F. subglutinans, F. proliferatum y F. temperatum).

Muchos de los aislados que compartian caracteristicas morfolégicas entre si y cuya
identidad no pudo resolverse con el analisis de BLAST, se agruparon de manera
consistente y sin incluirse en ninguna especie conocida (grupos |, Il, Il y IV) cuando
se realizo el andlisis de inferencia filogenética, sugiriendo asi que las herramientas

utilizadas no fueron suficientes para resolver su identidad.

Una limitacién de nuestro estudio fue la utilizacion de un solo gen (EF-1 a). Sin
embargo, el mismo resulto altamente informativo ya que permitié la separacion de
especies estrechamente relacionadas dentro del CEFF, siendo esto mas evidente en
los clados Americano y Asiatico donde se ubicaron la mayoria de los aislados en

estudio.

Debido a que las especies fehacientemente identificadas son reconocidas como
patdgenos de ciertas plantas (maiz, trigo, pinos, entre otros) y ademas productoras de
importantes micotoxinas existiria un riesgo potencial si se utilizaran estos pastizales

naturales para producciéon animal o las tierras para la produccion agricola.
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