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INTRODUCCION

En el contexto de un Proyecto Local de INTA (PL328), un Proyecto disciplinario de INTA
(1081) y un Convenio de Asistencia Técnica con la Fundacién Mani Argentino, se trabajo
articulando extension e investigacion para generar informacion util, con la finalidad de
fortalecer una economia regional clave para la provincia de Cérdoba, como es la del
mani, con el objetivo de mitigar el impacto de la enfermedad del carb6n, causada por

Thecaphora frezii.

La Argentina es uno de los principales productores y exportadores de mani (Arachis
hypogaea L.), concentrandose la mayor superficie sembrada en la provincia de Cérdoba
(Marinelli et al., 2008). Actualmente, se considera un verdadero complejo
agroalimentario con perfil regional, que articula las distintas etapas del proceso
productivo primario, la industrializaciébn de la materia prima, su comercializacién y
exportacion (Fernandez y Giayetto, 2017).

Entre los principales factores limitantes del cultivo se encuentran las enfermedades de
origen fungico. El carbon del mani, es actualmente la enfermedad mas importante en €l
cultivo, fue detectada por primera vez en la campaia 1994/95 en lotes comerciales de
los cultivares Florunner y Colorado Irradiado INTA (Marinelli et al., 1995). Las teliosporas
que son las estructuras de resistencia de T. frezii permanecen en el suelo afectando las
vainas, transformando las semillas en una masa carbonosa de esporas (Fig. 1). La
dispersion de las teliosporas ocurre principalmente por la semilla, el viento y la
magquinaria, e incluso en la etapa de arrancado y cosecha una gran cantidad de
teliosporas pueden ser liberadas e incorporadas en los primeros centimetros del suelo
(Rago et al., 2017, Monguillot et al., 2021). Relevamientos realizados en las ultimas
campanfas agricolas en lotes productivos, registran un incremento de la incidencia de la
enfermedad desde su deteccion, alcanzando valores cercanos al 35 % (Paredes et al.,
2019).

El carbon del mani es una enfermedad monociclica, es decir que no se genera indculo
secundario que reinfecte al hospedante en la misma campafa, esto implica que la
intensidad de la enfermedad dependa en gran parte del inGculo inicial presente en el

suelo, al momento de la siembra (Oddino et al., 2010). Esto explica por qué la seleccién



de lotes con baja densidad de in6culo al momento de implantacién del cultivo es una
estrategia bésica y preventiva de gran impacto en el manejo de la enfermedad.
Monitorear el avance del patbgeno mediante la cuantificacién de in6culo, la severidad e
incidencia en la zona de produccién, permitir4 reducir pérdidas y el incremento de la
intensidad de la enfermedad.

Por todo los expuesto nos planteamos como objetivo contar con metodologias eficientes
y sensibles para la cuantificacion de in6culo de T. frezii, a partir de muestras de suelo y
evaluar la intensidad de la enfermedad en lotes del area de produccion.

Figura 1. Vainas de mani afectadas por T. frezii generando una masa carbonosa de teliosporas.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de suelo: el muestreo se realizé en unidades productivas no mayores a 150
ha. Se colectaron seis muestras compuestas por 15 submuestras, en tres zonas
diferentes del lote. Se utiliz6 un barreno de 2,5 cm de didmetro y de 5 cm de profundidad,
con una separacion de aproximadamente 5-10 metros cada punto de muestreo,
siguiendo un disefio en diagonal. Cada muestra fue georeferenciada. El periodo de
muestreo fue previo a la cosecha, de enero a mayo de 2021. Las muestras fueron
identificadas y llevadas al IPAVE hasta su procesamiento. Una vez en el laboratorio,
cada muestra fue secada a temperatura ambiente, tamizada y cuarteada hasta obtener
un peso aproximado de 2 g (Fig. 2A, By C). Las muestras se conservaron a -20 °C hasta

Su procesamiento.



Figura 2. A. Muestreo de suelo a 5 cm de profundidad utilizando sacabocado B. muestras de suelo en
proceso de secado a temperatura ambiente C. conservacion de 2 g de muestra de suelo luego del
procesamiento (secado, tamizado, cuarteado).

Para validar la técnica molecular de qPCR propuesta para la cuantificaciéon de
teliosporas, utilizamos como técnica alternativa la camara de Neubauer, realizando
inoculaciones artificiales de muestras de suelo estéril, con concentraciones conocidas
de teliosporas (0,0002, 0,001, 0,002, 0,01, 0,02, 0,1, 0,2 gramos de teliosporas por
gramo de suelo). Se realizaron 6 conteos por cada concentracidon. Estos valores
conocidos de teliosporas, se utilizaron para elaborar una curva de referencia de la
cantidad de inéculo por gramo de suelo.

Para la técnica de gPCR se elaboré también una curva patrén utilizando las mismas
muestras inoculadas que se analizaron por la camara de Neubauer. Esta nueva curva
patrén nos permitié conocer los valores minimos y maximos de esporas por gramo de
suelo en las muestras de campo. La concentracién de in6culo de cada muestra de suelo
de campo se calcul6 a partir de la curva patron del gPCR y la curva obtenida por la
camara de Neubauer. Para el andlisis de las muestras de suelo de campo, se realizd
una extraccién de ADN utilizando un Kit de extraccién de suelo, partiendo de 0,5 g de
suelo. En la reaccion de gPCR se utilizaron iniciadores especificos con las siguientes
secuencias TF-2F (5’ATGTCAAAGAGTGCGAAGAC3’) y TF-2R (5 TATCTTGCTGGTA
GGCTGTT3), y las siguientes condiciones de amplificacion 35 ciclos de 95 °C por 1
min, 56 °C por 1 miny 72 °C por 1 min (Cazon et al., 2016, Bernardi Lima et al., 2021).

Cada muestra fue analizada por triplicado.

Para determinar la incidencia y severidad se realizaron muestreos de planta en los
mismos lotes en los que se tomaron las muestras de suelo. De cada lote se tomaron 6
muestras luego de haberse invertido el lote y antes de la trilla, siguiendo un trazado en

diagonal, separada cada estacion de muestreo aproximadamente 30-50 metros. De
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cada punto de muestreo se tomaron la totalidad de las plantas de 1,43 metro lineal
(correspondientes a 1 m?), las muestras se llevaron al IPAVE en bolsas cebolleras para
su procesamiento. La intensidad de la enfermedad fue estimada a través de la incidencia
(porcentaje de cajas afectadas) y severidad (segun escala de 0-4, que considera la
proporcién de afectacion de vainas) (Paredes et al., 2016, 2017) (Fig. 3 Ay B).

Figura 3. A. Muestras de planta en bolsas cebolleras B. Escala segun grados de severidad para el carbon
del mani, donde cada namero indica el grado de severidad de la enfermedad.

RESULTADOS

En todas las concentraciones utilizadas para elaborar la curva patron por la técnica de
gPCR fue posible detectar teliosporas de T. frezii, obteniendo valores de CT que
variaron de entre 11,53 y 31,76. La correlacion entre el CT y el log de las
concentraciones fue lineal y significativa con un valor de R? de 0,98. La eficiencia de los
iniciadores utilizados fue del 100%. Entre la curva obtenida a partir del conteo por
cadmara e Neubauer y la curva patron de qPCR se generd una curva logaritmica, con un

coeficiente de determinacion de R2= 0,9185 (Fig. 4).
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Figura 4. Relacion entre el Valor Ct obtenido por la técnica de gPCR y el nimero de teliosporas resultante

del conteo en camara de Neubauer



Los muestreos se realizaron en lotes de la provincia de Cérdoba, Santa Fe, La Pampa
y Buenos Aires. En total se colectaron y analizaron 420 muestras de suelo (6 muestras
x 70 lotes). Para los andlisis se utilizaron las medias provenientes de los valores de
indculo de las 6 muestras por lote. Los valores de in6culo variaron entre 30 a 1172
teliosporas/g de suelo para lotes de la provincia de Coérdoba, entre 254 a 2138
teliosporas/g de suelo para lotes de la provincia de Santa Fe, 383 a 1784 teliosporas/g
de suelo para lotes de la provincia de la Pampay 84 a 2319 teliosporas/g de suelo para
lotes de la provincia de Buenos Aires (Fig. 5).
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Figura 5. Localizacion de lotes muestreados y densidad de in6culo de Thecaphora frezii.

En relacion a la intensidad de la enfermedad, los valores de incidencia variaron para
Cérdoba entre 0,23 y 39,57, el indice de severidad entre 0,18 y 29,76; para Santa Fe de
0a0,36 laincidenciay 0 a 0,04 para el indice de severidad; para La Pampa la incidencia
varié de 0 a 1,66 y la severidad de 0 a 1,11; para Buenos Aires 0 a 2,23 de incidencia y

0 a 1,40 para el indice de severidad (Fig. 6 y Fig. 7).
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Figura 6 Localizacion de lotes muestreados e indice de severidad de la enfermedad.
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Figura 7 Localizacion de lotes muestreados e incidencia de la enfermedad.



CONSIDERACIONES FINALES

Es necesario continuar con el monitoreo de la cantidad de in6culo en suelo y su relaciéon
con la incidencia y severidad de la enfermedad, ampliando el nimero de areas
muestreadas y realizando nuevos muestreos en aquellas areas donde la cuantificacion
ya se realiz0, con el objetivo de conocer el incremento de la cantidad de indculo en el
tiempo. Contar con la técnica de gPCR que es rapida, sensible y eficiente, es un punto
de partida para una cuantificacion mas ajustada de la cantidad de in6culo, conocer el
grado de infestacion de los suelos y el grado de avance de la enfermedad con la finalidad
de establecer estrategias de manejo que permitan mitigar el impacto del carb6n de mani.

Fotos: Marcelo Toledo, Rocio Alcala, Nelson Bernardi Lima, Cinthia Conforto.
Financiamiento: Proyecto Local 328, Proyecto disciplinario 1081 (INTA) y Fundacién
Mani Argentino.
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RESUMEN

Durante la campafia 2020/21 con el objetivo de cuantificar la cantidad de in6culo de
Thecaphora frezii y la intensidad de la enfermedad se realizaron muestreos de suelo y
plantas en lotes de las provincias de Cordoba, Santa Fe, La Pampa y Buenos Aires. Los
valores de in6culo determinados mediante la técnica de qPCR y la camara de Neubauer
variaron entre 0 y 2319 teliosporas/g de suelo, y los valores de incidencia variaron entre
0 y 39,57 mientras que los de severidad entre 0 y 29,76. Frente a estos resultados es
importante ampliar la cantidad de areas muestreadas para determinar el grado de

avance de la enfermedad.
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