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Introduccién

La provincia de Cérdoba es la principal productora de mani a nivel nacional siendo responsable del 98% del
total de la produccién argentina. Actualmente esta actividad agroindustrial es de gran relevancia en la economia
regional y nacional, destinandose el 90% a la exportacién. En 1995 se observaron los primeros frutos de mani
cultivado (Arachis hypogaea) afectados por carbdn en la Argentina. El agente causal de esta enfermedad fue
descripto como Thecaphora frezii por Carranza y Lindquist en 1962 sobre mani silvestre (Arachis sp.)
proveniente de Brasil. Las vainas afectadas presentan hipertrofia y los granos se encuentran parcial o
totalmente carbonosos. Desde su primer reporte la enfermedad se diseminé en toda el area manisera de
Cérdoba, registrandose recientemente en Salta. La enfermedad causa disminuciones en el rendimiento de
hasta el 51% en lotes severamente afectados. Al ser Argentina el Unico pais que reporta la presencia del
carbdn, se plante6 como objetivo la caracterizacion molecular del patégeno para determinar fehacientemente su
taxonomia, y como una herramienta basica para desarrollar metodologias de diagndstico precisas y confiables.
Materiales y métodos

Se amplifico la secuencia D1-D2 de la subunidad ribosomal mayor de Thecaphora frezii. La eleccion de esta
secuencia radica en que permite diferenciar las especies dentro de un mismo género. Para este estudio se
analizaron cuatro aislamientos de diferentes zonas productoras de mani: dos de General Deheza y una de
Charras, en Cérdoba, y una de Embarcacion, Salta. La extraccién de DNA se realiz6 a partir de teliosporas.
Luego se realizé la amplificacién del material genético por PCR con los primers NL1 (5"-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) y NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'). Se obtuvo un producto
amplificado de 650 pb para cada aislamiento (Figura 1), que se purificé y secuencié. Las secuencias obtenidas
fueron analizadas y comparadas con otras secuencias del género Thecaphora.

Resultados y Discusién

El andlisis de las secuencias mostr6é una identidad del 100% entre los cuatro aislamientos de T. frezii y valores
de identidad entre 92 y 96,6% con secuencias de otros representantes del género Thecaphora. Ademas, el
arbol filogenético construido bajo el método de neighbor - joining demostré que los aislamientos de T. frezii
forman un grupo particular al ser comparados con 50 secuencias extraidas del banco de genes (NCBI) (Figura
2). Con estos resultados podemos asegurar que el DNA extraido, purificado y secuenciado corresponde a una
especie distinta a las publicadas hasta ahora dentro del género Thecaphora, y a la vez confirma la clasificacion
realizada por Carranza y Lindquist basada en caracteristicas de la enfermedad y morfologia de las teliosporas.
Disponer de una secuencia especifica para T. frezii, nos proporciona informacion basica para el disefio de
métodos sensibles y rapidos para el diagnéstico del patégeno mediante la aplicacion de técnicas moleculares.
Estas metodologias pueden ser utilizadas en la determinacion de T. frezii en muestras de suelo y de semillas,
con las implicancias tecnoldgicas y econdmicas que significan precision y rapidez.
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Figura 1: Productos de amplificacion por PCR usando los primers
universales NL1/NL4 de los distintos aislamientos de T. frezii
analizados (Cba-GD1/2; Cba-CH1 y Sa-EM1). C: Control negativo de
la reaccion (sin DNA) y M: marcador de peso molecular 100pb DNA
Ladder (NEB).
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Figura 2: Arbol filogenético construido bajo el método NJ a partir de la secuencia parcial de
la subunidad ribosomal mayor (D1-D2) a partir de 50 representantes del genero
Thecaphora, Sporisoriumsorghi como extragrupo y las secuencias correspondientes a los
asilamientos de T. frezii.



