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RESUMEN

Dentro del conjunto de legumbres secas, el poroto (Phaseolus vulgaris L.)
constituye un cultivo relevante que es producido en areas tropicales y subtropicales del
mundo. En Argentina, bajo condiciones de secano y en forma extensiva, es cultivado en
la region noroeste. Existen diversos factores que afectan la estabilidad de su produccion,
entre ellos se destacan las enfermedades virales ocasionadas por begomovirus.

Los objetivos del presente trabajo fueron: (i) Detectar la presencia de begomovirus
en lotes de produccién de poroto y en malezas aledafias en Argentina, (ii) Identificar y
caracterizar nuevas especies, (iii) Determinar su probabilidad de incidencia a través de
variables biometeoroldgicas, (iv) Evaluar el comportamiento de cultivares de poroto
frente a sus infecciones y (v) Analizar una seleccion de germoplasma a través del ajuste
de marcadores moleculares ligados a genes de resistencia a estos patdgenos.

Los resultados obtenidos revelaron la presencia de begomovirus, en 181 muestras
de 570 recolectadas durante los afios 2016, 2017 y 2018. Se reportd la presencia de
euphorbia yellow mosaic virus y secuencias parciales de pepper blistering leaf virus
infectando la maleza Euphorbia heterophylla L. en coinfeccidn con el componente DNA-
A de una nueva especie de nombre propuesto “euphorbia severe leaf golden mosaic virus
(EuSLGMV)”. Ademas, se reportd otro nuevo begomovirus, infectando poroto,
denominado “bean bushy stunt virus (BBSV)”.

Se logré modelar la probabilidad de incidencia de begomovirus con una eficiencia
predictiva del 82%, determinando a las temperaturas méaximas invernales, la humedad
relativa y las precipitaciones pre-siembra como las variables més explicativas en este
modelo.

La evaluacion y observacidn de las respuestas de tres cultivares de poroto (Alubia
seleccion Cerrillos, Leales CR5y NAG12 INTA) y uno de soja (Jack) frente a infecciones
por BBSV, fue posible gracias al ajuste de un sistema de inoculacion por biobalistica. Se
observo una marcada susceptibilidad en el cultivar Alubia caracterizada por una fuerte
reduccion de la altura, nmero de hojas y area foliar, y la no produccion de granos. Los
cultivares Leales CR5 y NAG12, aun expresando ese tipo de alteraciones, aunque menos
severas que en el cultivar Alubia, tuvieron la capacidad de producir granos
comportandose de manera mas tolerante. En cuanto a soja, se determino

experimentalmente como un hospedero alternativo de BBSV.



Finalmente, el uso del marcador molecular SNP CB_475, asociado al gen de
resistencia bgm-1, permite inferir que la seleccion de germoplasma y muestras de campo
analizadas se asocian a patrones de susceptibilidad. Por otro lado, el marcador BGY7.1,
asociado a un QTL que actda de manera aditiva, no determind resistencia (o su aumento)
en los cultivares evaluados, pero si podria estar diferenciando materiales de distintos

acervos genicos.



SUMMARY

Within the dry legumes, the common bean (Phaseolus vulgaris L.) constitutes a
relevant crop which is produced in tropical and subtropical areas of the world. In
Argentina, is cultivated under dry and extensive conditions in the northwestern region.
There are several factors that affect the stability of its production, among them are viral
diseases caused by begomoviruses.

The objectives of this work were: (i) To detect the presence of begomoviruses in
bean production fields and neighboring weeds in Argentina, (ii) To identify and
characterize new begomovirus species, (iii) To determine their probability of incidence
through biometeorological variables, (iv) To evaluate the behavior of common bean
cultivars against begomovirus infections and (v) To evaluate a selection of germplasm
through the adjustment of molecular markers linked to resistance genes to these
pathogens.

The results obtained revealed the presence of begomovirus, in 181 samples out of
570 collected during years 2016, 2017 and 2018. The weed Euphorbia heterophylla L,
was found to be co-infected with euphorbia yellow mosaic virus and a new begomovirus
species for which the name “euphorbia severe leaf golden mosaic (EuSLGMV)” is
proposed; in addition partial sequences of pepper blistering leaf were also found in the
same weed sample. Another new begomovirus was also reported, infecting common
beans, for which the name "bean bushy stunt virus (BBSV)" is proposed.

A predictive model, with an efficiency of 82%, was obtained for begomovirus
incidence, determining maximum winter temperatures, relative humidity and pre-sowing
rainfall as the most explanatory variables.

The response of three common bean cultivars (Alubia seleccion Cerrillos, Leales
CR5 and NAG12 INTA) and one soybean cultivar (Jack) to begomovirus infection was
possible thanks to the adjustment of a bioballistics inoculation system. A high level of
susceptibility was observed in Alubia cultivar characterized by a severe height reduction,
decrease in number of leaves and leaf area, and no grain production. Leales CR5 and
NAG12 cultivars behaved as more tolerant than Alubia, as they developed milder
symptoms and had higher grain production. On the other hand, soybean was found to be
an alternative host of BBSV in controlled assays.

Finally, a group of selected germplasm and field samples was tested with the

molecular marker SNP CB_475, associated with the resistance gene bgm-1, and the



results showed that all the analyzed samples are associated with susceptibility patterns,
whereas the marker BGY7.1, associated with a QTL that acts additively, did not
determine resistance (or its increase) in the evaluated cultivars, but it could be

differentiating materials from different gene pools.



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL



1. Introduccién
1.1 El poroto comun (Phaseolus vulgaris L.) y su importancia

Las legumbres son un importante componente de los sistemas agricolas de
produccion, principalmente en los paises en vias de desarrollo (Ojiewo et al., 2019).
Dentro de ellas, se encuentra al poroto comun (Phaseolus vulgaris L.), leguminosa anual
herbécea perteneciente a la familia de las fabaceas. Se trata de la segunda legumbre
cultivada mas importante después de la soja, y su grano un alimento esencial para el
consumo humano directo (Castro-Guerrero et al., 2016; Lobaton et al., 2018; Varela et
al., 2018).

Segun la FAO, la produccion mundial de porotos se encuentra proxima a los 30
millones de toneladas anuales (FAO, 2022). En un analisis por continente, el 50% de los
porotos se producen en Asia, el 25% en Africa y el 23.5% en América (60% en América
del Sur). El restante 1.5% es producido entre Oceania y Europa. A nivel pais, Myanmar,
India, Brasil y China producen el 60% del total mundial. Mientras que los dos primeros
producen el 40% del total, Brasil y China poseen una participacién similar cercana al
10%. Luego le siguen numerosos paises africanos, Estados Unidos y México con una

produccién aproximada del 3%, y Argentina con el 2% (Figura 1) (FAO, 2022).

Produccion de poroto-Principales paises

Produccién (mill. Tn)

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

e |ndia e Mlyanmar Brasil China
e Estad0s UNidOs s \México e Argentina e Etiopia
e Jganda = Tanzania

Figura 1. Produccion de poroto de los principales paises desde el afio 2010 al 2020, segun
datos consultados en la FAQO. Gréafico de elaboracion propia.



Los paises lideres en produccion son también aquellos que poseen los mercados
consumidores méas importantes. En Argentina, sin embargo, el consumo interno de
legumbres, estimado en no més de 250-300 g/hab/afio, es marginal respecto a los niveles
consumidos en el mundo (6 kg/hab/afio) (Calzada & Treboux, 2019). Por este motivo,
aproximadamente el 95% de la produccion nacional de porotos se destina a exportacion.
De hecho, Argentina se encuentra entre los cinco principales paises exportadores. Entre
los destinos méas importantes de las exportaciones argentinas, se encuentra, para poroto
negro, Brasil acaparando el 36% del mercado, seguido por paises centroamericanos; y
para poroto blanco, paises de la costa mediterranea (Argelia, Espafia, Italia, Turquia, entre
otros).

En Argentina, con un rendimiento promedio de 1-1.5 t/ha, el poroto es producido
actualmente en una superficie cercana a las 500.000 ha (MAGyP, 2021) en una regién
que abarca desde el limite con Bolivia hasta el norte de la provincia de Cordoba. La
produccion se concentra, principalmente, en la provincia de Salta (77%) y, en menor
medida, en Santiago del Estero (12%), Jujuy (6%) y Tucuman (3%). Cordoba y
Catamarca participan en una proporcién ain menor que el resto de las provincias (2%)
(Figura 2) (Maggio, 2021; MHyFP, 2016).
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Figura 2. Distribucion provincial de produccién de poroto. Se incluyen los tipos
comerciales (alubia, negro y otros), y los volimenes producidos. Fuente: Ministerio de
Agroindustria (MHyFP, 2016).



1.2 El cultivo de poroto

Las condiciones deseables para el cultivo del poroto deben considerar una serie
de factores y caracteristicas particulares. Es una especie termofila indiferente al
fotoperiodo, de ciclo estival, sensible a heladas, y que presenta un ciclo de germinacion
a madurez fisioldgica de 90 a 110 dias (Maggio, 2021). Exige para un normal y adecuado
crecimiento y desarrollo, un rango de temperaturas medias mensuales de 16 a 25 °C,
siendo la minima y maxima media mensual dptima de 10 °C y 28 °C respectivamente.
Temperaturas extremas durante las etapas de floracion y llenado de granos son uno de los
factores mas importantes que influyen negativamente en la formacion de frutos.
Temperaturas por encima de 35 °C y por debajo de 10 °C generan aborto de flores y
vainas, disminucion en la produccion de flores y problemas de fecundacion. También
pueden dificultar la germinacidn y emergencia. La amplitud térmica diaria también posee
efectos negativos sobre el cultivo; temperaturas nocturnas mayores a 19 °C afectan el
desarrollo de flores y formacion de vainas (Abéan, 2019).

Por otro lado, el poroto posee un desarrollo radicular limitado que disminuye su
capacidad competitiva frente a malezas y exige suelos bien drenados y no compactados.
No tolera suelos salinos, adaptandose de mejor manera a suelos moderadamente acidos
(pH 5.5-7.2) (Tejerina, 2021). El requerimiento Optimo de agua durante el ciclo del
cultivo oscila entre 350 a 500 mm, distribuidos uniformemente (Calderoni & Campi,
2021). La deficiencia hidrica es perjudicial principalmente en las fases de germinacion,

floracién y llenado de granos (Aban, 2019).
1.3 Sanidad del poroto

El cultivo de poroto es susceptible al ataque de numerosas plagas, malezas y
enfermedades, y debido a su ciclo relativamente corto, requiere de mucha atencién y
cuidado. Las plagas animales incluyen insectos, &caros, nematodos y moluscos, pero son
reducidos los organismos que ocasionan pérdidas importantes. El corto ciclo del cultivo
evita que ciertas plagas lleguen a establecerse en poblaciones econdmicamente peligrosas
(De Simone & Failde de Calvo, 2002; Reginatto, 2018).

Las enfermedades son causadas por hongos, bacterias y/o virus, que generan
grandes pérdidas econdmicas por disminucion de la cantidad y calidad de los granos
cosechados, y por los costos elevados de produccidn destinados a agroquimicos o semillas

mAas costosas por su resistencia a agentes patdégenos.
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Algunas enfermedades pueden agruparse de acuerdo a los momentos fenoldgicos
del cultivo en el que es mas susceptible para sus ocurrencias (Figura 3). Asi, por ejemplo,
en primeros estadios (germinacién e implantacion del cultivo), los hongos de suelo son
los principales agentes patdgenos que pueden ocasionar podredumbres de semillas, de
raices y plantulas. Entre ellos se menciona a Rhizoctonia solani y Fusarium spp.,
causantes de podredumbres radiculares, y a Phityum spp. causante de podredumbre
humeda o “damping-off” (Casalderrey, 2018; Maggio, 2021).

En estados vegetativos mas avanzados, las enfermedades prevalentes son
originadas por hongos afines a la infeccién de tallos y tejido foliar. Aqui se encuentra a
Mustia Hilachosa (Thanatephorus cucumeris), Antracnosis (Colletotrichum
lindemuthianum) y a Mancha Angular (Phaeoisariopsis griseola), entre otras. También
tienen incidencia en estados vegetativos mas avanzados y reproductivos otros agentes
patogénicos como la Roya (Uromyces appendiculatus), Macrophomina (Macrophomina
phaseolina) y Sclerotinia (Sclerotinia sclerotiorum), entre otras (Casalderrey, 2018;
Maggio, 2021; Mamani Gonzales et al., 2017).

Entre las enfermedades originadas por bacterias se puede mencionar la causada
por el complejo compuesto por los agentes: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli y
Pseudomonas syringae pv. syringae, donde las enfermedades responden individualmente
a los nombres Bacteriosis comun y Halo bacteriano, respectivamente (Casalderrey, 2018;
Espeche, Tarulli, & Devani, 2021). Las mismas pueden encontrarse desde estadios
vegetativos tempranos.

Por otro lado, se encuentra a las virosis. Entre ellas se destacan las originadas por
los virus bean common mosaic virus (BCMV), alfalfa mosaic virus (AMV), cucumber
mosaic virus (CMV), bean yellow mosaic virus (BYMV) y cowpea mild mottle virus
(CpMMV). Pero sin lugar a dudas las enfermedades generadas por infecciones de
begomovirus constituyen las principales limitantes sanitarias para este cultivo en
Argentina (Maggio, 2021; Rodriguez Pardina, 2020).
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Figura 3. Estados fenologicos del poroto y momentos de mayor susceptibilidad para la
ocurrencia de enfermedades. En 1: Mustia hilachosa, Mancha angular y Antracnosis; 2:
Roya, Macrophomina, Alternaria, Diaporte, Cercospora, Oidio, Sclerotinia; 3:
Bacteriosis; 4: Sclerotinia; 5: Rhizoctonia sp., Fusarium spp y Phityum spp.; 6: Virosis:
AMV, CMV, BCMV, BYMV, CpMMV; 7: Geminivirus (begomovirus).

1.4 Geminivirus

En Argentina la primera epifitia ocasionada por geminivirus, se observo en la
década del ‘70 y fue consecuencia de la expansion de la soja y del algodon (Morales &
Anderson, 2001). Desde entonces, es comun observar la presencia de geminivirus, en
cultivos de poroto y en malezas aledafias.

Actualmente la familia Geminiviridae, de acuerdo al rango de hospedantes,
insecto vector, organizacién del genoma e identidad de nucleotidos, se encuentra
constituida por 14 generos: Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus, Citlodavirus,
Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus,
Opunvirus, Topilevirus, Topocuvirus y Turncurtovirus (Fiallo-Olivé et al., 2021). Los
integrantes de esta familia estdn generalmente confinados a las células del floema, se
caracterizan por poseer particulas geminadas bisegmentadas isocaédricas de alrededor de
20 a 38 nm de diametro (Figura 4), y un genoma constituido por DNA circular de cadena
simple (ssDNA). El genoma de los geminivirus puede ser monopartito, con una simple
molécula de DNA de ~ 2.600-3.600 nt, o bipartito, con dos moléculas de DNA (llamadas
DNA-A y DNA-B), con un tamaiio total de ~5.200 nt (Zerbini et al., 2017).
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Figura 4. Particulas geminadas isocaédricas caracteristica de los geminivirus. (I1zquierda)
Reconstruccion de microscépio crio-electronico de maize streak virus (MSV). La barra
representa 10 nm. (Derecha) Purificacion de particulas de MSV tefidas con acetato de
uracilo mostrando las tipicas subunidades geminadas cuasi-isométricas. La barra
representa 50 nm. Ambas figuras fueron tomadas de Zangh et al., 2001.

En la naturaleza, los geminivirus son transmitidos por insectos que se alimentan
del floema, incluyendo a varias especies de cicadélidos, membracidos, &fidos y moscas
blancas de la especie Bemisia tabaci (Gennadius) (Inoue-Nagata, Lima, & Gilbertson,
2016; Varsani et al., 2017; Zerbini et al., 2017). No obstante, no son transmitidos a través
de semillas, mientras que muchos otros son injerto-transmisibles y algunos
mecanicamente transmisibles. Las plantas infectadas con geminivirus muestran un amplio
rango de sintomas incluyendo atrofia, crecimiento distorsionado, estriado y rayado
clorético de hojas en plantas monocotileddneas; y hojas arrugadas, ampolladas,
distorsionadas, mosaico/moteado verde-amarillo, clorosis internerval, manchas
cloréticas, engrosamiento de nervaduras, amarillamiento y enanismo en dicotiledoneas
(Inoue-Nagata et al., 2016).

1.5 Begomovirus

El género Begomovirus es el méds importante de la familia Geminiviridae en
cuanto a numero de especies. Aqui estan incluidos algunos de los virus mas importantes
de las regiones tropicales y subtropicales del mundo. En Argentina, hasta el presente, se

han identificado y caracterizado siete begomovirus en cultivos de poroto: bean golden
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mosaic virus (BGMV); bean dwarf mosaic virus (BDMV); tomato yellow spot virus
(ToYSV); soybean blistering mosaic virus (SbBMV); tomato mottle wrinkle virus
(ToMoWYV); tomato yellow vein strek virus (ToYVSV) y sida golden mosaic Brazil virus
(SiGMBRYV) (Inoue-Nagata et al., 2016; Rodriguez-Pardina et al., 2011; Rodriguez-
Pardina et al., 2006; Varela et al., 2018; Vizgarra et al., 2006; Worrall et al., 2015).

Los begomovirus comparten las caracteristicas de la familia, son afines a las
células floematicas de plantas dicotiledoneas y son trasmitidos, de manera persistente
circulativa, por un complejo de especies cripticas de moscas blancas de la especie Bemisia
tabaci (Gennadius) (Islam et al., 2018; Navas-Castillo et al., Fiallo-Olivé, 2011; Polston
& Capobianco, 2013).

1.5.1 Caracteristicas gendémicas de los begomovirus

Los begomovirus pueden ser subdivididos en dos grupos: bipartitos o
monopartitos. Los primeros poseen un genoma compuesto por dos componentes de
aproximadamente 2.6 kb cada uno (denominados DNA-A y DNA-B), que prevalecen en
el Nuevo Mundo (NW) (sur de los Estados Unidos, México, el Caribe, Centro y
Sudamérica); y los monopartitos, que poseen un genoma compuesto de un solo DNA
gendmico de 2.9 kb aproximadamente, que prevalecen en el Viejo Mundo (OW) (Europa,
Africa, Asiay Australia). Frecuentemente, los begomovirus monopartitos estan asociados
con moléculas circulares simples de DNA de la mitad del tamafio del DNA-A (Zhou,
2013) denominados alfa (a), beta (B) y delta (5) satélites. Los -satélites son esenciales
para la induccion de los sintomas tipicos de enfermedad, participan en la supresion del
silenciamiento génico transcripcional y postranscripcional, y pueden afectar a los genes
sensibles al acido jasmonico involucrados en la defensa de los hospedantes. Los a-
satélites no tienen contribuciones conocidas a la patogenia aunque se han reportado casos
de menor virulencia en su presencia al regular los niveles de los R-satélites (Idris et al.,
2011; Leke et al., 2013; Zhou, 2013). Por otro lado los &-satélites poseen un tamario de
aproximadamente un cuarto del genoma de los begomovirus son no codificantes y
reducen la acumulacion de particulas virales en begomovirus bipartitos (Lozano et al.,
2016).

Los dos componentes, denominados DNA-A y DNA-B poseen secuencias que
codifican diferentes proteinas, tanto en la cadena viral como en la complementaria. Hay
seis genes que estan presentes en todos los begomovirus: el DNA-A contiene un gen en
la cadena viral (AV1) y tres o cuatro en la cadena complementaria (AC1, AC2, AC3y
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AC4), mientras que el componente B posee dos genes, uno en la cadena viral (BV1) y
otro en la complementaria (BC1) (Varsani et al., 2017) (Figura 5).

El gen AC1, codifica una proteina esencial: la proteina Rep (Replication
Associated Protein) encargada de dirigir el complejo enzimatico de duplicacién hacia el
origen de replicacién en la molécula de DNA (Kittelmann et al., 2009); separar la doble
cadena y cortarla para iniciar la multiplicacion por el mecanismo del circulo rodante
(Bernardi & Timchenko, 2008); separar el genoma reproducido en mondémeros circulares
de cierta longitud para la produccion de progenie de viriones y suprimir la expresion de
su propio promotor (Sunter et al., 1993).

El gen AC2, codifica para la proteina activadora transcripcional TRAP
(Transcriptional Activator Protein), necesaria para la expresion de los genes AV1y BV1
(Lazarowitz & Shepherd, 1992; Sunter & Bisaro, 1992).

El gen AC3, por medio de la proteina REN (Replication Enhancer Protein),
incrementa la eficiencia de la reproduccion (Orozco et al., 1997) y actda como un factor
accesorio que promueve la acumulacién del DNA viral. EI gen AC4 no tiene efectos
detectables sobre la multiplicacidn, pero actta en la supresion del silenciamiento génico
postranscripcional (Hanley-Bowdoin et al., 1999; Vanitharani et al., 2004).

El gen AV1 codifica para la proteina de cubierta (CP), la cual forma las particulas
geminadas tipicas de estos virus. Ademas se encuentra relacionada con la especificidad
del insecto vector y es la mas conservada dentro de los begomovirus (Cantd-Iris et al.,
2019).

El DNA-B codifica para las funciones asociadas con el movimiento viral
(Fondong, 2013). EI gen BCL1 codifica la proteina de movimiento (Movement protein-
Mp)”, relacionada con el movimiento del virus de célula a célula a través de
plasmodesmos, el transporte intercelular selectivo del dsDNA, el rango de hospedantes y
el desarrollo de sintomas. El gen BV1 codifica la proteina transportadora (Nuclear shuttle
protein-Nsp), que se relaciona con el tipo de hospedante y con el movimiento hacia afuera
del ndcleo, pues potencia la salida de los dsSDNA y ssDNA a través de la membrana
nuclear hacia el citoplasma y hacia las células adyacentes del floema (Fondong, 2013;
Nawaz-ul-Rehman & Fauquet, 2009).

En resumen, los dos componentes son completamente diferentes, pero necesarios
en conjunto para que una infeccion sea exitosa. EIl DNA-A contiene toda la informaciéon
que se requiere para la replicacion y formacién de la capside del virus, mientras que el

componente B, codifica para las proteinas involucradas en el movimiento viral de célula

15



aceélula, en el rango de hospederos y en el desarrollo de los sintomas en la planta (Garrido-
Ramirez, Sudarshana, & Gilbertson, 2000; J. C. F. Silva et al., 2017).

Entre los codones de iniciacion AV1y AC1,y BV1y BC1 de los componentes A
y B respectivamente, existe una region intergénica (IR) que incluye un segmento de 180
a 200 nucledtidos, llamada regién comun (RC). Esta regidn es la Unica altamente
conservada entre ambos componentes y la que posee la secuencia nonanucleotidica
conservada ‘TAATATTAC’ contenida en una estructura de bucle “stem-loop” formando
parte del origen de replicacion (Zhou, 2013).

Begomoviruses q? Q Q
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Mono&a;:/tite v AV1 DNA-B BV1
(TYLCv) (BGMV)
c1 BC1
C3 ‘

Bipartite

c2

Figura 5. Representacion gréfica de la organizacion gendmica de begomovirus
monopartitos y bipartitos (Zerbini et al., 2017).

1.5.2 Evolucion de los begomovirus

Se considera que los begomovirus estan, en la actualidad, en un franco proceso de
evolucion. Como para todos los virus, la evolucion esté sujeta a mutaciones puntuales y
recombinacion (Lopez-Lopez et al., 2019; Nawaz-ul-Rehman & Fauguet, 2009).

Si bien las mutaciones puntuales parecen ser la mayor causa de divergencia entre
los aislamientos de begomovirus, la combinacion y recombinacion también contribuyen
de manera significativa a la evolucion de estos virus (Nawaz-ul-Rehman & Fauquet,
2009).

Durante las infecciones mixtas se observan procesos de recombinacion
(intercambio de DNA entre el mismo componente de diferentes virus) y pseudo-
recombinacion (componente A de un virus y B de otro) (Silva et al., 2014). Se ha
demostrado que los begomovirus pueden valerse del proceso de recombinacion para
reparar el DNA viral durante la replicacion (Preiss & Jeske, 2003), por lo tanto, la

recombinacion entre dos virus deberia ocurrir con mucha frecuencia en el caso de
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infecciones mixtas, comunes en areas tropicales y subtropicales del mundo (Crespo-
Bellido et al., 2021; Lefeuvre & Moriones, 2015; Silva et al., 2014). La recombinacion
entre especies ha dado origen a una gran diversidad entre los begomovirus y juega un rol
importante en la emergencia de cepas mas severas 0 nuevas especies que pueden afectar
tipo y severidad de sintomas, rango de hospedantes y capacidad de transmisién por
vectores (Ala-Poikela et al., 2005; Vaghi Medina et al., 2014).

1.5.3 Demarcacion de especies y nomenclatura de begomovirus

Los virus del género Begomovirus son considerados patdgenos emergentes de
cultivos en todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Por tener un genoma
de DNA pequeno, facil de manipular, y debido a las recientes innovaciones en materia de
clonacion y secuenciacion, se ha producido un notorio incremento del ndmero de
secuencias gendémicas de begomovirus. Los problemas para asignar los nuevos virus a las
especies establecidas requieren de directrices para su clasificacion y nomenclatura. Las
directrices tienen en cuenta principalmente a) las caracteristicas biolégicas a nivel de
género y b) los resultados obtenidos tras el uso de la herramienta de clasificacion
estandarizada, Sequence Demarcation Tool (SDT), que realiza alineaciones de secuencias
por pares y célculos de identidad (Muhire, et al., 2014). Actualmente, los umbrales de
demarcacion, basados en identidades por pares de secuencia de todo el genoma (o del
componente DNA-A), son del 91% y 94% para los begomovirus pertenecientes a
diferentes especies y cepas, respectivamente (Brown et al., 2015).

Si la nueva secuencia comparte < 91% de identidad con cualquier otra secuencia
conocida de begomovirus debe considerarse miembro de una nueva especie, y deben
proponerse entonces los nombres apropiados de las especies y de los virus. En cambio, si
la secuencia comparte < 94% (y mas del 91%) de identidad con todos los aislados
descriptos para esa especie, debe proponerse un nombre de cepa.

La nomenclatura de nuevas especies es de caracter Unico, no utilizado para
ninguna otra especie reconocida por el ICTV y sigue la plantilla "género epiteto
especifico™ (Walker et al., 2021). Sin embargo, los begomovirus ain no han sufrido el
alcance de esta nueva norma y conservan por el momento, y hasta su actualizacion, el
formato de la vieja plantilla que sigue la forma “Host symptom virus” (ej. Bean golden
mosaic virus) y a la cual se le pueden agregar algunos descriptores extra en caso de ser
necesario diferenciar cepas, aislamientos, referenciar nuevos hospederos, sintomas, sitios
0 momentos de muestreo (Brown et al., 2015).
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1.5.4 Pérdidas ocasionadas por begomovirus

Las pérdidas ocasionadas por begomovirus pueden alcanzar valores del 20 al
100% (Cuéllar & Morales, 2006; Fekete, 2010) dependiendo de las poblaciones del
insecto vector, la susceptibilidad de los hospederos, las practicas de manejo, y las
condiciones ambientales (Morales & Anderson, 2001).

En la zona tradicionalmente porotera de Argentina, la convivencia de cultivos de
soja y poroto se traduce en una alta incidencia de virosis (Vizgarra et al., 2006). Alli los
insectos vectores (moscas blancas) multiplican su poblacion dispersandose de un cultivo
a otro y aumentando la probabilidad de ocurrencia de enfermedades ocasionadas por
begomovirus. Esto lleva a los productores a practicar, principalmente, el control quimico
sobre el insecto vector ya sea a través del uso de insecticidas en aplicaciones directas 0 a
la semilla. Generalmente, los insecticidas utilizados son altamente t6xicos y costosos,
incidiendo en la degradacién del medio ambiente y en los costos de produccion (Morales
Garzon, 2000; Vizgarra et al., 2001).

En general las infecciones ocasionadas por begomovirus en poroto, se traducen en
sintomatologias diversas ocasionando dafios fisiologicos muchas veces dificiles de
cuantificar. De acuerdo al cultivar y al estado de la planta en el momento de la infeccion,
los sintomas pueden variar, ocurriendo deformacion, abarquillamiento y disminucion del
tamafio de hojas y ramas. En floracién puede ocurrir aborto de flores y reduccion del
namero de vainas y granos por vaina. También pueden observarse sintomas de enanismo,
distorsion de hojas y deformacidn de vainas. Los sintomas de clorosis y mosaicos también
tienen sus consecuencias negativas ya que reducen y afectan el area fotosintéticamente
activa (De Freitas-Vanzo et al., 2020; De Simone & Failde de Calvo, 2002) (Figura 6).

Si bien los begomovirus no se trasmiten por semilla, la severidad del dafio sufrida

en el cultivo afecta su valor biologico originando posteriormente plantas de menor vigor.
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Figura 6. Sintomas de mosaicos cloréticos y ampollados en hojas de poroto (Gentileza
del Ing. Agronomo Alejandro M. Rago).

1.5.5 Begomovirus: ambiente e insecto vector

Los begomovirus se consideran virus emergentes ya que la incidencia y severidad
de las enfermedades que causan, se han incrementado considerablemente en las Gltimas
décadas (Navas-Castillo et al., 2011). Como en la mayoria de los patosistemas vegetales,
su impacto depende de su relacién con la heterogeneidad ambiental, donde los diversos
factores afectan la distribucion, incidencia y severidad de las enfermedades. Las
poblaciones del insecto vector, la susceptibilidad de los hospederos (cultivos y malezas),
las practicas agrondmicas de manejo y las condiciones ambientales son factores
condicionantes de los patosistemas en los que los begomovirus son protagonistas.

La presencia de B. tabaci es esencial para la aparicion de brotes de begomovirus,

ya que a mayor poblacién, mayor es la incidencia de los virus y los dafios que causan
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(Cuéllar & Morales, 2006). Las moscas blancas (Figura 7) son pequefios insectos (1 a 3
mm) del orden Hemiptera (Familia Aleyrodidae) (Fiallo-Olivé et al., 2020) con capacidad
de alimentarse de un amplio rango de especies vegetales (més de 500 especies de 74
familias diferentes). Actualmente, existen mas de 1550 especies, dentro de ellas se
encuentra el complejo de especies cripticas de Bemisia tabaci que considera al menos 39
miembros con caracteristicas morfologicas similares pero con grandes diferencias a nivel
bioldgico y genético (Alemandri et al., 2015; Ghosh, Rao, & Baranwal, 2019). Mas alla
de las pérdidas directas que ocasionan por el consumo de fotoasimilados, sus dafios
indirectos son aun mayores. La secrecion de sustancias azucaradas que desechan sobre
hojas y frutos, alimentan a hongos saprofiticos, que recubren de un moho negro sus
superficies, disminuyendo su capacidad fotosintética y la calidad del producto. Sin
embargo, y mas aun, su comportamiento como insecto vector de virosis, es su cualidad
mas inquietante (Islam et al., 2018; Krause-Sakate et al., 2020). La situacion se convierte
aun mas preocupante debido a la particularidad de estos insectos de generar poblaciones
resistentes a insecticidas (Cardona et al., 2001), ya que su ciclo de vida relativamente
corto (21 dias) y al gran nimero de oviposturas (500 por hembra), amplia las posibilidades

de seleccidén de individuos capaces de escapar a la accion de los plaguicidas.
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Bemisia tabaci

Figura 7. (Izquierda) Individuos de mosca blanca de la especie Bemisia tabaci. (Derecha)
Cara abaxial de hoja de poroto colonizada por un gran numero de individuos adultos
(Morales et al., 2006).

El comportamiento y desarrollo de las moscas blancas puede ser afectado por
diferentes factores como la temperatura, la presencia de microrganismos endosimbiontes,
las plantas huésped, los virus asociados y los manejos agronémicos realizados (Krause-
Sakate et al., 2020). Particularmente las especies del complejo Bemisia tabaci, se adapta
mejor a regiones con altitudes menores a 1000 m s.n.m. Las lluvias fuertes son un factor
importantes en la dinamica poblacional porque disminuyen el nimero de adultos
(Morales et al., 2006). Ademas, requieren de hospederos adecuados para reproducirse y
un ambiente de temperaturas calidas (como la de los trépicos) y poco lluvioso, al menos
durante algunos meses del afio (Krause-Sakate et al., 2020; Morales et al., 2006). Es
probable que estas condiciones se den en zonas cada vez mas amplias, a medida que el

calentamiento global avance (Fereres, 2015).
1.5.6 Manejo agronémico de begomovirus

El manejo de los begomovirus es un reto mundial debido a la amplia distribucion
de las enfermedades econémicamente importantes por ellos ocasionadas, y debido a la no
existencia de medidas completamente efectivas para su control. Independientemente del
tipo de agricultura desarrollada, el manejo es mas eficaz cuando se practica desde un
enfoque de “manejo integrado de plagas (MIP)” basado en la biologia y la ecologia del
virus y del vector, asi como en el sistema de produccion del cultivo. Esta forma de
intervencion implica tomar medidas antes, durante y después de la estacion de
crecimiento y desarrollo del cultivo (Rojas et al., 2018; Saeed & Samad, 2017).

21



Previo al establecimiento del cultivo, debe considerarse el origen de las semillas
a utilizar. El uso de semillas certificadas asegura iniciar un cultivo de crecimiento
uniforme y de mayor vigor, libre de patdgenos, de pureza varietal y calidad genética.
Ademas, disponer de cultivares con tolerancia/resistencia a begomovirus o, en algunos
casos, al insecto vector, es fundamental ya que esto puede proporcionar una proteccién
completa contra el desarrollo de enfermedad (Rojas et al., 2018).

Una vez seleccionado el material, el siguiente paso es definir el lugar y época de
siembra para evitar los picos poblacionales del insecto vector y consecuentemente las
altas incidencias de virosis. La siembra de poroto en época no coincidente con el periodo
de post-infeccion de la soja y siembras alejadas a este cultivo u otros que posean plantas
infectadas, retrasan la infeccion y proporcionan proteccién principalmente a las plantas
jévenes que suelen ser muy susceptibles (Rojas et al., 2018).

También se recomienda el uso de cultivos de barrera, como el maiz, para reducir
el movimiento del vector entre las plantaciones, y la eliminacién de malezas que pueden
servir de huéspedes para el insecto vector y de reservorios para los begomovirus (Rojas
etal., 2018).

Durante el establecimiento del cultivo, las medidas que se emplean incluyen
mantener plantas en buen estado hidrico y nutricional, la eliminacion de plantas infectadas
y el manejo de los insectos vectores. La aplicacion de insecticidas para controlar moscas
blancas es la medida mas utilizada, pero puede causar problemas ambientales y de salud
humana no deseados (Vizgarra et al., 2006). Ademas, el uso reiterado de insecticidas
favorece el desarrollo de poblaciones resistentes de mosca blanca de dificil control con
sus futuras complicaciones (Saeed & Samad, 2017).

Finalmente, y luego de la cosecha, la implementacion de periodos regionales
libres de cultivos de poroto puede ser una medida efectiva que aprovecha el estrecho
rango de hospederos de algunos begomovirus como BGMV y bean golden yellow mosaic
virus (BGYMV). Ademas, deben eliminarse plantas voluntarias y malezas (Rojas et al.,
2018).

Como se observa, el manejo de estos patdgenos se basa en medidas preventivas.
Dentro de ellas, la resistencia genética aparece como la estrategia de control mas
econdmica y fiable, especialmente en el contexto ecoldgico actual de preservacion de la
biodiversidad y el medio ambiente en el que el uso de productos fitosanitarios se vuelve

limitado. La utilizacidn de variedades resistentes es, con mucho, la estrategia mas eficaz
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de manejo contra estos virus (Meziadi et al., 2017; Rojas et al., 2018; Saeed & Samad,
2017; S. P. Singh et al., 2000; Singh & Schwartz, 2010).

1.6 Resistencia genética frente a begomovirus

La incorporacion de varios genes/alelos ha sido reconocida como una de las
estrategias mas interesantes y apropiadas en la bdsqueda de una resistencia amplia y
estable a estas enfermedades (Singh et al., 2000; Valdés et al., 2017). En poroto, la
resistencia genética a begomovirus ha sido fundamentalmente abocada hacia la defensa
contra BGYMV y BGMV.

El BGMV fue el primer geminivirus reportado como una amenaza potencial para
la produccion de poroto en Sudamérica. Desde 1960, se convirtio en el problema méas
difundido en la produccion de poroto en Brasil, Argentina y Bolivia, debido a la
expansion exponencial de la soja, un huésped alternativo y adecuado para la reproduccién
de B. tabaci en la region. Por otro lado, BGYMV se distribuye principalmente en
Centroamérica y la region del Caribe, comportandose como un virus devastador en &reas
de produccién de poroto por debajo de 1000 m s.n.m afectando paises como Republica
Dominicana, Guatemala, El Salvador, Haiti, Honduras y Nicaragua. También ha sido
reportado en partes de Costa Rica, el sur de México y en Florida (USA). Originalmente
descritos como dos cepas del mismo virus, BGMV y BGYMV, causan sintomas
similares, sin embargo, se distinguen a nivel de especie por su capacidad de transmitirse
mecanicamente. Mientras BGYMV puede trasmitirse de manera mecanica, BGMV solo
lo hace a través de su insecto vector Bemisia tabaci (Morales, 2000).

El manejo de estos patdgenos, en términos de resistencia, fue posible al observar
comportamientos diferenciales en progenies de cruzamientos intra e inter raciales de
poroto (Blair et al., 2007; Singh et al., 2000). De esta manera se han determinado distintas
lineas 0 materiales parentales de caracteristicas sobresalientes como el retraso en la
expresion de sintomas (Osorno et al., 2004), la resistencia a la clorosis de hojas (Velez et
al., 1998) y el desarrollo normal de vainas, en presencia de alta presion de enfermedad
(Acevedo Roman, Castafieda, Angel Sanchez, Mufioz, & Beaver, 2004).

En estas lineas se han encontrado diferentes genes y regiones a los que se asocian
distintos marcadores moleculares utilizados en los programas de mejoramiento genético.
Estudios genéticos descubrieron los genes independientes bgm-1 (Blair & Beaver, 1993),
bgm-2 (Velez Jose et al., 1998), y bgm-3 (Osorno et al., 2007) que condicionan altos
niveles de resistencia contra el amarillamiento de hojas, el mosaico y la clorosis. Los Bgp
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(Acevedo Roman et al., 2004) y Bgp-2 (Osorno et al., 2007) confieren resistencia a la
deformacion de vainas, mientras que los QTL en los cromosomas Pv04 y Pv07
contribuyen a un retraso/reduccion de la clorosis foliar (Miklas et al., 1996). De todos
ellos, bgm-1 es el gen mas utilizado en programas de mejora genética para la resistencia,
en parte por su origen centroamericano, pero también por el amplio desarrollo de
marcadores moleculares asociados a él (Blair et al., 2007; Urrea et al., 1996) utilizados

para movilizar el gen a germoplasma de interes.
1.7 Comportamiento sanitario de cultivares de poroto en Argentina

En Argentina, el cultivo de poroto, es sembrado en el noroeste argentino (NOA)
en forma extensiva como una de las legumbres de mayor importancia econdmica, alli se
cultivan diferentes tipos de porotos, existiendo dos tipos comerciales predominantes, el
“Alubia”; y el “Negro”. El 80-85% de la produccion se reparte en partes iguales entre
poroto “Alubia” (blanco de alta calidad y valor destinado a paises europeos del
Mediterraneo) y poroto “Negro” (destinado principalmente a paises latinoamericanos y
africanos). El 15-20% restante corresponde a porotos de color, cranberry y colorados
destinados a paises europeos y Estados Unidos (Calzada & Treboux, 2019).

Se estima que en 1980 la produccion de poroto tipo Alubia ocupaba el 80% del
area porotera, sin embargo, comenzaron a surgir problemas, particularmente sanitarios,
siendo el “achaparramiento” un problema muy serio de la produccion, diezmando miles
de hectareas principalmente en las regiones mas calidas y secas, desde el este de Tucuman
hasta al este de Salta.

Se identificé al achaparramiento como un problema de naturaleza viral causado
por el BDMV, begomovirus llamado cominmente “virus del mosaico enano del poroto”.
Luego se detectd la presencia de BGMV (Morales, 1990, 2000, 2006; Morales &
Anderson, 2001) que produce el sintoma de mosaico dorado (actualmente uno de los
begomovirus més difundidos en la region). Desde entonces, en el pais, se han incorporado
distintas medidas de manejo para contrarrestar esta problematica. De ellas, la
introduccidn, seleccion, obtencion y produccion de materiales con mejor comportamiento
es de las estrategias mas sustentables. Sin embargo, la rapida adopcidn de estos cultivares
por los productores, su empleo en un esquema de manejo de plagas y enfermedades
defectuoso, y el uso generalizado de semilla de baja calidad, aceleran la pérdida de
tolerancia y el potencial productivo de los materiales mejorados (De Simone & Failde de
Calvo, 2002).
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Aun asi, se siguen distinguiendo tres grupos bien marcados respecto a su sanidad
frente a virosis. En un extremo se encuentran los genotipos de grano blanco tipo Alubia,
que muestran un alto nimero de plantas con sintomas y de los mas severos; le siguen los
genotipos de grano rojo, de comportamiento intermedio, con un ndmero minimo de
plantas con incidencia y sintomas leves e intermedios; y en el otro extremo estan los
genotipos de granos negros, con sintomas minimos o nulos siendo estos los més tolerantes
(Morales Garzén, 2000; Rodriguez Pardina et al., 2018; Vizgarra et al., 2006).

Ahora bien, el comportamiento diferencial de los cultivares es orientativo ya que
se basa en evaluaciones visuales que dependen del criterio del evaluador y de las
infecciones a campo, que son esporadicas y que dificultan la seleccién de buenos

materiales.
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1.8 Hipdtesis

Existen distintas especies y/o razas de begomovirus, aun no identificadas, que
afectan al cultivo de poroto en Argentina, cuya caracterizacion es posible mediante el

clonado y secuenciacién de su genoma viral.

La presencia de begomovirus en cultivos de poroto esta influenciada por
diferentes variables biometeoroldgicas.

Las respuestas fisiologicas del poroto, frente a infecciones dadas por

begomovirus, difiere segun las distintas variedades utilizadas.

Es posible seleccionar resistencia a begomovirus en germoplasma de poroto
mediante la utilizacion de marcadores moleculares.
1.9 Objetivos generales

Identificar y caracterizar nuevas especies de begomovirus en cultivos de poroto y

en malezas aledafias.

Determinar la probabilidad de incidencia de begomovirus a través de variables

biometeorologicas.

Describir las respuestas fisiolégicas de cultivares de poroto frente a infecciones

ocasionadas por begomovirus.

Evaluar marcadores moleculares que permitan encontrar fuentes de resistencia

para el mejoramiento sanitario del cultivo.

1.10 Objetivos especificos

Detectar, mediante técnicas moleculares, la presencia de begomovirus en lotes de

produccién de poroto y en malezas aledafias en Argentina.

Caracterizar, de manera molecular y biologica, los diferentes aislamientos de

begomovirus detectados.

Ajustar las técnicas de inoculacion de begomovirus a plantas de poroto por

bombardeo génico.
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Modelar la probabilidad de incidencia de begomovirus determinando las variables

biometeoroldgicas de mayor influencia.

Describir el comportamiento y las alteraciones fisiologicas de diferentes cultivares

comerciales de poroto frente a infecciones ocasionadas por begomovirus.

Ajustar el uso de marcadores moleculares del tipo SCAR y SNP ligados a genes

de resistencia a begomovirus en poroto.

Caracterizar una seleccion de germoplasma (poblaciones nativas silvestres y
cultivares comerciales) y muestras de poroto de campo mediante marcadores moleculares

ajustados ligados a genes de resistencia a begomovirus
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CAPITULO 2

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE BEGOMOVIRUS EN
CULTIVOS DE POROTO Y MALEZAS ALEDANAS DEL NOA
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2.1 Introduccién

La identificacion de nuevas especies de begomovirus ha crecido
considerablemente en las Ultimas décadas (Navas-Castillo et al., 2011) debido,
principalmente, a importantes avances en el area de la biologia y tecnologia molecular y
a la caracteristica particular de estos virus de poseer un genoma de DNA pequefio, facil
de manipular (Brown et al., 2015).

El desarrollo de técnicas para la amplificacion de genomas circulares como las
amplificaciones por circulo rodante (RCA) (Haible, Kober, & Jeske, 2006) o de pequefios
fragmentos por PCR, el uso de técnicas de deteccion basadas en serologia (ej. ELISA) o
en la hibridacion de acidos nucleicos, el uso de enzimas de restriccion, el clonado y
secuenciacion, crearon nuevas posibilidades para descubrir especies de begomovirus.
Particularmente, la hibridacion de &cidos nucleicos, se ha utilizado desde la década del
‘80 por su mayor especificidad en comparacion con la prueba ELISA (Agdia-EMEA,
2022). Esta técnica se constituye en una herramienta indispensable para la deteccién y
caracterizacion de agentes infecciosos cuando la obtencion de reactivos de diagndstico
por serologia es imposible o muy dificultosa, y aun cuando las concentracién del patégeno
en los tejidos es muy baja (Conci et al., 2008; Maule, Hull, & Donson, 1983). El
fundamento de la misma se basa en la propiedad fisico-quimica que tienen los acidos
nucleicos de desnaturalizarse y volver a unirse, bajo condiciones apropiadas de
temperatura, pH, presencia de solventes organicos, composicion del acido nucleico y
homologia entre las hebras intervinientes en la reaccion. En los ensayos de hibridacion,
si existiera la formacion de una doble cadena “hibrida” entre el acido nucleico de la
muestra a probar, generalmente unido a una matriz sélida como membranas de nylon, y
el material marcado que se usa como “sonda” o “detector”, la reaccion de
complementariedad se podra visualizar revelando la reaccion de hibridacion con sustratos
especificos (Conci et al., 2008). Concretamente, las sondas de hibridacion molecular son
fragmentos de DNA o RNA marcados mediante radiacion o agentes quimicos
(digoxigenina, biotina, u otros) con el fin de ser utilizados para la deteccion de secuencias
complementarias (Alaniz, 2015).

En Argentina, el uso de sondas de hibridacién ha permitido la evaluacién y
diagnostico de muestras de campo, la identificacion y deteccion de begomovirus, y ha
generado sospecha de presencia de especies aun no identificadas (Rodriguez Pardina et
al., 2011; Varela., 2018).
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La caracterizacion de esas nuevas especies se basa en la comparacion de sus
secuencias nucleotidicas con las de begomovirus ya disponibles, y en determinar
caracteristicas particulares como el tamafio del genoma, su constitucion, la secuencia de
las regiones codificantes, y la homologia entre componentes genémicos (Brown et al.,
2015; Zerbini et al., 2017). Sin embargo, una adecuada identificacion no solo requiere de
una precisa caracterizacion molecular sino también de establecer propiedades bioldgicas
basadas en la exploracion de un rango de hospedantes y en cumplimentar con los
postulados de Koch (Fuentes Castillo, 2007). En este sentido, el aislamiento de los
distintos begomovirus es elemento fundamental para poder llevar a cabo dicho propdsito,
fundamentalmente debido a una alta probabilidad de encontrar a estos virus en
infecciones mixtas. Sumado a ello, debe considerarse una caracteristica particular de estos
patdgenos que es su afinidad por las células floematicas. Este hecho se traduce en una
problematica para la transmision experimental. La inoculacion mecéanica de planta a
planta es posible sélo para algunos begomovirus, y a tasas generalmente bajas. La
trasmision por injerto requiere la presencia de planta viva infectada, y no todas las plantas
pueden ser facilmente injertadas. La mayoria de los begomovirus pueden ser trasmitidos
por moscas blancas pero esto requiere de plantas vivas infectadas y de instalaciones para
la cria del vector (Guenoune-Gelbart et al., 2010). Por otro lado, la agroinoculacién,
utilizando Agrobacterium tumefaciens como vector, genera efectos de fondo que pueden
enmascarar el verdadero desempefio del virus en estudio (Ascencio-Ibafiez & Settlage,
2007). El escaso éxito de estos métodos no permite mantener y/o aislar cultivos puros de
begomovirus, ni cumplir con los postulados de Koch; sin embargo existen técnicas como
el bombardeo de particulas (o biobalistica) que si permiten desarrollar estos postulados,
mantener aislados los distintos virus, infectar plantas sanas para reproducir los sintomas
de enfermedad, obtener particulas virales puras, explorar rango de hospedantes y evaluar
la resistencia de plantas a infecciones por begomovirus (Lopez-Lo6pez et al., 2013).

La inoculacion por biobalistica tiene por objetivo transformar objetivos tan
diversos como células bacterianas, fingicas, de insectos, vegetales y/o animales (BIO-
RAD, 2000) a través de la introduccion de acidos nucleicos. Para ello utiliza
microparticulas de metales pesados, biolégicamente inertes (oro o tungsteno), que son
cubiertas con DNA o RNA, y son aceleradas hacia un tejido blanco en el cual penetran,
y una vez alli, se insertan directamente en el genoma de las células objetivo (Lopez-Lopez
et al., 2013; Sanford, 1988). Los microproyectiles son impulsados por gas comprimido

(normalmente helio) en una cdmara de vacio (Guenoune-Gelbart et al., 2010). Este
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método de inoculacion viral ha reportado eficiencias de hasta el 100%, y no solo ha sido
utilizado con éxito para inocular begomovirus sino también potyvirus, luteovirus,
nepovirus, polerovirus entre otros (Lopez-Lopez et al., 2013).

Como sea, las infecciones por geminivirus dentro de los agroecosistemas son
dindmicas, porque son interacciones complejas que involucran factores diversos y
cambiantes, como los propios virus, los sistemas de produccion, el ambiente y el vector.
Por tanto, la identificacion de estos patdgenos debe ser un proceso permanente y preciso,
dado que los nuevos patdgenos requieren cambios continuos en las estrategias de manejo
a seleccionar (Rojas et al., 2018). En este capitulo, se pretende aportar informacion sobre
la presencia de begomovirus que afectan cultivos de poroto y malezas aledafias en la
region noroeste de la Argentina, e identificar y caracterizar nuevas especies a traves del
uso de herramientas de la biologia molecular, la bioinformatica y mediante el ajuste de
un sistema de inoculacion por biobalistica, para ser utilizado en la caracterizacion

bioldgica de los virus identificados.

2.2 Objetivos

Detectar, mediante técnicas moleculares, la presencia de begomovirus en lotes de

produccién de poroto y en malezas aledafias en Argentina.

Caracterizar, de manera molecular y biologica, los diferentes aislamientos de

begomovirus detectados.

Ajustar las técnicas de inoculacién de begomovirus a plantas de poroto por

bombardeo génico.
2.3 Materiales y métodos
2.3.1 Presencia de begomovirus en Argentina

Para determinar la presencia de begomovirus en las zonas de produccion de poroto
en Argentina, durante las campafias 2016, 2017 y 2018, se recorrieron 64 lotes en distintas
localidades de Cordoba, Jujuy, Salta, Santiago del Estero y Tucuman (Figura 8). Se
recolectaron un total de 570 muestras con sintomas tipicos de infeccion viral tales como
achaparramiento; arrugado, ampollado y aguzamiento de hojas; proliferacion de yemas;

enanismo; acortamiento de entrenudos y clorosis (parches cloréticos, mosaicos, clorosis
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internervales, etc.) (Figura 9). Las plantas recolectadas se encontraban principalmente en
estados fenoldgicos reproductivos (floracion y llenado de granos). Ademas, también se
recolectaron malezas (31) en lotes y zonas aledafias a las de poroto.

Las muestras se analizaron con una sonda universal, producida a partir de DNA
marcado con digoxigenina de los virus BGMV, tomato mottle virus (ToMoV) y tomato
rugose mosaic virus (ToRMV), para detectar especies pertenecientes al género
Begomovirus. Aquellas positivas fueron, posteriormente, sometidas a pruebas de
hibridacion con sondas especificas para los virus detectados en cultivos de poroto en
Argentina (bean golden mosaic virus (BGMV); tomato yellow spot virus (ToYSV);
soybean blistering mosaic virus (SbBMV); tomato mottle wrinkle virus (ToMoWYV);
tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) y sida golden mosaic Brazil virus
(SiGMBrV)) segun metodologia descripta por Rodriguez Pardina (P. E. Rodriguez
Pardina et al., 2011).
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Figura 8. Localizacion de lotes de produccién de poroto muestreados durante las
campanas agricolas 2016, 2017 y 2018.

&_:',(“:‘,s}- _.’;.‘:C 3 <2 E
Figura 9. Sintomas producidos por begomovirus en plantas de poroto (A a D) y en
Leonorus sibricus L (E). Se observan sintomas de parches cloréticos (A),
achaparramiento (B), enanismo (C), mosaico y moteado (D), y fuerte clorosis

generalizada (E).
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2.3.2 Caracterizacién molecular de nuevos begomovirus

El DNA total, de muestras en las que los begomovirus no pudieron identificarse a
nivel de especie a través de sondas de hibridacion especificas, fue extraido mediante el
método CTAB (Doyle & Doyle, 1987) y se utilizé para la amplificacion del genoma viral
mediante circulo rodante con el TempliPhi Ampltflcation Kit (GE Healthcare, E.E.U.U) 0
con la enzima phi29 DNA Polymerase (New England BiolLabs, E.E.U.U), segln
protocolo descripto por Nagata (Inoue-Nagata et al., 2004). EI DNA circular amplificado
fue digerido con diferentes enzimas de restriccion. Los productos obtenidos se
visualizaron a través de uso de transiluminador luego de ser corridos en gel de agarosa al
1% con TAE 0.5X durante 30 minutos. Los cortes linealizados (una sola banda de
aproximadamente 2.6 kb), se ligaron con el vector pBluescript KS+ (pKS+ Stratagen mc)
(Sambrook & Russell, 2001) utilizando la enzima T4 DNA Ligase (New England
BioLabs, E.E.U.U), para su posterior clonado.

Durante el proceso de clonado se utilizaron las células competentes DH5a. Los
clones generados y verificados (mediante nuevos cortes enzimaticos con las enzimas
correspondientes), fueron sometidos a extracciones de DNA de alta calidad con el
kit Zyppy™ Plasmid Miniprep (Zymo Research, E.E.U.U) y enviados a la unidad de
Gendmica del Instituto de Biotecnologia de INTA Castelar para su secuenciacion. La
secuenciacion inicial de los insertos virales se realiz6 utilizando los oligonucle6tidos
MI3F y M13R, y se completo utilizando el método de “Primer walking” (Sverdlov &
Azhikina, 2005), con oligonucleotidos especificos disefiados con el programa AmplifX
(Jullien, 2013).

Las secuencias de nucle6tidos fueron analizadas con el programa Chromas lite
2.01, ensambladas con SeqMan™ Il y comparadas con las de otros begomovirus,
utilizando el programa Blastn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cai?PAGE_TYPE=BlastSearch) (Altschul et al.,

1990). Para los analisis comparativos de secuencia se utilizé el programa Sequence

Demarcation Tools version 1.2 (SDT v1.2) (Muhire et al., 2014) con la opcién de
alineamiento MUSCLE (Edgar, 2004). Los analisis filogenéticos se realizaron
comparando las secuencias obtenidas con las de otros begomovirus disponibles en

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabla 1). Las mismas fueron posteriormente

alineadas con la opcion MUSCLE incluida en el programa MEGA X. Los arboles

filogenéticos, se construyeron utilizando el programa anterior bajo el criterio de
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Maximum Likelihood (ML) con el modelo General Time Reversible | + G bootstrap
replications 3000 (Kumar et al., 2018). Los analisis de recombinacion se realizaron
mediante el uso del software RDP4 (Martin et al., 2015).

Tabla 1. Begomovirus utilizados en comparaciones de pares de secuencias, filogenia, y

analisis de recombinacién.

Begomovirus Acrénimo GenBank Numero de
accesion
DNA-A DNA-B
Abutilon mosaic Bolivia virus AbMBoV - HM585446
Abutilon mosaic Brazil virus AbMBV - FN434439
African cassava mosaic virus ACMV J02057 J02058
Bean bushy stunt virus BBSV MN414067 MN414068
Bean dwarf mosaic virus BDMV M88179 M88180
Bean golden mosaic virus BGMV FJ665283 -
Bean golden mosaic virus BGMV M88686 M88687
Cabbage leaf curl virus CabLCV MH359396 MH359395
Cleome leaf crumple virus CleLCrV - JF694460
Common bean severe mosaic virus CBSMV - KX096981
Corchorus mottle virus CoMoV - JQ805780
Cowpea bright yellow mosaic virus CoBYMV - MH469732
Chino del tomate Amazonas virus CdTAV MH243423 -
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV FJ619507 FJ619508
Hybanthus yellow mosaic virus HybYMV - KX156610
Macroptilium yellow mosaic Florida MacYMFV - AY044136
virus
Macroptilium yellow spot virus MaYSV KC004121 -
Melochia mosaic virus MelMV KT201151 KT201152
Passionfruit severe leaf distortion virus PSLDV - FJ972768
Pavonia yellow mosaic virus PavYMV - KT948788
Pepper blistering leaf virus PepBLV MN518738 -
Pepper golden mosaic virus PepGMV - GuU128147
Pepper huasteco yellow vein virus PHYVV - MNO013409
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Begomovirus Acrénimo GenBank Numero de
accesion
DNA-A DNA-B
Pepper huasteco yellow vein virus PHYVV - X70419
Pepper leafroll virus PepLRV KC769819 -
Rhynchosia golden mosaic Sinaloa virus  RhGMSinV - DQ406673
Rhynchosia golden mosaic Yucatan RhGMYuV - KT381194
virus
Rhynchosia rugose golden mosaic virus  RhRGMV - HM236371
Sida angular mosaic virus SIAMV - KX691415
Sida golden mosaic Brazil virus SIGMBRV  KY555798 -
Sida mosaic Bolivia virus 2 SiMBoV2 KJ742421 -
Sida yellow mosaic virus SiYMV JX871369 -
Solanum mosaic Bolivia virus SoMBoV KJ592721 -
Solanum mosaic Bolivia virus SoMBoV HM585435 -
Soybean blistering mosaic virus SbBMV EF016486 -
Soybean chlorotic spot virus SoCSV JX122965 -
Tobacco yellow crinkle virus ThYCV - KP641346
Tomato dwarf leaf virus ToDfLV MN508220 -
Tomato golden vein virus TGVV JF803258 -
Tomato interveinal chlorosis virus TolCV JF803253 -
Tomato mottle leaf curl virus ToMoLCV  MT214088 -
Tomato mottle virus ToMoV L14460 L14461
Tomato mottle wrinkle virus ToMoWV JQ714137 JQ714138
Tomato mottle wrinkle virus ToMoWV KY555800 -
Tomato rugose mosaic virus ToRMV AF291705  AF291706
Tomato yellow spot virus ToYSV DQ336350 DQ336351
Tomato yellow vein streak virus ToYVSV EF417915 EF417916
Tomato yellow vein streak virus ToYVSV GQ387369 -
Tomato yellow vein streak virus ToYVSV KC136337 -
Tomato yellow vein streak virus ToYVSV KY555801 -
Triumfetta yellow mosaic virus TrYMV - KU131589
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2.3.3 Caracterizacion biologica de nuevos begomovirus

La caracterizacion biolégica de nuevos begomovirus, se baso en la exploracion de
un rango de hospedantes inoculados por biobalistica (Guenoune-Gelbart et al., 2010;
Lopez-Lopez et al., 2013).

2.3.3.1 Ajustes de inoculacion por biobalistica

Se evaluaron inoculaciones por biobalistica sobre hipocétilos y hojas unifoliadas
de 28 plantas de poroto cultivar Alubia Cerrillos (Tabla 2). Para ello, los componentes
gendémicos DNA-A y DNA-B, de los begomovirus a caracterizar, clonados en el vector
pBluescript KS+ (pKS+ Stratagen mc) se multiplicaron en 50 pl de medio LB +
ampicilina. Se realizaron extracciones plasmidicas de los crecimientos obtenidos,
mediante maxiprep segun protocolo adaptado de Sambrook & Russell, 2001. Los
plasmidos purificados fueron digeridos con sus correspondientes enzimas en volumen
final de 150 pl, verificados en gel de agarosa al 1% tefidos en GelRed™ 'y
recircularizados con 2.5 pl de T4 DNA Ligase (3U/ ul) en volumen final de 400 pl por 20
ha 16 °C (Blawid et al., 2013; Ribeiro et al., 2007).

Posteriormente, se pesaron 60 mg de particulas de tungsteno y se colocaron en un
1 ml de glicerol al 60%. Una cantidad de 50 pl de esta suspension se mezclaron junto a
50 ul de CaCl2 2.5 My 20 pl de espermidina. Luego se adicionaron 10 pg de cada
componente gendmico y se mezclaron por agitacion leve en vortex por 10 minutos. Se
centrifugd a 12 mil rpm por 10 segundos y se descarto el sobrenadante. Se realizé un
doble enjuague con 150 ul de etanol absoluto retirando el sobrenadante en cada etapa. El
pellet obtenido se resuspendié por pipeteo con 50 ul de etanol absoluto (Blawid et al.,
2013; Ribeiro et al., 2007). Una alicuota de 8 pl de esta suspension fue utilizada para las
inoculaciones con el equipo Bio-Rad PDS-1000/He (BioRad, E.E.U.U) siguiendo las
especificaciones del fabricante.

Para las inoculaciones en hipocdtilos, las semillas fueron colocadas en camara
himeda hasta su germinacion (48-72 h). Las plantulas disparadas en hojas unifoliadas
fueron directamente sembradas en vasos descartables de 170 cc. En ambos casos, se
probaron presiones de inoculaciéon de 650 y 1100 psi con uno o dos disparos por planta
(Tabla 2). Luego de ser inoculadas, todas las plantulas se trasplantaron a macetas de 3 1y

fueron mantenidas en invernaculo para su observacion.
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Las infecciones virales, se corroboraron a través de PCR de hojas nuevas de las
que se extrajo DNA a través del protocolo CTAB (Doyle & Doyle, 1987). Las reacciones
de PCR se realizaron en un volumen final de 25 Jul con buffer TAS 1x, solucion Enhancer
0.2 X, 0.25 mM MgCly, 2.5 mM dNTPs MIX, 2.5 mM de cada iniciador especifico del
componente DNA-A del begomovirus a caracterizar, 2 pl de DNA base (150-500 ng) y
0.2 unidades de Taq T-Holmes ADN polimerasa (5000 U/ml). Las condiciones de ciclado
fueron mealting a 94 °C por 30 s, annealing segin cebador utilizado y extension a 72 °C
por 90 s. El nimero de ciclos empleados fue de 35, con una etapa previa a 94 °C por 2

min, y una posterior a 72 °C por 10 min.

Tabla 2. Numero de plantas inoculadas mediante bombardeo génico segun tratamiento.

Tejido blanco a un (1) disparo Tejido blanco a dos (2) disparos

Presion
utlizada Hipocotilo Unifoliada Hipocotilo Unifoliada
(psi)
650 5 3 5 3
1100 3 3 3 3
ID Muestras 9*-10*-11-12-
. 1*-2-3-4-5* 19*-20*-21 22*-23*-24
(650 psi) 345 920 13 3
ID Muestras * % % rox 14*-15-16-17- * rox
(1100 psi) 6*-7*-8 25*-26*-27 1g* 28*-29*-30

*Muestras utilizadas para su analisis por PCR.

El equipo utilizado para las amplificaciones fue un termociclador Ivema T18
(Ivema, Argentina). Los productos amplificados fueron observados en geles de agarosa
al 1% (p/v) tefidos con GelRed™, visualizados en un transiluminador de luz ultravioleta

y analizados mediante el uso del software Quantity One.
2.3.3.2 Rango de hospedantes

Se realiz6 una seleccidn de hospedantes considerando su importancia econémica
y productiva en la region norte del pais, como también malezas comunes y especies

utilizadas en estudios de investigacion:
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- Poroto (Phaseolus vulgaris L.) cultivares Alubia Cerrillos, NAG12 y LCR5
- Tomate (Solanum lycopersicum L.)

- Pimiento (Capsicum annuum L.)

- Soja (Glycine max L.)

- Cola de Ledn (Leonorus sibricus L.)

- Afata (Malvastrum coromandelianum L. (Garcke))

- Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)

Las plantas seleccionadas fueron inoculadas con los clones correspondientes a los
componentes Ay B de los begomovirus a caracterizar. Luego de inoculadas, las mismas
fueron trasplantadas a macetas de 2-3 | y se mantuvieron en invernadero en observacién
periddica hasta la aparicion de sintomas. Las infecciones virales se corroboraron por PCR
con los iniciadores especificos disefiados para los DNA-A de cada entidad viral

correspondiente.
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2.4 Resultados
2.4.1 Presencia de begomovirus en Argentina

Para la campafia 2016, se obtuvo una prevalencia (lotes infectados/lotes
muestreados) de 100% de begomovirus, mientras que para el afio 2017 y 2018, las mismas
fueron del 31.25% y 31.58%, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Prevalencias de begomovirus en lotes de produccion de poroto muestreados
durante las campafias 2016, 2017 y 2018.

Las mayores prevalencias, por provincias muestreadas, tuvieron lugar en Salta
durante las tres campafias evaluadas siendo del 100% para el afio 2016 y del 55.56% y
61.1% para las campafias 2017 y 2018, respectivamente. Jujuy también presento una alta
prevalencia (100%) sin embargo fue evaluada durante una sola campaia (Figura 11). A
su vez, el 52.89% de las muestras recolectadas en el 2016 se encontraban infectadas por
begomovirus mientras que en los afios 2017 y 2018 los porcentajes de plantas infectadas

fueron menores: 21.4% y 28.9% respectivamente (Figura 12).
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Figura 11. Prevalencias de begomovirus en lotes de produccion de poroto, segun
provincia y campaiia de muestreo. Barras de diferente color representan los distintos afios
de muestreo (en gris afio 2018, en rojo afio 2017 y en azul afio 2016).
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Figura 12. Incidencias relativas de begomovirus en lotes de produccién de poroto
durante tres campafias de muestreo.
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De las 181 muestras positivas para begomovirus, de las tres campafias evaluadas
a nivel de especie, 40.33% estaban infectadas con BGMV, 31.49% con ToMoWYV,
15.47% con ToYVSV, 5.52% con ToYSV, 1.1% con SiGMBrV y 0.55% con SbBMV.
En la figura 13 se detalla la incidencia relativa (%) de cada especie de begomovirus
detectada en cada uno de los tres afios de muestreo.

Por otro lado, se observé que la provincia de Salta present6 la mayor diversidad
de begomovirus (Figura 14) y de lotes afectados por infecciones mixtas (dos 0 mas
especies infectando una misma planta) principalmente en localidades del norte de esta
provincia (Coronel Cornejo, General Mosconi y Tartagal). La provincia de Jujuy también
present6 una diversidad alta, sin embargo, sélo fue evaluada durante un afio de muestreo
(Figura 14). Cabe destacar la observacion de un alto numero (53) de muestras con
infecciones mixtas. En ellas, las infecciones dobles (2 especies de begomovirus) fueron
de las mas comunes con una participacion principal de BGMV, seguida de TOMoWV y
ToYVSYV (Figura 15).

Finalmente, se detectd un alto porcentaje de begomovirus sin identificar. Para la
campafa 2016 este valor fue del 82.81% (53 de 64 muestras) mientras que para el 2017
fue del 27.8% (10 de 36 muestras). En el afio 2018 sélo 10 de 81 muestras (12.34%) no
fueron identificadas a nivel de especie (Figura 16).
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Figura 13. Incidencias relativas de diferentes especies de begomovirus en lotes de
produccidén de poroto durante las campafias de muestreo 2016, 2017 y 2018.
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Figura 14. Incidencias relativas de las diferentes especies de begomovirus en lotes de
produccion de poroto segln provincia, durante las campafias de muestreo 2016, 2017 y
2018.

TIPO DE INFECCIONES BEGOMOVIRUS EN INFECCIONES MIXTAS
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Figura 15. Tipo de infecciones de acuerdo a la cantidad de begomovirus detectados por
muestra y participacion de las distintas especies en las infecciones mixtas.
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90

80

o L
60
50
40
30
20
10

Cantidad de muestras

2016 2017 2018

Aflo muestreado

M Identificadas M Sin identificar

Figura 16. Nimero de muestras identificadas a nivel de especie y sin identificar durante
las tres campafias de muestreo.

Respecto a las malezas, de las 31 muestras analizadas, 20 (64.5%), se encontraron
efectivamente infectadas con begomovirus con una importante participacion de ToYSV
(55%), ToYVSV (40%), SiGMBrV (35%), y SbBMV (35%). Por otro lado, BGMV,
ToMoWYV y EuMV fueron los begomovirus menos prevalentes con incidencias relativas
del 10%, 10% y 5% respectivamente. Nueve de esas 20 plantas (45%) presentaron
infecciones mixtas, siendo Leonorus sibricus L. y Solanum chacoense B. las malezas que
albergaron mayor cantidad de begomovirus. Solo tres arvenses estuvieron infectadas por
begomovirus no distinguibles a nivel de especie a través del uso de las sondas de

hibridacién especificas (Figura 17).
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Begomovirus detectados en malezas
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Figura 17. Begomovirus detectados en malezas recolectadas durante los afios 2016, 2017
y 2018. La sigla BNI corresponde a begomovirus no identificado a través de las sondas
especificas utilizadas.

2.4.2 Caracterizacién molecular de nuevos begomovirus

Se clonaron los DNAs amplificados y linealizados provenientes de un total de 12
muestras, de las cuales se obtuvieron 51 clones (Tabla 3). De ellos, se seleccionaron 36
para su secuenciacion inicial. Analisis de homologia de las secuencias obtenidas
mostraron resultados diversos; entre ellos, concentraciones insuficientes para su 6ptima
secuenciacion, identidades con vectores de clonacion y organelas celulares. También se
observaron clones que presentaron homologia con begomovirus ya descriptos en
Argentina. Sin embargo, ocho de estos presentaron homologia para begomovirus ain no
citados en poroto para Argentina (Tabla 4). Los clones 179 Hind I11-1, 179 Hind I11-7 y
179 Hind I11-8, provenientes de muestra de poroto recolectada en la campafia 2017 en
General Mosconi (Salta), y los clones M9 EcoRV-1, M9 EcoRV-3, M9 Eco RV-4, M9
Eco RV-10 y M9 Eco RV-11 provenientes de la maleza Euphorbia heterophylla L. de
Leales (Tucuman) de la camparia 2016, se escogieron para completar su secuenciacion

utilizando primers especificamente disefiados (Tabla 5).
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Tabla 3. Clones generados a partir de productos de RCA de begomovirus no identificados a nivel de especie mediante sondas especificas.

Campana Provincia Localidad Lote Material Muestra Enzimade corte Clones generados Cantidad
2017 Salta Tartagal 5 Poroto 100 Sma | 100-Sma | 4
2017 Salta Gral Mosconi 9 Poroto 165 Hind 111 165-Hind 111 4
2017 Salta Gral Mosconi 9 Poroto 168 Hind 111 168-Hind 111 4
2017 Salta Gral Mosconi 9 Poroto 169 Hind 111 169-Hind 111 1
2017 Salta Gral Mosconi 9 Poroto 177 Eco RV 177-Eco RV 3
2017 Salta Gral Mosconi 9 Poroto 179 Eco RV 179-Eco RV 5
2017 Salta Gral Mosconi 9 Poroto 179 Hind 11 179-Hind 111 11
2017 Salta Gral Mosconi 9 Poroto 180 Bam HI 180-Bam HI 4
2017 Salta Tartagal 13 Maleza Afata 193 Sal | 193-Sal | 4

46



Campana Provincia Localidad Lote Material Muestra Enzimade corte Clones generados Cantidad
Maleza.Lecherito
2016 Tucuman Leales SD (Euphorbia 9 Eco RV M9-EcoRV 9
hetrophylla L.)
2016 Tucuman Zérate Poroto chaucha o Eco R P48-Eco R 1
cv. High Style
2016 Santiago del Estero Afatuya 4 Soja 7 Clal S7-Clal 1
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Tabla 4. Clones seleccionados para su secuenciacion inicial, y homologia de las secuencias analizadas (Virus Forward y Virus Reverse).

Muestra Clon Provincia Localidad Virus (Forward) Virus (Reverse)

165 Hind 1 salta Gral. Bean golden mosaic virus DNA-A. Bean golden mosaic virus BR DNA-A.
i Mosconi Identidad 97% Identidad 98%

165 Hind 3 salta Gral. Bean golden mosaic virus BR DNA-A. Bean golden mosaic virus BR DNA-A.
i Mosconi Identidad 96% Identidad 96%

165 Hind Gral. . Bean golden mosaic virus BR DNA-A.
" 4 Salta Mosconi Cloning vector pPS-BR, complete sequence Identidad 88%

168 Hind 1 salta Gral. Bean golden mosaic virus Br DNA-A. Bean golden mosaic virus DNA-A.
I Mosconi Identidad 99%. Identidad 97%.

168 Hind ) salta Gral. Bean golden mosaic virus Br DNA-A. Bean golden mosaic virus DNA-A.
i Mosconi Identidad 97%. Identidad 96%.

168 Hind 3 salta Gral. Bean golden mosaic virus DNA-A. Bean golden mosaic virus DNA-A.
i Mosconi Identidad 75%. Identidad 96%.

168 Hind Gral. . . Bean golden mosaic virus BR DNA-A.
" 4 Salta Mosconi Cloning vector pPS-BR. Identidad 97% Identidad 98%.

179 Hind 1% salta Gral. Pepper leafroll virus DNA-A. ldentidad Pepper leafroll virus DNA-A. ldentidad
Il Mosconi 84%. 86%.

. Pepper leafroll virus isolate. Identidad 84%.  Pepper leafroll virus-Sida mosaic Bolivia

179 Hind Gral. . . . . L .

" 6 Salta Mosconi Tomato yellow vein streak virus ldentidad virus Soybean blistering mosaic virus
83% isolate NOA DNA-A. Identidad 84%

179 Hind 7 salta Gral. Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus Pavonia yellow mosaic virus DNA-B.

I Mosconi DNA-B. Identidad 79%. Identidad 74%.
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Muestra Clon Provincia Localidad Virus (Forward) Virus (Reverse)
179 Hind g salta Gral. Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus
Il Mosconi DNA-B. Identidad 79%. DNA-B. Identidad 74%.
180 Bam 1 salta Gral. Bean golden mosaic virus DNA-A. Bean golden mosaic virus DNA-A.
HI Mosconi Identidad 99%. Identidad 96%.
180 Bam Gral. .. . Bean golden mosaic virus DNA-A.
i 5 Salta MosConi Bean golden mosaic virus. Identidad 99%. Identidad 96%.
180 Bam Gral. o o
8 Salta . Bean golden mosaic virus BR DNA-A Bean golden mosaic virus BR DNA-A
HI Mosconi
M 9 Eco 1% TUCUMAN Leales Euphorbia yellow mosaic virus DNA-B. Euphorbia yellow mosaic virus DNA-B.
RV Identidad 90%. Identidad 88%.
M 9 Eco Si_da mosaic Bolivia virus DNA-A. Cabbage leaf curl virus DNA-A. Identi.dad
RV 3* Tucuman Leales Identidad 88%/Tomato rugose yellow leaf ~ 83%/ Tomato rugose yellow leaf curl virus.
curl virus. Identidad 87%. Identidad 83%.
M 9 Eco . Tucumén Leales Euphorbia yellow mosaic virus DNA-A. Euphorbia yellow mosaic virus DNA-A.
RV Identidad 94%. Identidad 92%.
M 9 Eco - . Pepper blistering leaf virus DNA-A. Pepper blistering leaf virus DNA-A.
RV 10 Tucuman  Leales Identidad 87.97%. Identidad 85.32%.
M 9 Eco * , Pepper blistering leaf virus DNA-A. Pepper blistering leaf virus DNA-A.
RV 1 Tucuman  Leales Identidad 88.44%. Identidad 85.26%.
P 48 Eco 1 TuCUMAn Zarate Solanum mosaic Bolivia virus DNA-B. Escherichia coli strain C chromosome.
RI Identidad 85%. Identidad 100%.

(*) Clones con resultados de homologia para begomovirus ain no descriptos en Argentina y otros seleccionados para su caracterizacion.
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Tabla 5. Oligonucledtidos disefiados para la secuenciacion por “Primer Walking”. ID
(identificacion del cebador), Tm (temperatura de melting °C), Q (calidad %), L (largo de
secuencia), C (componente gendmico).

Secuencia ID Tm Q L
GAAGTTCTTCGCGTTAACTGAG 179.Hind.lllL1IFw 54 79 22
GTTGGCTCTCCACAAGGCTTATCTC 179.Hind.lll.IRv 59 87 25
GCCCCAATAAGCTCTTTCCAG M.9.Eco.RV.3Fw 55 87 21
GCGATAAATCCTGGGCTTCCGA M.9.Eco.RV.3Rv 59 95 22
GAGCGATCAGTTGCGAAACGA M.9.Eco.RV.4Fw 58 95 21
CGACATAATAAGGGCTGGTGA M.9.Eco.RV.4Rv 54 80 21

GCAATGGTCTATCTTCATACAGC 179.Hind.lIll.7Fw 53 86 23
CAACGCGTTCTTGCTTATATTACC  179.Hind.lll.7Rv 55 76 24
GCAATGGTCTATCTTCATACAGC 179.Hind.l1ll.8Fw 53 86 23
CAACGCGTTCTTGCTTATATTACC  179.Hind.Ill.8Rv 55 76 24
CGATATGCTGAAGGCTGATGGCAA M9.EcoRv.1Fw 59 100 24
CGGCTAGGTTGCCATGACTGTGGA  M9.EcoRv.1Rv 62 87 24

W W 0 @ @ @™ > > > > > > O

Los analisis de secuencias pusieron en manifiesto que los clones 179 Hind Il1-1y
179 Hind I11-8, corresponden a los de un virus de una especie no descripta, ya que su
identidad, tras ser comparada con la de otros begomovirus, es inferior al limite sugerido
por el ICTV para el género Begomovirus en la integracion de sus miembros (Brown et
al., 2015). Se propone para este nuevo virus el nombre “bean bushy stunt virus” (BBSV).
El componente A (179 Hind 111-1) (Numero de acceso GenBank MN414067) posee una
longitud de 2572 pb, mientras que la del B (179 Hind 111-8) (NUmero de acceso GenBank
MN414068) es de 2522 pb. Ambas secuencias poseen la region tipica de origen de
replicacion viral (TAATATTAC) y los marcos abiertos de lectura (ORF)
correspondientes. EI DNA-A posee un ORF en sentido viral (AV1) y cuatro en sentido
complementario (AC1, AC2, AC3 y AC4); en tanto el DNA-B dispone de un ORF en
sentido viral (BV1) y uno en sentido complementario (BC1) (Tabla 6).

Comparaciones de identidades nucleotidicas del DNA-A y del DNA-B con otras
20 secuencias de begomovirus, establecen que ambos componentes comparten
identidades inferiores al 85% (Figura 18). Las mayores similitudes se encontraron con los
virus pepper leafroll virus (PepLRV) para el DNA-A (84.65%) y melochia mosaic virus
(MelMV) para el DNA-B (72.04%) (Tabla 7).
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Tabla 6. Marcos abiertos de lectura correspondientes a los componentes DNA-A 'y DNA-
B del nuevo begomovirus BBSV detectado en poroto.

Orientacidn Gen Posicion N°nt NCaa Compon.ente
genoémico
+ CP (AV1) 162-911 750 249 A
- Rep (AC1) 2439-1384 1056 351 A
- TrAp (AC2) 1442-1053 390 129 A
- Ren (AC3) 1306-908 399 132 A
- AC4 2282-1989 294 97 A
+ NSP (BV1) 326-1132 802 268 B
- MP (BC1) 2079-1201 879 292 B

Tabla 7. Comparacion de identidades nucleotidicas de los componentes A y B de bean
bushy stunt virus (BBSV) y otros begomovirus.

Virus N° de Acceso DNA-A DNA-B
% %

Pepper leafroll virus (PepLRV) FN436001/KC769820  84.65 70.35
Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV) EF417915/EF417916 81.66 70.96
Sida yellow mosaic virus (SiYMV) AY090558 79.86 -
Soybean blistering mosaic virus
(SbBMV) EF016486 79.77 -
Tomato mottle wrinkle virus
(ToMoWV) JQ714137/JQ714138 78.45 70.18
Melochia mosaic virus (MelMV) KT20151/KT201152 76.90 72.04
Pavonia yellow mosaic virus

KT948787/KT9487 76.21 71.12
(PavYMV) 948787/KT948788 6
Pavonia mosaic virus (PavMV) KT948785/KT948786  75.37 70.48
Bean golden mosaic virus (BGMV) M88686/MG88687 76.72 69.28
Tomato yellow spot virus (ToYSV) DQ336350/DQ336351  78.13 69.17

Limite* 91% de identidad en el componente DNA-A

*Limite actual establecido por el ICTV como criterio de demarcacion de miembros de diferentes

especies para el género Begomovirus.
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Figura 18. Comparacion de secuencias nucleotidicas entre el DNA-A 'y DNA-B de bean
bushy stunt virus (BBSV) y otros begomovirus obtenida mediante Sequence
Demarcation Tools (SDT), con la opcion de alineamiento Muscle. Las flechas rojas
indican la méaxima similitud observada (84.65% y 72.04%).
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En cuanto a las relaciones filogenéticas, se observa que, considerando el DNA-A
y otras 37 secuencias, el nuevo virus se encuentra asociado junto a PepLRV en un grupo
compartido con aislamientos de ToMoWV y ToYVSV de Argentina, Brasil y Chile; con
SbBIMV y TGMV (tomato golden mosaic virus) (Figura 19). Por otro lado, el DNA-B
junto a otras 39 secuencias, establecen a BBSV en un grupo compartido con ToMoWYV,
ToYVSV y con dos begomovirus aislados de malezas, euphorbia yellow mosaic virus
(EuYMV) y MelMV (Figura 20). Cabe destacar que no se detectaron eventos de

recombinacion en ninguno de los dos componentes analizados.
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Figura 19. Arbol filogenético obtenido a partir del alineamiento y comparacion de
secuencias nucleotidicas completas de DNA-A de BBSV y otros begomovirus
disponibles online que presentan altas similitudes o interés por su presencia en la zona
de trabajo, similitud en la expresion de sintomas y rango de hospedantes. Las secuencias
fueron alineadas con el programa MEGA X con la opcion MUSCLE, y el arbol
filogenético construido bajo el criterio de Maximum Likelihood (ML) con el modelo
General Time Reversible | + G bootstrap replications 3000. Los acrénimos utilizados en
el analisis son detallados en la Tabla 1.
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Figura 20. Arbol filogenético obtenido a partir del alineamiento y comparacion de
secuencias nucleotidicas completas de DNA-B de BBSV y otros begomovirus
disponibles online que presentan altas similitudes o interés por su presencia en la zona
de trabajo, similitud en la expresidn de sintomas y rango de hospedantes. Las secuencias
fueron alineadas con el programa MEGA X con la opcion MUSCLE, y el arbol
filogenético construido bajo el criterio de Maximum Likelihood (ML) con el modelo
General Time Reversible | + G bootstrap replications 3000. Los acronimos utilizados en
el analisis son detallados en la Tabla 1.
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También se completaron mediante “primer walking”, las secuencias de los clones
M9 Eco Rv 3, M9 Eco Rv 1y M9 Eco Rv 4. Los dos primeros exhibieron similitudes de
identidad del 93.66% y 88.13% con los componentes Ay B de EuYMV respectivamente
(Tabla 8), considerando a ambos como componentes de un nuevo aislamiento de EuYMV
(NUmero de acceso GenBank MZ217125 y MZ217126) debido a que el porcentaje de
identidad del DNA-A esta por encima del limite de demarcacion de nuevas especies
(Brown et al., 2015). Por otro lado, el clon M9 Eco Rv 3, present6 una similitud del
84.31% con un virus de la especie Tomato rugose yellow leaf curl virus, por lo que este
aislamiento si se considerd un virus ain no descripto (Tabla 8, Figura 21).

Las secuencias de los clones M9 Eco Rv 10 y M9 Eco Rv 11, no fueron
completadas mediante primer walking, sin embargo, se determind que el 80% de las
secuencias parciales obtenidas tienen una similitud préxima al 86% con el componente
DNA-A de pepper blistering leaf virus. Es importante recalcar que, de acuerdo a los
resultados obtenidos, la maleza Euphorbia heterophylla L. albergé al menos tres

begomovirus distintos.

Tabla 8. Identidad de secuencias mas cercanas para los componentes DNA-A y DNA-B
de los clones aislados de la maleza Euphorbia heterophylla L.

Clon DNA (componente) Identidad asociada % de identidad
mas cercana asociada

M9 Eco Rv 3 A Tomato rugose 84.31
yellow leaf curl
virus

M9 Eco Rv 4 A Euphorbia yellow 93.66
mosaic virus

M9 EcoRv 1 B Euphorbia yellow 88.13
mosaic Vvirus

El DNA-A de M9 Eco Rv 3 posee una longitud de 2649 pb y los correspondientes
marcos abiertos de lectura sefialados para estos virus. Ademas, posee la region tipica de
origen de replicacién viral (TAATATTAC) (Tabla 9). Para este aislado (NUmero de
acceso GenBank MZ019476) se propone el nombre “euphorbia severe leaf golden mosaic
virus” (EUSLGMV). Respecto a sus relaciones filogenéticas, se observa a EUSLGMYV en
un clado Unico, apartado, pero cercano a diferentes aislados del virus tomato rugose

yellow leaf curl virus (Figura 22).
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Tabla 9. Marcos abiertos de lectura correspondientes al componente DNA-A de
EuSLGMV aislado de la maleza Euphorbia heterophylla L.

Orientacion  Gen Posicion N° nts N° aa
+ CP (AV1) 235-996 762 253
- Rep (AC1) 2641-1448 1194 397
- TrAp (AC2) 1527-1138 390 129
- Ren (AC3) 1391-993 399 132
- AC4 2493-2074 366 121
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Figura 21. Comparacion de secuencias nucleotidicas entre el DNA-A de EuSLGMV
(clon M9 Eco Rv 3) y otros begomovirus obtenida mediante Sequence Demarcation Tools
(SDT), con la opcion de alineamiento Muscle. Las flechas rojas indican la mayor
identidad observada (84.31%).
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Figura 22. Arbol filogenético obtenido a partir del alineamiento y comparacion de
secuencias nucleotidicas completas de DNA-A de EuSLGMV vy otros begomovirus
disponibles online que presentan altas similitudes o interés por su presencia en la zona de
trabajo, similitud en la expresidn de sintomas y rango de hospedantes. Las secuencias
fueron alineadas con el programa MEGA X con la opcion MUSCLE, y el arbol
filogenético construido bajo el criterio de Maximum Likelihood (ML) con el modelo
General Time Reversible | + G bootstrap replications 3000. Los acrénimos utilizados en
el analisis son detallados en la Tabla 1.
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2.4.3 Caracterizacion bioldgica de nuevos begomovirus
2.4.3.1 Ajustes de inoculacion por biobalistica

Un total de 28 plantulas de poroto fueron inoculadas con los componentes DNA-
A'y DNA-B del nuevo begomovirus bean bushy stunt virus, aislados a través de la enzima
Hind 111 de los clones 179 Hind I11-1y 179 Hind I11-8 respectivamente (Figura 23). Todas
las plantas inoculadas en su primer par de hojas (unifoliadas) desarrollaron sintomas de
enanismo, achaparramiento y enrollado de hojas independientemente del nimero de
disparos y presiones empleadas. Por otro lado, las plantulas inoculadas en hipocotilos, no
desarrollaron sintomas como tampoco los testigos mock inoculados (Figura 24).

Productos esperados de 1309 pb fueron amplificados con los primers especificos
(5°- GAAGTTCTTCGCGTTAACTGAG -3 / 5’-
GAGATAAGCCTTGTGGAGAGCCAAC -3’; Tm= 56.5 °C) del componente DNA-A
de BBSV (Figura 25).

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los componentes genémicos de
BBSV. M: Marcador de peso molecular 1 kb (Sigma-Aldrich). 1y 2: DNA-A 'y DNA-B
aislados mediante la enzima Hind Il de su vector de clonacion (~3000 pb). 3 y 4:
Diluciones 1/10 de los plasmidos puros sin cortar. En flecha roja se indica el tamafio de
banda correspondiente a los 3000 pb.
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Figura 24. (A), planta de poroto inoculada con sintomas producidos por BBSV. (B), hoja
en detalle con sintoma de achaparramiento y disminucién de tamafio. (C), hoja de planta
sin inocular.

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de PCR de muestras
inoculadas por biobalistica. (M) Marcador 1 kb (Sigma-Aldrich). 1 a 18 corresponden a
plantulas inoculadas en hipocétilos. 19 a 29 corresponden a plantulas inoculadas en el
primer par de hojas unifoliadas (se observan amplificaciones en 20, 23, 25, 28 y 29). (A)
Mock inoculado a 650 psi y (B) a 1100 psi, (C) testigo sano de poroto, (D) mix. Se indica
el tamafio de banda correspondiente a los 1500 pb (flecha roja), y las muestras positivas
para el tamafio de banda 1309 pb (flechas verdes).

2.4.3.2 Rango de hospedantes

Ninguna de las plantas inoculadas con los componentes DNA-A y DNA-B de
EuYMV desarroll6 sintomas de enfermedad, y sus amplificaciones por PCR fueron
negativas, a diferencia de los cultivares de poroto y soja que si presentaron sintomas
asociados a enfermedad (tal como se observo en el punto 2.3.3.1) cuando fueron

inoculadas por BBSV. La ausencia de sintomas en plantas inoculadas por EuYMV y en
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tomate, pimiento, arabidopsis, cola de ledn y afata inoculadas por BBSV, también se

reflejo en resultados negativos de amplificacion por PCR (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de observacion de sintomas y PCR para las distintas especies de
plantas inoculadas por BBSV y EUYMV.

BBSV EuYMV
Sintoma PCR Sintoma PCR
Poroto Si Si No No
Soja Si Si No No
Tomate No No No No
Pimiento No No No No
Cola de Ledn No No No No
Afata No No - -
Arabidopsis No No - -

Respecto a los cultivares de poroto, pudo notarse en Alubia una gran disminucion
del crecimiento y enrollado de hojas. Las plantas de NAG12 y LCRS5, si bien pudieron
desarrollar mayor nimero de hojas respecto a Alubia, las mismas presentaron marcado
ampollado, aguzado y clorosis internerval; ademas se observo disminucion del
crecimiento. Las plantas de soja, también presentaron ampollado de hojas y crecimiento
reducido (Figura 26 y 27).

El andlisis de las plantas inoculadas por BBSV, pone en manifiesto que los
sintomas observados en soja y poroto se correlacionan con la presencia del virus, ya que
se logro amplificar el tamafio de fragmento esperado de 1309 pb (Figura 28). S6lo una
muestra resultd negativa (muestra 16), se trata de una planta de poroto cultivar NAG12

que tampoco presentd sintomas.
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Figura 26. Distorsiones observadas en hojas inoculadas de los cultivares de poroto
Alubia (A), LCR5 (B) y NAG12 (C). El primer foliolo, de izquierda a derecha,
corresponde a uno de planta sana para cada cultivar correspondiente.
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Figura 27. Sintomas observados en hojas y plantas inoculadas con BBSV de (A) poroto
cultivar LCR5, (B) soja y (C) poroto cultivar Alubia.
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M1234 567 8 9101112131415 1617 18 19 20 21

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de diferentes especies vegetales
inoculadas con BBSV. (M) Marcador 1 kb (Sigma-Aldrich). 1 a 4 corresponden a tomate,
5 a 8 pimiento, 9 cola de leon (Leonorus sibricus L.), 10 afata (Malvastrum
coromandelianum), 11 a 13 soja, 14 a 19 poroto, 20 control positivo, 21 mix.
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2.5 Discusion

En Argentina, la primer epifitia ocasionada por begomovirus se observo en la
década del ‘80 y fue consecuencia de la expansion geogréfica de los cultivos de soja y
algodon (Morales & Anderson, 2001). En adicion, la presencia de una importante especie
criptica de mosca blanca, la New World 2 (NW2), y dos especies introducidas, Middle
East-Asia Minor one (MEAM1) y Mediterranean, fue confirmada en cultivos de poroto
en el norte argentino (Alemandri et al., 2015). Asi es, que es comun observar la presencia
de begomovirus en poroto, cultivos cercanos y malezas. Hasta el momento, en Argentina,
se han identificado y caracterizado seis begomovirus, BGMV, ToYSV, SbBMV,
ToMoWV, ToYVSV y SiGMBRYV, afectando cultivos de poroto (Barreto et al., 2013;
Rodriguez-Pardina et al., 2006; Rojas et al., 2005).

Pruebas de deteccion de estos patdgenos basadas en sondas de hibridacion de
DNA muestran su presencia permanente en las regiones productivas del norte del pais
(Reyna et al., 2021; Rodriguez-Pardina et al., 2006; Varela et al., 2018). Tal es el caso de
la provincia de Salta, que presento, en este trabajo, durante los tres afios evaluados, la
mayor incidencia y diversidad de especies. Estos hechos son muy importantes ya que
podrian dar lugar a nuevas especies a través de procesos como la recombinacion o pseudo-
recombinacion (Blawid et al., 2013; Rojas et al., 2005). De esta forma, las sondas de
deteccion especificas pueden ayudarnos a demostrar la presencia de begomovirus
previamente reportados o dar pista sobre la presencia de especies desconocidas. Sin
embargo, pueden ocurrir falsos negativos como se observd inesperadamente en tres
muestras correspondientes a aislados de BGMV (165 Hind 111, 168 Hind 111 y 180 Bam
HI) que no pudieron ser detectadas por su sonda especifica. Es posible que las
extracciones de DNA viral no fueran las ideales o que el titulo viral fuera bajo (Aidawati
et al., 2007). Por otro lado, del total de muestras recolectadas, solo el 31.75% estaba
infectado con begomovirus; por lo que las restantes podrian tener la causa de sus sintomas
en otros virus (Rodriguez Pardina, 2020; Rodriguez Pardina et al., 2004) u otros agentes
como los herbicidas (Rodriguez Pardina et al., 2018).

En este capitulo se reportd y caracterizd6 a BBSV, un nuevo begomovirus que
infecta cultivos de poroto en Argentina (Reyna et al., 2021), y de manera parcial a
EuSLGMV (ya que su componente genomico DNA-B no fue hallado para su
caracterizacion) en infeccion mixta con euphorbia yellow mosaic virus infectando la

maleza Euphorbia heterophylla L. En los andlisis correspondientes, se determiné que el
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componente genémico DNA-A de BBSV tiene la mayor identidad con PepLRV, un
begomovirus detectado en Colombia que infecta al aji (Capsicum spp.) y causa sintomas
similares de enrollamiento de hojas. También se observd en poroto, con valores de alta
incidencia, e infectando plantas silvestres como Nicandara physaloide (Martinez-Ayala
et al., 2014). Ademas, otros begomovirus se agruparon filogenéticamente con BBSV y
PepLRYV, incluido ToMoWV, un begomovirus recombinante entre ToYVSV y SbhBMV,
detectado en tomate (Vaghi Medina et al., 2014). ToYVSV también fue reportado en
tomate y papa en Brasil (Albuquerque et al., 2010) y SbBMV fue reportado infectando
poroto, soja y tomate en Argentina (Rodriguez Pardina et al., 2011). Todos ellos fueron
reportados en Argentina infectando poroto (Varela et al., 2018). Por otro lado, el
componente gendémico DNA-B de BBSV, tiene la mayor identidad con MelMV, un
begomovirus aislado en Brasil de la maleza Melochia sp., esta especie es una maleza
comdn en América del Sur, que a menudo crece cerca de cultivos econémicamente
importantes (Fiallo-Olivé, Zerbini, & Navas-Castillo, 2015). Otro begomovirus
relacionado filogenéticamente fue euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV) aislado de
Euphorbia heterophylla L. en Brasil (Fernandes et al., 2011) y también casualmente de
la misma maleza en este trabajo, sin embargo, BBSV fue detectado en una zona
productiva distinta (General Mosconi, Salta) de donde se reporta a EuUYMV (Leales,
Tucuman).

La inoculacion por biobalistica permitié determinar y confirmar que la soja y el
poroto comin son los cultivos hospederos mas importantes de BBSV. Por otro lado,
algunos virus detectados en poroto en Argentina, como SbBMV, ToYSV, ToYVSV y
ToMoWV, también infectan tomate y pimiento (Albuquerque et al., 2010; Rodriguez
Pardina et al., 2011; Vaghi Medina et al., 2014), mientras que PepLRV, el miembro més
estrechamente relacionado con BBSV, infecta pimiento y poroto (Martinez-Ayala et al.,
2014). Sin embargo, BBSV no pudo infectar tomate ni pimiento, dos cultivos que también
se producen en el noroeste argentino. Este restringido rango de huéspedes podria limitar
la posibilidad que BBSV evolucione rapidamente y cause mayores pérdidas economicas.
Sin embargo, debe considerarse que los resultados de los experimentos de inoculacion,
no siempre se corresponden a la misma situacion bajo infecciones naturales a campo
dadas por su insecto vector, donde la expresion de sintomas y la variedad de huéspedes
puede variar. Ademas, de acuerdo con las relaciones filogenéticas de BBSV y su similitud
genética con begomovirus aislados de malezas como Melochia sp. (Fiallo-Olivé et al.,

2015), Nicandra physaloides (Martinez-Ayala et al., 2014) y Euphorbia heterophylla
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(Fernandes et al., 2011; Zambrano, Fernandez-Rodriguez, & Marys, 2012), es necesario
realizar ensayos de inoculacion no solo en plantas de valor econémico, sino también en
malezas ya que pueden constituir los reservorios y fuentes primarias de estos patdgenos.
Tal es el caso de las malezas analizada en este capitulo, donde pudo observarse una alta
incidencia de infecciones mixtas, aportando y consolidando estudios que reportan la gran
capacidad de estas especies vegetales de albergar y ser sumidero de nuevos begomovirus
(Barreto et al., 2013; Blawid et al., 2013; Ferro et al., 2017; Tavares et al., 2012). Asi, por
ejemplo, aqui se reporta a EUSLGMV, una nueva especie que se detecto infectando a la
maleza “lecherito” en infeccion mixta con aislamientos de EuYMV y posiblemente otros
begomovirus. A su vez, EUSLGMV mostro un parentesco cercano a begomovirus que se
encontraron infectando cultivos de tomate en distintas regiones como Corrientes
(Argentina) (Ben Guerrero et al., 2013), Salto Grande (Uruguay) (Marquez-Martin et al.,
2012) y Brasil (Fonseca, Boiteux, & Costa, 2016).

Esta informacién es muy importante, ya que estos huéspedes silvestres son muy
comunes en las areas de produccién y podrian funcionar como puentes verdes para la
transmision de BBSV y otros begomovirus (Blawid et al., 2013). A su vez, cabe sefialar
que los cultivos de soja y poroto se cultivan en la misma zona de produccion en el norte
argentino (Vizgarra et al., 2006) aunque en diferentes épocas, coincidiendo la etapa de
madurez de la soja con la siembra y el inicio del crecimiento del poroto; asi, este Ultimo
cultivo se vuelve maés apetecible para diferentes plagas como la mosca blanca. Por estas
razones, es posible esperar el desarrollo de nuevos brotes epidémicos de begomovirus.

La gran variabilidad de los begomovirus, su capacidad de evolucionar, de generar
nuevos individuos, su relacion con el vector y la presencia de hospedantes alternativos
favorecen la aparicion de nuevas especies; por lo tanto, este hecho puede ser muy
importante debido a los efectos negativos de este grupo de virus en los sistemas de
produccion. Més especies de begomovirus pueden existir; por lo tanto, el conocimiento
de estos nuevos virus y su caracterizacion molecular y bioldgica son necesarios para
contribuir con informacion para el desarrollo de estrategias de control y el manejo de

enfermedades.
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2.6 Conclusién

Se confirmd la presencia de begomovirus en lotes de produccion de poroto en el
norte argentino, y en malezas asociadas, con incidencias que varian afio a afio. Se observo
una amplia distribucion de estos patdgenos en la region norte del pais, donde las
provincias de Salta y Jujuy presentan la mayor diversidad e incidencia de begomovirus.

Las seis especies, hasta el momento reportadas infectando poroto, se encuentran
presentes y en muchas ocasiones participando en infecciones mixtas, principalmente en
malezas. BGMV, ToMoWV y ToYVSV fueron las especies mas incidentes. Aun asi, se
observo un alto porcentaje de begomovirus sin identificar.

Una nueva especie, con afinidad por leguminosas como soja y poroto, de nombre
propuesto bean bushy stunt virus (BBSV) fue identificada y reportada. En malezas
asociadas, se observd una alta incidencia de infecciones mixtas, comportandose las
mismas como posibles reservorios de nuevos virus. Tal es el caso de la maleza Euphorbia
heterophylla L., que albergd al menos tres begomovirus distintos, uno de ellos de nombre
propuesto euphorbia severe leaf golden mosaic virus (EuUSLGMYV) el cual posee una
identificacion parcial debido a la falta de caracterizacion de su componente genoémico
DNA-B.

La caracterizacion biologica de BBSV fue factible mediante el ajuste de un
sistema de inoculacion por biobalistica. Este instrumento permite explorar rango de
hospedantes y cumplir con los postulados de Koch, comportandose como una herramienta

valida para la caracterizacion bioldgica de begomovirus.
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CAPITULO 3

MODELADO DE INCIDENCIA DE BEGOMOVIRUS EN EL NOA A TRAVES
DE VARIABLES BIOMETEOROLOGICAS
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3.1 Introduccidn

El poroto se cultiva en la region noroeste de Argentina (NOA), siendo Salta el
principal productor, seguida de Jujuy, Tucuman, Santiago del Estero, Catamarca y el
norte de la provincia de Cérdoba (Maggio, 2021; MHyFP, 2016). Esta region posee un
clima caracterizado por veranos muy calidos y himedos, con inviernos suaves y secos,
estando sujeto a sequias periddicas (Gentile, Martin, & Gatti, 2020).

Varios factores pueden afectar el rendimiento de los cultivos de poroto, entre ellos,
las enfermedades virales (Casalderrey, 2018; Maggio, 2021; Rodriguez Pardina, 2020).
En Argentina, la enfermedad viral mas importante en estos cultivos es la causada por
begomovirus. Las pérdidas estimadas en la produccién de granos por estos patdgenos
puede variar entre el 40 y el 100% dependiendo del manejo agronémico realizado, la
tolerancia de los cultivares, las poblaciones del insecto vector y las condiciones
ambientales (Cuéllar & Morales, 2006; Fekete, 2010; Morales & Anderson, 2001). La
presencia de B. tabaci es fundamental para la aparicion de brotes de begomovirus, ya que
a mayor poblacion de mosca blanca, mayor incidencia de virus y los dafios que ellos
ocasionan (Morales, 2006). Es posible que el complejo mosca blanca-virus esté
influenciado por variables meteoroldgicas que repercutan en los niveles poblacionales del
vector, en su comportamiento con el hospedero y con los virus capaces de trasmitir o en
la susceptibilidad del cultivo, influenciando de esta manera sobre la incidencia del
patdgeno (Alemandri et al., 2012; Cuéllar & Morales, 2006; Inoue-Nagata, Lima, &
Gilbertson, 2016; Krause-Sakate et al., 2020).

El monitoreo de enfermedades en cultivos es una labor necesaria e intensiva que
consume tiempo y a menudo requiere de métodos destructivos. Por ello, contar con
modelos predictivos de probabilidad de desarrollo de una enfermedad en un sitio
particular segun el ambiente en el cual se desarrollara el patosistema moscas blancas-
begomovirus-cultivo, permite ahorrar tiempos y recursos, y planificar de mejor manera
distintas técnicas de manejo, como la seleccidn de cultivares tolerantes/resistentes, el uso
de distintas fechas de siembra, agroquimicos, coordinar logisticas etc., con el fin Gltimo
de evitar posibles pérdidas ocasionadas por estos patégenos (Raza, Harding, Liebman, &
Leandro, 2020).

La alta dimensionalidad y la correlacion entre las multiples variables candidatas a
predictoras para la estimacion de un modelo estadistico capaz de predecir la enfermedad

de un cultivo en funcion del ambiente, determina la necesidad de recurrir a herramientas
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metodologicas estadisticas que permitan reducir esta dimensionalidad y modelar estas
relaciones de enfermedad-ambiente. EI objetivo de este capitulo fue el de construir un
modelo logistico de prediccion de probabilidad de presencia de enfermedad utilizando las
variables biometeoroldgicas que mas favorecen la presencia y distribucion de

begomovirus.
3.2 Objetivos

Modelar la probabilidad de incidencia de begomovirus determinando las variables

biometeorologicas de mayor influencia.
3.3 Materiales y métodos

Para evaluar la incidencia relativa de begomovirus en relacién a variables
climéticas, durante 14 campafias de produccién comprendidas entre los afios 2001 a
2018, se monitorearon lotes de cultivo de poroto localizados en la region norte de
Argentina. Se recolectaron un total de 2014 muestras sintomaticas que fueron evaluadas
por sondas de hibridacion general que detectan a todas las especies de begomovirus, de
acuerdo al protocolo previamente descripto por Rodriguez Pardina et al., 2011.

Para la generacion de la base de datos climaticos, primero se realizd el proceso
de depuracion de datos espaciales que incluyo la homologacion de coordenadas
espaciales y eliminacion de “outliers” globales. El proceso de extraccion de las variables
climaticas se efectud utilizando la libreria “Climate” de R (Czernecki, Gltogowski, &
Nowosad, 2020). Para cada punto (lote muestreado) se buscaron las cinco estaciones
climaticas mas cercanas. Las variables climéaticas empleadas (14) fueron: Temperatura
media (AVT), Temperatura maxima (MXT), Temperatura minima (MNT), Temperatura
de punto de rocio media (TdAV), Humedad relativa media (AVH), Humedad relativa
minima (MNH), Humedad relativa maxima (MXH), Direccion del viento (WDR),
Intensidad del viento (WIn), Presién atmosférica (ATP), Precipitacion acumulada (TPP),
Nubosidad total (TCI), Nubosidad baja (ICI) y Visibilidad (VIS). Se realizd una
interpolacion espacial para cada variable climéatica por la cantidad de “ventanas de
tiempo” consideradas (ventanas semanales, cada 10 dias 0 mensuales) desde seis meses
anteriores a la siembra del cultivo hasta el final de su ciclo. Para denotar cada variable
biometeoroldgica se utilizd un codigo conformado por tres letras y el nimero del mes.

Cuando los datos fueron tomados de a dos periodos decadicos (veinte dias) se uso guion
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bajo con los numeros 1 o 2 para indicar si son los primeros veinte dias o los segundos
veinte dias del mes. Por ejemplo, ATP9 = Presion atmosférica del mes 9 (septiembre),
ATP9 1 = Presion atmosférica mes de septiembre primeros 20 dias. En el caso de usar
subperiodos decadicos se uso la letra “d” mas un niumero que corresponde a la decena
considerada desde la fecha de siembra del cultivo, por ejemplo, MXT_d1 = maxima
temperatura decena 1 o primeros 10 dias después de la siembra.

La base de datos begomovirus-poroto consistio en 2014 observaciones de
presencia o ausencia de begomovirus, registradas desde los afios 2001 a 2018. A partir
de estos datos se calculd la incidencia relativa sumando las muestras positivas de un
punto geografico y dividiendo por el total de muestras en ese punto, resultando en 156

puntos geogréaficos para el anlisis (Figura 29).
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Figura 29. Localizacion de los puntos de muestreo analizados.

Estos puntos fueron clasificados en incidencia relativa moderada (<=0.50) o
severa (>0.50). La ventana de tiempo para la extraccion de datos fue de 10 dias.
Posteriormente las variables climaticas fueron colapsadas en meses.

La seleccion de variables se realiz6 mediante el algoritmo Boruta (Kursa &
Rudnicki, 2010) que se ejecutd utilizando el paquete "Boruta” de R.4.0 (R Core Team,
2020) empleando la incidencia relativa como variable dependiente. Luego, mediante la

técnica de regresion logistica se estimo la probabilidad de incidencia mayor o menor a
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0.5 en base a varias de las variables regresoras seleccionadas (modelo de regresion
logistica) (Agresti & Tarantola, 2018). Si para un afio y sitio especifico el valor predicho
por la ecuacion es >0.5, entonces la incidencia se clasifico como “Alta”. Dado que el
algoritmo Boruta hace una seleccion que deja pasar muchas variables, también se aplicd
el método de seleccion de variables Stepwise junto con el ajuste del modelo de regresion
logistica.

Para la evaluacion de los modelos se considero la precision de la prediccion, la
sensibilidad (el porcentaje de valores predictivos positivos o de incidencia alta que son
clasificados como positivos), y la especificidad (porcentaje de valores con baja
incidencia que son clasificados como de baja incidencia) (Carmona, Moschini,
Cazenave, & Sautua, 2010). Las curvas ROC (Receiver Operating Characteristics) se
emplearon para determinar la capacidad discriminante de los modelos empleados (Aldas
Manzano & Uriel Jimenez, 2017).

Finalmente, la capacidad predictiva de los modelos generados a partir del analisis
de regresion logistica se probo utilizando un procedimiento de validacion cruzada que
dej6 un 30% de las observaciones, seleccionadas al azar, como conjunto de validacion y
que consecuentemente fueron excluidos desde el conjunto de datos usados para el

desarrollo del modelo. El procedimiento se repitio 30 veces.
3.4 Resultados

La seleccién por medio del algoritmo Boruta clasifico diez variables como importantes

y doce como tentativas (Figura 30).

Importance
1

Figura 30. Clasificacion de variables segun algoritmo Boruta. Rojo: Variables no
importantes, Amarillo: Variables tentativas, Verde: Variables importantes.
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Después del procedimiento Stepwise, usando las variables importantes y

tentativas, la regresion logistica para la prediccion de la incidencia de begomovirus

incluyo a las variables Méxima temperatura de la primer decena de junio (MXT6_1),

Maéaxima temperatura de julio (MXT7), Temperatura media de julio (AVT7), Maxima

temperatura de agosto (MXT8), Temperatura media de agosto (AVT8), Humedad

promedio de septiembre (AVH9) y Total de precipitaciones decena 1 (TPP_d1l)

(precipitaciones acumuladas 10 dias antes de la fecha de siembra). En la Tabla 11 se

presentan los valores de los coeficientes de cada variable que participd de la regresion.

Tabla 11. Coeficientes de regresion logistica para la incidencia de begomovirus en poroto
en el norte argentino.

Estimado Error Est. Valor z Pr (>|z])
Intercepto 9.074954 10.029238  0.905 0.365545
MXT6_1 -0.359981 0.123301 -2.920 0.003506  **
MXT7 2.149612 0.722430 2.976 0.002925 **
AVTY7 -2.324162 0.696170 -3.338 0.000842  ***
MXT8 -2.198954 0.551301 -3.989 6.64e-05  ***
AVTS8 3.614615 0.860716 4.200 2.67e-05  ***
AVH9 -0.420841 0.099897 -4.213 2.52e-05  ***
TPP_d1 -0.015209 0.007135 -2.132 0.033041 ~*

Significancia: 0 “***” 0.001 “**” 0.01 “*”,0.05 “.”, 0.1 *”, 1.

En la Tabla 12 se presentan los resultados obtenidos de la validacion cruzada para

el modelo.

Tabla 12. Medidas de precision, sensibilidad y especificidad para los modelos ajustados.

Precision

Sensibilidad

Especificidad

Begomovirus - Poroto

0.80

0.71

0.86
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De esta manera, el modelo obtenido quedo formulado de acuerdo a la Figura 31,
donde MXT6_1 es la maxima temperatura en la primera decena de junio, MXT7 es la
méaxima temperatura de julio, AVT7 es la temperatura media de julio, MXT8 es la
maxima temperatura de agosto, AVT8 es la temperatura media de agosto, AVH9 es la
humedad promedio de septiembre y TPP_d1 es el total precipitaciones acumuladas en la

decena 1 (10 dias antes de la siembra).

Probabilidad de incidencia = 9.07 - 0.36*MXT6_1+ 2.14*MXT7 — 2.32*AVT7 —
2.20*MXT8 + 3.61*AVT8 — 0.42*AVH9 — 0.015*TPP-d1

Figura 31. Modelo predictivo de probabilidad de incidencia de begomovirus en cultivos
de poroto.

El anélisis de las curvas ROC mostr6 que el modelo tiene una buena capacidad
para diferenciar sitios con alta probabilidad de alta incidencia de aquellos con alta

probabilidad de baja incidencia (Figura 32).
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Figura 32. Curvas ROC y Area debajo de la curva (AUC). Begomovirus — Poroto.
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3.5 Discusioén

La distribucion geografica de cada enfermedad es variable, estando relacionada,
en gran parte, con las condiciones ambientales prevalentes de cada zona donde se
desarrolla el cultivo afectado. Las enfermedades causan pérdidas econdmicas por
disminucion de la cantidad y calidad de los productos, y por los incrementos en los costos
de produccién por la necesidad de utilizar agroquimicos o semillas mejoradas en términos
de resistencia a agentes patdgenos u otros (Vizgarra, 2012; Vizgarraetal., 2012; Vizgarra,
et al., 2006).

En este patosistema (begomovirus-poroto), y a través del modelo predictivo
logrado, se determiné a los parametros de temperaturas méximas invernales, humedad
relativa (Hr) de septiembre y a las precipitaciones (pp) 10 dias antes de la siembra como
las variables mas explicativas de incidencias de begomovirus con una eficiencia
predictiva del 82%.

Como en muchas otras enfermedades (Alemandri et al., 2012; 2021; Moschini &
Fortugno, 1996; Pozzi et al., 2020), la importancia, distribucion e incidencia de los
begomovirus esta directamente asociada a la distribucién y dinamica poblacional de su
insecto vector (Morales, 2006). Segun Morales, estas particularidades dependen en gran
medida de las condiciones climaticas que favorecen la reproduccion del vector:
temperaturas generalmente calidas, humedad relativa moderada y precipitaciones
relativamente bajas a moderadas (Morales, 2006).

En este trabajo, las variables seleccionadas e incluidas en el modelo, concuerdan
con lo expuesto por Morales & Jones (2004) donde indican que, si los inviernos
anteriores a la siembra son célidos, la poblacion del vector no se ve afectada y el nimero
de individuos aumenta conforme a la temperatura. También Krause-Sakate et al., 2020,
sugieren que las poblaciones de moscas blancas son afectadas por condiciones de
temperaturas extremas, baja Hr (<60 %), la persistencia de lluvias y la no adaptacion a
elevaciones superiores a los 1000 msnm. Los autores sostienen que la temperatura es uno
de los parametros mas criticos en el desarrollo del insecto, influenciando en su
colonizacién, comportamiento y distribucién. Jones (2009) y Morales (2004) reafirman
lo comentado, argumentando que la incidencia de B. tabaci, en general, es mas alta en
regiones con una estacion seca (Heinemann et al., 2016), de al menos 4 meses, con un

registro de precipitaciones inferiores a 80 mm y una temperatura media mensual de no
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menos de 21 °C en los meses mas calidos del afo. Es probables que tales condiciones
ocurran en areas cada vez méas amplias a medida que el calentamiento global avance.

Dentro de los factores citados, la temperatura es esencial para el desarrollo de
vida del vector. En promedio, el ciclo de vida oscila entre los 17 a 27 dias, pero puede
ser completado entre 12-14 a 43-49 dias dependiendo de las condiciones de calor o frio,
respectivamente. Su rango de temperatura de desarrollo es muy amplio, siendo las mas
favorables entre 16 y 24 °C. Las temperaturas por debajo de los 9 °C y por encima de los
40 °C son letales para el insecto. En cuanto a la Hr, la 6ptima esta entre el 30 y 60%
(Ghosh et al., 2019; Morales & Jones, 2004; Picé et al., 1996). Otros autores tambiéen
citan al fotoperiodo como factor necesario para un éptimo desarrollo del insecto (Polston
& Capobianco, 2013) y la altitud (Alemandri et al., 2012; Morales et al., 2006).

Es importante tener en cuenta que, hasta el momento, no se habia desarrollado un
modelo predictivo de incidencia de begomovirus en cultivos de poroto como el que se
presenta en este capitulo. Sin embargo, la caracterizacion y las observaciones antes
mencionados por los distintos autores les proveen coherencia y un gran respaldo a las
variables predictoras seleccionadas. Ahora bien, los modelos son un recorte de la realidad
y su ajuste y aplicacion debe contemplar otros factores, como la susceptibilidad del
cultivo, la disponibilidad de hospederos alternativos que posibilitan la alimentacion y
reproduccion de los vectores, el manejo agronémico realizado, etc. En este marco, el
desarrollo de modelos predictivos podria componer sistemas de alerta temprana para la
toma de decisiones de manejo de cultivos y, en consecuencia, reducir los riesgos de
infeccion, sin embargo, no debe omitirse que la prediccion de la probabilidad de
desarrollo de una enfermedad en un cultivo es caracteristica particular y exclusiva de

cada patosistema y puede alterarse por factores no considerados.
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3.6 Conclusion

El uso de herramientas estadisticas en el analisis de variables ambientales para
evaluar su relacion con la presencia/ausencia de begomovirus es muy til para simplificar
la alta dimensionalidad de la misma. Asi es que, dentro del patosistema evaluado, se
determind a la temperatura, humedad y precipitacion en épocas de pre-siembra, como las
variables meteoroldgicas de mayor impacto en la incidencia o presion de enfermedad
ocasionada por estos patdgenos.

El modelo predictivo logrado, basado en las variables mencionadas, posee una
buena capacidad predictiva, con alta precision, sensibilidad y especificidad.

El trabajo realizado, a través de los monitoreos de enfermedad, el uso de base de
datos de variables ambientales y el andlisis estadistico posibilitd generar un aceptable

modelo predictivo de probabilidad de ocurrencia de enfermedad.
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CAPITULO 4

EVALUACION FENOTIPICA DE CULTIVARES COMERCIALES DE
POROTO FRENTE A INFECCIONES DE BBSV
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4.1 Introduccidén

En Argentina, diversos trabajos de investigacion y experimentacion se realizan
sobre el cultivo de poroto con el objetivo de desarrollar y crear variedades con
caracteristicas agrondémicas superiores, adaptadas al sistema extensivo de produccion, a
las distintas zonas agroecolodgicas, y con calidad de granos aptas para la exportacion
(INTA, n.d.). La seleccion de germoplasma enfatiza entre los principales objetivos la
tolerancia a enfermedades, constituyendo el complejo virus-moscas blancas, una de las
principales limitantes bidticas que afectan el rendimiento, calidad de granos y
adaptabilidad del cultivo (Pieruschka & Lawson, 2015). Como se ha mencionado, las
enfermedades generadas por infecciones de begomovirus se constituyen, dentro de ese
complejo, como las restricciones sanitarias mas importantes para este cultivo en
Argentina (Maggio, 2021; Rodriguez Pardina, 2020).

Respecto a ello, la evaluacion del “mosaico dorado” en materiales de poroto se ha
Ilevado a cabo tradicionalmente en condiciones de campo debido a la dificultad de lograr
una transmisién mecanica exitosa de BGMV y de mantener colonias vivas y viruliferas
de su insecto vector. Aunque el conocimiento del comportamiento a campo del
germoplasma de poroto bajo la incidencia natural de BGMV es fundamental, varios
factores, a menudo, dificultan la interpretacion de las observaciones realizadas. Una de
las principales limitaciones es la relacion directa que existe entre la incidencia de BGMV
y la dindmica de las poblaciones de mosca blanca. Una presencia baja o tardia de estos
vectores da como resultado una incidencia baja de enfermedad y una reaccion de defensa
0 comportamiento moderada (Agarwal et al., 2021; Morales & Niessen, 1988). También,
otros patdgenos, plagas y factores abidticos afectan a los mecanismos de resistencia de
las plantas en la naturaleza (Morales & Niessen, 1988) complejizando la caracterizacion
del germoplasma evaluado en campo.

Si bien, el mejoramiento y las observaciones sanitarias siempre se enfatizaron
frente a las enfermedades ocasionadas por BGMYV, otros begomovirus han sido
reportados afectando el cultivo de poroto (Inoue-Nagata et al., 2016; Rodriguez-Pardina
et al., 2006; Rodriguez Pardina et al., 2011; Varela et al., 2018; Vizgarra et al., 2006).
Dentro de ellos se reporta a bean bushy stunt virus (BBSV) generando sintomas de
enrollado de hojas y retraso de crecimiento en infeccion natural, y ampollado de hojas,
enanismo y clorosis bajo infecciones experimentales sobre distintos tipos comerciales

(blanco, negro y cranberry) de poroto (Reyna et al., 2021). Debido a que cada raza de
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poroto fue probablemente domesticada a partir de diferentes poblaciones ancestrales, se
asume que diferentes mecanismos y genes de resistencia a begomovirus han evolucionado
con ellas, existiendo evidencia de comportamientos diferenciales en distintos materiales
infectados (Morales & Singh, 1993).

En este capitulo, se pretende aportar informacion para una caracterizacion
fenotipica de respuesta a infecciones ocasionadas por BBSV en cultivares de poroto de
distintos tipos comerciales evaluando diferentes parametros fisiologicos.

4.2 Objetivos

Describir el comportamiento y las alteraciones fisioldgicas de diferentes

cultivares comerciales de poroto frente a infecciones ocasionadas por begomovirus.
4.3 Materiales y métodos
4.3.1 Preparacion de plantulas

Se desinfectaron semillas de poroto de los cultivares Alubia seleccion Cerrillos,
NAG12, LCR5y de soja cultivar Jack, durante 30 segundos con alcohol 96% y luego con
hipoclorito de sodio al 10% por 1 a 2 minutos. Finalmente fueron lavadas con agua
destilada y colocadas en cdmaras humedas a 28 °C por 72 h. De las semillas germinadas,
25 de cada tipo fueron seleccionadas y sembradas en vasos plasticos de 110 cc con
sustrato esterilizado constituido por tierra y arena (1:1). Las plantulas se mantuvieron en
invernadero a 24 °C hasta el desarrollo de su primer par de hojas unifoliadas.

Debido a la importancia de soja como cultivo en Argentina, a su coexistencia en
regiones productivas del NOA con poroto, y a su particularidad de comportarse como
hospedero de begomovirus, se incluye al cultivar Jack de esta oleaginosa en esta

caracterizacion fenotipica.
4.3.2 Inoculacién y mantenimiento de plantas

La inoculacion per se se realizd de acuerdo a los ajustes logrados y detallados
anteriormente (ver apartado 2.3.3.1). La distancia de disparo al tejido banco fue de
aproximadamente 2 cm y se utilizaron presiones del orden de los 900 y 1100 psi. Se
utilizaron dos dosis de indculo (1x y 2x). La dosis de in6culo 1x fue de 8 ul, mientras que
la dosis 2x se trat6 de una adicion extra de 8 pl. Por cada cultivar/especie se inocularon

20 plantas y 5 se mantuvieron como testigos mock inoculados. Luego de ser inoculadas,
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todas las plantulas se trasplantaron a macetas de 3 | y fueron mantenidas en invernadero
bajo condiciones controladas de riego y temperatura. Se realizaron dos aplicaciones de
insecticidas (Actara (Tiametoxam) 1 g/l y Fast 1.8 (Abamectina) 1 cc/l) para el control de

poblaciones de trips.

La observacion del desarrollo de las plantulas y de los sintomas de enfermedad se
realizd de manera periddica. Todas las plantas inoculadas fueron evaluadas por PCR para
corroborar la existencia o ausencia de infeccion viral utilizando cebadores especificos,
para el DNA-A de BBSV, descriptos en el capitulo 2, que amplifican un fragmento de
1309 pb.

4.3.3 Variables y pardmetros registrados y evaluados

-Eficiencia de inoculacién (%)

La eficiencia de inoculacion se calculd de acuerdo al cociente entre el nimero de
plantas infectadas (PCR positivas) sobre el total de plantas inoculadas, multiplicado por
100. Este célculo se realizé para cada cultivar/especie, y también de una manera total

considerando todas las plantas tratadas.

-Correlacion sintoma-infeccion viral

La correlacion sintoma-infeccion viral se determind de acuerdo a la observacion
de los distintos sintomas desarrollados, en los diferentes tiempos pos-inoculacion
considerados (10, 17, 31 y 55 dias), en el total de plantas evaluadas y su infeccion viral
corroborada por PCR. De esta manera, se cre0 una tabla (Tabla 13) de asociacion entre
los sintomas observados en los distintos momentos y la cantidad de plantas infectadas
(PCR positivas).

Los sintomas observados se clasificaron de la siguiente manera:
1.- Achaparramiento con disminucion del niamero y tamafio de hojas
2.- Disminucién del tamafio de planta
3.- Brotes supernumerarios
4.- Clorosis/Mosaicos
5.- Ampollado
6.- Necrosis de brotes

7.- Ausencia de sintomas
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Nota: Se consideré como sintoma de achaparramiento a las plantas que presentaron hojas
arrugadas, enrolladas, condensadas. Estas caracteristicas se diferencian del sintoma “2”;

de esta manera una planta puede tener achaparramiento y tener una altura considerable.

-Parametros fisiologicos: altura, nUmero de hojas y area foliar

Se registrd la altura, nimero de hojas y area foliar de cada hoja nueva expandida
por planta, a los 10, 17 y 31 dias después de inoculacion (DDI).

Para homogeneizar este registro, sélo se contabilizaron las nuevas hojas trifoliadas
totalmente expandidas, y la altura de las plantas se midio desde el nudo de insercion de
los cotiledones. El area foliar se midio6 a través programa ImageJ (Rueden et al., 2017)
sobre el total de la primera, segunda y tercera hoja trifoliada expandida a los 10, 17 y 31
dias DDI, respectivamente. En las plantas mock inoculadas este registro se realizo de la
misma forma para asegurar una correcta posterior comparacion.

La contabilizacion del nimero de hojas y la observacién de sintomas se realizo
hasta los 55 DDI.

-Parémetros fisioldgicos: contenido de clorofila y funcionalidad de cloroplastos

La estimacion del contenido clorofila se realiz6 utilizando un medidor portatil
SPAD-CLO1 (Hansatech Instruments, Pentney King’s Lynn, UK), que suministra un
valor, en el rango de 0 a 100, proporcional a la cantidad de clorofila.

El estado funcional de los cloroplastos se midi6 a través de la fluorescencia de
clorofila con el fluorometro Pocket-PEA (Plant Efficiency Analyzer, Hansatech
Instruments Ltd) tomando al Pl como parametro de valor definitivo. EIl indice de
rendimiento o “performance index” (PI) es, esencialmente, un indicador que informa
sobre la funcionalidad de los fotosistemas de la planta (Hansatech Instruments Ltd, n.d.;
Ziveak et al., 2008).

Ambas mediciones, se tomaron sobre la porcion basal y distal del foliolo central
de la primera, segunda y tercera hoja trifoliada de cada planta a los 10, 17 y 31 dias DDI,

respectivamente.

-Rendimiento
La determinacién del rendimiento se estableci6 a través de la contabilizacion del

namero de granos producidos.

-Analisis estadisticos
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Los datos obtenidos segun las evaluaciones realizadas, se analizaron a través de
un anélisis de la varianza (ANOVA) con el programa INFOSTAT (Di Rienzo et al.,
2018).

4.4 Resultados
4.4.1 Eficiencia de inoculacién (%)

La eficiencia de inoculacion (plantas infectadas/plantas inoculadas*100)
observada fue del 42.5%. Sin embargo, este valor respondié a una variacion de entre el
70y 25% dependiente del hospedante inoculado. De las 20 plantas inoculadas del cultivar
Alubia, 14 fueron infectadas por BBSV (70%). En las variedades de poroto LCR5 y
NAG12 estos valores fueron del 35% y 25% respectivamente, mientras que en soja la
eficiencia de inoculacion fue del 40%, ya que s6lo 8 de las 20 plantas inoculadas
mostraron estar infectadas. Las plantas infectadas, incluidas en este andlisis, amplificaron

por PCR el fragmento esperado de 1309 pb.
4.4.2 Correlacion sintoma-infeccion viral

Las amplificaciones por PCR ponen en manifiesto que, de los sintomas
observados, el achaparramiento con disminucién del nimero y tamafio de hojas (1) y la
disminucion del crecimiento (2), presentaron la mayor correlacion con la presencia del
virus en el cultivar Alubia, ya que el total de las plantas infectadas presentaron estas
patologias (Figura 33). Estos sintomas acompafiaron el ciclo de las plantas infectadas
desde los 10 DDI. La brotacién supernumeraria (3) también fue un sintoma comun para
esta variedad que fue observandose en el transcurso de los dias. A partir de los 31 DDI,
comenzaron a desarrollarse clorosis (4) con avances hacia necrosis de brotes y hojas (6)
en la mayoria de las plantas infectadas de este cultivar (Tabla 13).

Por otro lado, LCR5 y NAG12 se comportaron con mayor tolerancia en
comparacion con el cultivar Alubia frente a las infecciones por BBSV. En estos casos, las
correlaciones de sintoma e infeccion viral fueron bajos. En ellos la observacion de
sintomas no siempre estuvo asociada a enfermedad, ya que existieron casos de deteccion
de BBSV en ausencia de sintomas, principalmente en el cultivar LCR5. Ademas, también
se observaron plantas que no presentaron amplificaciones por PCR, pero si desarrollaron

sintomas.
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En LCRS5, clorosis (4) observadas a partir de los 17 DDI fue el sintoma mas
concordante con infeccion, por otro lado, la brotacién supernumeraria (3) no siempre
estuvo asociada con enfermedad (ver valores negativos en Tabla 13). Cabe destacar, que
algunas plantas no presentaron desarrollo de sintomas (7) aun detectandose a BBSV por
PCR (Figura 34).

NAG12 presentdé como sintoma de mayor correlacion con enfermedad inducida
por BBSV, a plantas con achaparramiento (1) y clorosis (4) a partir de los 31 DDI. Plantas
con disminucién de su crecimiento (2) o de bajo porte no fue un sintoma de enfermedad
en este cultivar (ver valores negativos en Tabla 13) (Figura 35). También pudo observarse
en algunas plantas infeccion viral sin sintomas.

Ensoja, las correlaciones interpretadas también fueron bajas. Esta especie también
se comportd de manera tolerante en comparacion a los cultivares de poroto. En ella, el
desarrollo de clorosis (4) y ampollado de hojas (5) fueron de los sintomas mas comunes
en plantas infectadas por BBSV (Figura 36). Sin embargo, en el desarrollo de hojas

nuevas estas sintomatologias fueron desapareciendo (Tabla 13).
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Tabla 13. Cantidad de plantas infectadas (PCR positivas) de acuerdo a los sintomas

observados en los distintos dias después de inoculacion.

Sintomas
Cultivar/especie  DDI

1 2 3 4 5 6 7
10 14 13 8 1 - - -6
Alubia 17 14 14 9 5 - - -6

seleccion
Cerrillos 31 14 14 12 10 - 11 -6
55 14 14 10 14 - 14 -6
10 1 1 1 1 - - 6
17 1 - -6 3 - - 1

Leales CR5

31 2 - -6 3 - 1 3
55 2 1 -4 4 - - 3
10 3 - - - - - 2
17 3 -10 - - - - -

NAG12
31 2 -10 - 3 - - -
55 3 -10 3 3 - -2 -
10 - - - 5 5 - -
17 - - - 8 8 - -

Soja cv. Jack

31 - - - 6 6 - -
55 - - - 1 1 4 -

*Valores negativos indican plantas con el sintoma “x” y con resultados de PCR negativos.
*Los sintomas son: Achaparramiento con disminucion del nimero y tamafio de hojas (1),
Disminucién del tamafio de planta (2), Brotes supernumerarios (3), Clorosis/Mosaicos

(4), Ampollado (5), Necrosis de brotes (6), Ausencia de sintomas (7).
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Figura 33. Sintomas de achaparramiento y disminucién del crecimiento en planta cv.
Alubia infectada por BBSV.
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Figura 34. Sintomas de clorosis en mosaico en planta cv. Leales CR5 infectada por
BBSV.
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Figura 35. Sintomas de brotacién supernumeraria en planta de poroto cv. NAG12
infectada por BBSV.
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Figura 36. Sintomas de clorosis en mosaico y ampollado en planta de soja infectada por
BBSV.

4.4.3 Parametros fisioldgicos: altura, nUmero de hojas y area foliar

En lo que respecta a: altura de plantas, niUmero de hojas y area foliar por planta,
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre plantas sanas y enfermas
para el cultivar Alubia. Estas diferencias se observaron desde los 10 DDI y son reflejo de
las sintomatologias registradas. El achaparramiento con disminucion del tamafio y
numero de hojas, fueron sintomas que se expresaron de manera severa en este cultivar,
en donde las plantas infectadas no superaron en promedio los 8.91 cm en altura entre los
distintos momentos pos-inoculacion analizados. De manera consecuente, el nimero de
hojas también estuvo fuertemente afectado, se registraron en promedio no mas de 2 hojas
verdaderas desarrolladas. El area foliar también presenté grandes disminuciones de
tamarfio, principalmente a partir de los 17 DDI (Figura 37).

En LCR5, no se observaron diferencias significativas entre plantas sanas y
enfermas en las dos primeras mediciones (10 y 17 DDI), sin embargo, existe una
tendencia a la disminucion en los parametros medidos en las plantas infectadas. Estas
diferencias si fueron significativas a los 31 DDI (Figura 38).
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NAG12, también presento diferencias significativas en altura y area foliar
respecto a sus testigos sanos. EI nimero de hojas present6 la menor variacion entre los
distintos momentos pos-inoculacién, e inclusive, en promedio, fueron mayores al de las
plantas sanas a los 55 DDI (Figura 39).

El cultivar de soja, no presentd diferencias significativas en cuanto al nimero de
hojas desarrolladas respecto al control, pero las mismas si tuvieron una menor superficie
foliar. Ademas, la altura de las plantas enfermas también fue menor en comparacion a sus

pares sanas (Figura 40).
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Figura 37. Gréaficos para las variables altura, nimero de hojas y area foliar medidas en
el cultivar Alubia a los 10, 17, 31 y 55 dias después de inoculacion (DDI). La barra gris
claray los puntos verdes representan a los testigos sanos mientras que la gris oscura 'y los
puntos amarillos a las plantas infectadas. Letras diferentes representan diferencias
estadisticamente significativas segun test LSD de Fisher al 5% de significancia (n=25).
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Figura 38. Gréficos para las variables altura, nimero de hojas y area foliar medidas en
el cultivar LCR5 a los 10, 17, 31 y 55 dias después de inoculaciéon (DDI). La barra gris
clara'y los puntos verdes representan a los testigos sanos mientras que la gris oscura y los
puntos amarillos a las plantas infectadas. Letras diferentes representan diferencias
estadisticamente significativas segun test LSD de Fisher al 5% de significancia (n=25).
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Figura 39. Graficos para las variables altura, nimero de hojas y area foliar medidas en el
cultivar NAG12 a los 10, 17, 31 y 55 dias después de inoculacion (DDI). La barra gris
claray los puntos verdes representan a los testigos sanos mientras que la gris oscuray los
puntos amarillos a las plantas infectadas. Letras diferentes representan diferencias
estadisticamente significativas segun test LSD de Fisher al 5% de significancia (n=25).
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Figura 40. Gréficos para las variables altura, nimero de hojas y area foliar medidas en
el cultivar de soja JACK a los 10, 17, 31 y 55 dias después de inoculacién (DDI). La barra
gris clara y los puntos verdes representan a los testigos sanos mientras que la gris oscura
y los puntos amarillos a las plantas infectadas. Letras diferentes representan diferencias
estadisticamente significativas segun test LSD de Fisher al 5% de significancia (n=25).

4.4.4 Parametros fisiologicos: contenido y fluorescencia de clorofila

El contenido de clorofila, estimado a través del indice de clorofila, tuvo en las
plantas enfermas de los cultivares Alubia, NAG12 y en soja, valores superiores y
estadisticamente significativos en comparacion con sus testigos sanos a los 10 DDI; sin
embargo, estos valores disminuyeron en el transcurso de los dias. Respecto a las plantas
enfermas de LCR5, siempre mostraron valores inferiores de clorofila respecto a sus

testigos sanos con diferencias significativas solo a los 17 DDI (Figura 41).
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Figura 41. Gréficos para la variable indice de clorofila medida a los 10, 17 y 31 dias
después de inoculacion (DDI). La barra gris clara representa los testigos sanos mientras
que la gris oscura a las plantas infectadas. Letras diferentes representan diferencias
estadisticamente significativas segun test LSD de Fisher al 5% de significancia (n=25 por
cultivar).

La funcionalidad de los cloroplastos evaluada a través del valor de PI, deja en
evidencia alteraciones a nivel del aparato fotosintético de todos los cultivares evaluados.
Si bien no existieron grandes diferencias entre plantas sanas y enfermas, los valores de Pl
tuvieron una tendencia a ser inferiores en plantas infectadas. En Alubia, NAG12 y soja,
se observd una mejor vitalidad a los 10 y 17 DDI, sin embargo, en el transcurso de los

dias pos-inoculacion, el valor de P1 volvié a ser menor en plantas enfermas (Figura 42).

93



Poroto var. Alubia Poroto var. LCR5

8,0' 6,0'
TA I
6.01 451 A Ta
"_|'A
A A LA A A
@ 4,01 A @ 3,01
B A
2,01 1,51
0,0 ' J 0,0 .
10 DDI 17 DDI 31 DD 10 DDI 17 DD 31 DD

Soja cv. Jack
Poroto var. NAG12

6,0
6,01 IA
T
A 4,57 A
4,54 A
A B
_ hA
_ & 3,01
T 301 A
A
A B
A
1,51 151
0,0 . 0,0 ' ]
10 DDI 17 DDI 31DDI 10 DDI 17 DDI 31 DDI

Figura 42. Gréficos para la variable Performance index (Pi) medidaa los 10, 17 y 31 dias
después de inoculacion (DDI). La barra gris clara representa los testigos sanos mientras
que la gris oscura a las plantas infectadas. Letras diferentes representan diferencias
estadisticamente significativas segun test LSD de Fisher al 5% de significancia (n=25 por
cultivar).
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4.4.5 Parametros fisiol6gicos: rendimiento

Respecto al niUmero de granos producidos, las pérdidas fueron evidentes y reflejo
de las sintomatologias y alteraciones observadas en los distintos parametros analizados.
En Alubia, las pérdidas en produccién fueron totales; ninguna de las plantas infectadas
tuvo capacidad de producir granos. NAG12 también presentd grandes pérdidas. Las
mismas fueron cercanas al 90%. Por otro lado, LCR5 y el cultivar de soja, fueron los
materiales que menores pérdidas de rendimiento experimentaron respecto a sus pares
sanos. En LCRS5 este nivel productivo fue del 38% (pérdidas del 62%), y en soja del 45%
(Figura 43).
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Figura 43. Gréficos para la variable nimero de granos (rendimiento) para las condiciones
sanitarias de planta infectada (virus presente) y planta sana de los tres cultivares de poroto
y soja. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas segun test
LSD de Fisher al 5% de significancia (n=25 por cultivar).
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4.5 Discusion

La descripcion del comportamiento de los cultivares de poroto y soja, deja en claro
la existencia de grandes diferencias, en los distintos pardmetros evaluados, frente a las
infecciones ocasionadas por BBSV.

El cultivar Alubia seleccién Cerrillos, fue de los més faciles de inocular y el que
presentd evidentes sintomas de enfermedad, donde el achaparramiento tuvo grandes
implicancias negativas en el tamafio y nimero de hojas y en la altura de las plantas
infectadas, resultando en una produccion nula de granos. Debe considerarse la gran
importancia de este cultivar para el mercado agroexportador, ya que sus granos del tipo
blanco grande son muy demandados, principalmente por paises del Mediterraneo
(Calzada & Treboux, 2019; Maggio, 2021). Tal vez la mayor susceptibilidad de este
cultivar se deba a la virulencia del patdgeno sobre este tipo de cultivo, ya que BBSV
también fue aislado de plantas de poroto del tipo blanco (Reyna et al., 2021), o bien puede
deberse a la susceptibilidad intrinseca del cultivar (Fekete, 2010).

En LCRS5, los sintomas més evidentes de enfermedad fueron las clorosis, donde
pudo observarse alteraciones a nivel de la funcionalidad de su aparato fotosintético. Al
igual que en NAG12, algunas plantas resultaron estar infectadas (PCR+) sin presentar
sintomas evidentes. Este hecho brinda indicios de mayor tolerancia de estos cultivares
frente al patogeno, pero también la idea de una fuente de indculo “silenciosa” que puede
resultar perjudicial.

Alubia y LCR5 mostraron comportamientos contrastantes siendo el primero muy
susceptible y el segundo tolerante. Ambos materiales poseen acervos génicos andinos, sin
embargo la mayor tolerancia observada en LCR5 posiblemente pueda deberse a la
existencia de algin gen introgresado que le confiere esa particularidad (Anaya-Lopez et
al., 2018; Lobaton et al., 2018; Singh et al., 2000; Soler et al., 2021; Velez et al., 1998).
En este sentido, conocer el pedigree de los materiales trabajados es fundamental. Por otro
lado, el cultivar NAG12 de acervo génico mesoamericano, de grano negro pequefio, y de
gran importancia para abastecer los mercados importadores de paises latinoamericanos
como Brasil (Calzada & Treboux, 2019; Maggio, 2021), presentd un nivel de tolerancia
intermedio entre Alubia y LCR5, con sintomas de achaparramiento y clorosis mas
notorios alrededor de la mitad de su ciclo de vida, y con un nivel productivo menor a
LCRS.
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En cuanto a soja, también pudo observarse un comportamiento de tolerancia
donde la observacion de sintomas de ampollado y clorosis fueron desapareciendo a
medida que se generaron hojas nuevas, sin embargo, el tamafio de plantas y la superficie
foliar fueron menores en plantas enfermas que en sus pares sanas.

Las respuestas de los distintos genotipos frente a infecciones por BBSV es de
suma importancia para desarrollar estrategias de manejo o seleccion de cultivares. Lograr
estas respuestas en experimentos bajo presiones adecuadas y uniformes de patdgeno son
convenientes, sin embargo, seria dptimo replicar estos ensayos en entornos contrastantes
(Morales & Singh, 1993), como por ejemplo ambientes de alta temperatura (Anaya-Lopez
et al., 2018). Por otro lado, si bien las inoculaciones mecénicas en invernadero son mas
confiables que las observaciones logradas a campo, esto no permite la seleccién de formas
de resistencia relacionadas con el vector, ya que, por ejemplo, el nimero de moscas
blancas puede diferir entre los genotipos debido a preferencias propias del vector
(Adames-Mora et al., 1996), o a mecanismos propios del hospedero que afectan la
biologia y comportamientos del insecto (antibiosis y antixenosis) como las
modificaciones de la epidermis o secrecion de sustancias repelentes (Badii & Garza
Almanza, 2007; Helser & Tharp, 2005); por ello, extensos experimentos de preferencia 'y
biologia cuidadosamente planeados son necesarios para comprender completamente el
nivel de resistencia de los genotipos de poroto (Agarwal et al., 2021). Ademas, debe
considerarse una presion de inoculo Optima para evitar eliminar fuentes utiles de
resistencia/tolerancia (Adames-Mora et al., 1996).

Por otro lado, y como se ha mencionado, conocer el “pedigree” de los materiales
trabajados es fundamental, debido a que cada raza de poroto, probablemente domesticada
a partir de diferentes poblaciones ancestrales, asume diferentes mecanismos y genes de
resistencia a begomovirus, que han evolucionado con ellas existiendo evidencia de
comportamientos diferenciales en distintos materiales (Fekete, 2010; INTA, n.d.; Morales
& Singh, 1993; Vizgarra et al., 2006).

En este capitulo el aporte de informacion para una caracterizacion fenotipica de
respuesta de los distintos genotipos frente a BBSV puede resultar en informacion
importante para el desarrollo de estrategias de manejo o seleccién de cultivares que
muestren menor severidad de sintomas y mejor productividad en ambientes de alta

presion de enfermedad.
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4.6 Conclusion

La descripcion del comportamiento de los cultivares de poroto y soja, deja en
evidencia la existencia de grandes diferencias, en los distintos parametros evaluados,
frente a las infecciones ocasionadas por BBSV.

El nivel de tolerancia a enfermedad es mas alto en LCRS5. El cultivar Alubia
seleccion Cerrillos, fue de los més faciles de inocular y el que presentd evidentes sintomas
de enfermedad, siendo el méas afectado de los cultivares evaluados. NAG12 tuvo un
comportamiento intermedio. El cultivar de soja Jack, también posee un considerable nivel
de tolerancia a la enfermedad.

El impacto de las infecciones ocasionadas por BBSV debe ser altamente
considerado mas alla de los niveles de tolerancia/susceptibilidad de los materiales

implicados, ya que las pérdidas de rendimiento generadas pueden ser cuantiosas.
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CAPITULO 5

USO DE MARCADORES MOLECULARES EN BUSQUEDA DE RESISTENCIA
GENETICA A BEGOMOVIRUS
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5.1 Introduccién

La incorporacion de varios genes/alelos ha sido reconocida como una de las
estrategias mas interesantes y apropiadas en la bldsqueda de una resistencia amplia y
estable a enfermedades ocasionadas por begomovirus (Singh et al., 2000; Valdés et al.,
2017). En poroto, la resistencia genética hacia estos patdégenos ha sido fundamentalmente
abocada hacia la defensa contra BGYMV y BGMV.

En el manejo de estos patdgenos, en términos de resistencia, fue posible observar
comportamientos diferenciales en progenies de cruzamientos intra e inter raciales de
poroto (Blair et al., 2007; Singh et al., 2000). De esta manera, se han determinado distintas
lineas o materiales parentales de caracteristicas sobresalientes como el retraso en la
expresion de sintomas (Osorno et al., 2004), la resistencia a la clorosis de hojas (Velez et
al., 1998) y el desarrollo normal de vainas, en presencia de alta presion de enfermedad
(Acevedo Roman et al., 2004). En estas lineas se han identificado diferentes genes y
regiones a los que se asocian distintos marcadores moleculares utilizados en los
programas de mejoramiento vegetal.

Estudios genéticos descubrieron los genes independientes bgm-1 (Blair & Beaver,
1993), bgm-2 (Velez et al., 1998), y bgm-3 (Osorno et al., 2007) que condicionan altos
niveles de resistencia contra el amarillamiento de hojas, el mosaico y la clorosis. Los Bgp
(Acevedo Roman et al., 2004) y Bgp-2 (Osorno et al., 2007) confieren resistencia a la
deformacion de vainas, mientras que los QTLs (Quantitative Trait Locus) en los
cromosomas Pv04 y Pv07 contribuyen a un retraso/reduccion de la clorosis foliar (Miklas
et al., 1996). De todos los descriptos, bgm-1 es el gen mas utilizado en programas de
mejora genética para la resistencia, en parte por su origen centroamericano, pero también
por el desarrollo y la abundancia de marcadores moleculares asociados a €l (Blair et al.,
2007; Urrea et al., 1996).

La “tecnologia” de los marcadores moleculares ha revolucionado los programas
de mejoramiento, sirviendo como herramienta fundamental en la identificacion y
seleccidn de estos genes. Urrea et al. (1996), identificaron un marcador RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) ligado al gen bgm-1 a partir del cual desarrollaron el
marcador SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) SR2. Este ha sido utilizado
en los programas de seleccion asistida por marcadores ya que se encuentra ligado al gen
bgm-1 para resistenciaa BGYMV (Soler et al., 2017). Miklas et al. (2000), identificaron

un QTL mayor y un marcador RAPD asociado para resistencia a BGYMYV en las lineas
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DOR 364 de poroto. Estos marcadores fueron posteriormente convertidos al marcador
SCAR SW127q0 por los investigadores del CIAT. Sin embargo, actualmente, Soler et al.
(2021), proponen nuevos marcadores, del tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism),
obtenidos a partir de “Genotyping By Sequencing (GBS)” sobre la region asociada al gen
bgm-1. Estos presentan ventajas frente a los marcadores SCAR (Soler et al., 2017, 2021),
facilitando los programas de seleccion asistida. Se trata de los marcadores PvNAC1
(CB_475) asociados a bgm-1, y de BGY4.1, BGY7.1 y BGY8.1 vinculados a QTLs de
resistencia (Soler et al., 2021).

Los cambios en un unico nucledtido (SNP) o pequefias variaciones en una
secuencia de DNA son posibles de ser visualizadas a través del metodo “High Resolution
Melting (HRM)”. Esta técnica se basa en el andlisis cuantitativo, en alta resolucion, de
curvas de disociacion de fragmentos de DNA amplificados por PCR (Taylor et al., 2009).
La combinacion de qPCR, la saturacion de DNA con colorantes y el control sobre la
fusion o “melt” de la doble cadena, ha permitido la identificacion de pequefias variaciones
en secuencias de acidos nucleicos basadas en su composicién, largo, contenido de GC
(guanina y citosina) y complementariedad de cadenas (Garritano et al., 2009). La
utilizacion de los marcadores del tipo SNP supone poder lograr productos diferenciales y
factibles de ser analizados por HRM. En este punto, el método “(Tm)-shift SNP
genotyping” (Germer & Higuchi, 1999; Wang et al., 2005), permite lograr productos que
pueden ser discriminados por sus temperaturas de fusion o disociacion (Tm-shift) en un
termociclador de tiempo real. El principio de esta técnica se basa en una reaccion de PCR
que utiliza dos oligonucledtidos especificos (uno para cada alelo) con el agregado de colas
ricas en GC de diferente longitud, y un cebador reverso comin, de modo tal que el DNA
gendémico se amplificard con uno u otro cebador, dependiendo de qué alelo SNP esté
presente, resultando en muestras homocigotas opuestas 0 en heterocigotas, si se han

amplificado con ambos iniciadores (Figura 44).
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Figura 44. Curvas de fusion y electroforesis de productos amplificados a través de la
metodologia (Tm)-shift SNP genotyping con el marcador CB_475 asociado al gen bgm-
1 (Adaptada de Soler et al., 2021).

De este modo, el empleo del método (Tm)-shift SNP genotyping permite
determinar variaciones genéticas logrando discriminar diferencias o variantes alélicas en
secuencias de DNA de interés. El objetivo de este capitulo se basa en ajustar las técnicas
y uso de marcadores moleculares del tipo SCAR y SNP asociados a resistencia a
enfermedades ocasionadas por begomovirus en una seleccién de materiales de poroto,
conformada por poblaciones nativas silvestres y cultivares comerciales de distintos

acervos génicos, y su validacion para la caracterizacion de germoplasma.
5.2 Objetivos

Ajustar el uso de marcadores moleculares del tipo SCAR y SNP ligados a genes

de resistencia a begomovirus en poroto.

Caracterizar una seleccion de germoplasma (poblaciones nativas silvestres y
cultivares comerciales) y muestras de poroto de campo mediante marcadores moleculares

ajustados ligados a genes de resistencia a begomovirus.
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5.3 Materiales y métodos
5.3.1 Seleccion de marcadores moleculares

En base a la bibliografia consultada, se seleccionaron marcadores del tipo SCAR
(Anaya-Lopez et al., 2018) y SNP (Soler et al., 2017, 2021) ligados a genes y QTLs
asociados a la resistencia de BGYMV (Velez et al.,, 1998). Los iniciadores

correspondientes a cada marcador se detallan en la Tabla 14.
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Tabla 14. Oligonucleotidos seleccionados como marcadores moleculares asociados a resistencia de BGYMV.

Tipo de Locus Fragmento
P Primer ID Oligonucleotido Forward Oligonucleotido Reverse (pb) y/o Tm
marcador target X
Shift (°C)*
530 pb
(resistente)
SCAR  SR2 CACAGCTGCCCTAACAAAAT CACAGCTGCCACAGGTGGGA  bgm-1 570 pb
(susceptible)
T AGAAGCACAGTATGAT BGY 7
SCAR  SW12700 TGGGCAGAAGTTCTAGCATGTGGC CGGCAGAAGCACAG G G 00 p_b
TTG 4.1  (susceptible)
Fa: 79 ¢
gcgggcCATTTTATTTTGGTCGCAATCCT (susceptible)
SNP CB_00434 Fb: AGACCTTCGTGGTTGGTGGA  bgm-1 ~82p°C
0cgggcagggcggCATTTTATTTTGGTCGCAATT .
(resistente)
CG
~ 0
Fa: BOpS (65
snp CBATS gcgggcagggcggCCGTGiTTGGTGGACAAAAG GGATCACACGTTCCTGATGCA bgm-1  (esistente)
(PYNAC1) o g ~82.5°C
9cg9gcCGTGGTTGGTGGACACG (S”(S;Se'[;')k)"e)
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Fragmento

Tipo de Primer ID Oligonucleotido Forward Oligonucleotido Reverse Locus (pb) y/o Tm
marcador target X
Shift (°C)*
Fa: ~78°C
SNP S04 25310 0cgggcagggcggcCTCGTTCATCAACCTTGC CTTTATCCAGCCACCACAGAAT BGY  (susceptible)
38 Fb: 4.1 ~81°C
0cgggcCTCGTTCATCAACCTTGG (resistente)
Fa: ~80°C
SNP  S1137 407 gcgggcagggcggCCCAA':tf CTTTCAGTCATGTC - 5 CAGAAGAATGTGTCCAGG B7GlY (S“f‘;‘;ng"e)
gcgggcTCCAAAGGTTTCAGTCATGTT (resistente)
Fa: ~81°C
S08_92022  4egggeagggeggcGCTGGAGTTACTCCCTCCT  TAATCCTCCTTAAACGTGATGG  BGY  (resistente)
SNP 67 _
Fb: T 8.1 ~80°C
0cgggcTTGCTGGAGTTACTCCCTAG (susceptible)

*Tm Shift = Temperatura de cambio o fusion.
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5.3.2 Ajuste de marcadores moleculares del tipo SCAR: SR2 y SW12700

Los marcadores tipo SCAR (SR2 y SW121q0), fueron evaluados mediante técnica
de PCR segun las condiciones de temperatura y ciclado detalladas en la Tabla 15. Como
templado de las amplificaciones, se extrajo DNA gendmico, mediante protocolo adaptado
de Edwards et al. (1991) de hojas liofilizadas de plantulas de poroto negro (cultivar Leales
24) y blanco tipo Alubia (cultivar Alubia seleccion Cerrillos), tolerantes y susceptibles a
begomovirus respectivamente. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en volumen
final de 25 pl con buffer de reaccion 1x, 1.5 mM MgClz, 200 uM dNTPs mix, 200 uM de
cada iniciador (ver Tabla 14), DNA templado (50 ng) y 0.2 unidades de Tag DNA
polimerasa (1 U/ul). Los productos generados se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% con TAE 1x durante 30 minutos, se tifieron en GelRed™ y se visualizaron
en un transiluminador de luz ultravioleta. A su vez, también se realiz6 una corrida
electroforética en gel de poliacrilamida al 6% durante 2 h a 50 W con buffer TBE. La
visualizacion de los productos corridos se realizo tras la tincion del gel con solucion de
nitrato de plata durante 30 min con un posterior doble enjuague con solucion reveladora
fria (60 g Na2COs en 2 | de agua deionizada méas 3 ml de formaldehido al 37% y 400 pl
de tiosulfato de sodio (10 mg/ml)).

Tabla 15. Condiciones de PCR evaluadas para los marcadores moleculares SR2 y
SW12700.

SR2 60°C SW12700 60°C SW12700 70°C
Tiempo Temp Tiempo Temp Tiempo Temp

(seg)  (°C) (seg)  (°C) (seg)  (°C)

60 94 60 94 60 94

10 94 30 94 30 94

34 30 30
40 60 30 60 30 70
ciclos ciclos ciclos

120 72 60 72 60 72

300 72 300 72 300 72

5.3.3 Ajuste de marcadores moleculares del tipo SNP

El uso de los marcadores del tipo SNP, se realiz6 ajustando el método de (Tm)-
shift SNP genotyping (Germer & Higuchi, 1999; Wang et al., 2005) utilizando
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oligonucleotidos que amplifican fragmentos de distinto tamafio y temperatura de cambio
o fusién (Tm-shift). El posterior andlisis de las curvas “melt” o fusion de los productos
amplificados, se realizé por HRM (Taylor et al., 2009; Wang et al., 2005) utilizando un
termociclador de PCR en Tiempo Real marca CFX 96 Bio Rad.

5.3.3.1 Ajuste del marcador SNP: CB_00434 (bgm-1)

El ajuste del marcador se realizd sobre DNA gendémico extraido de lineas y
cultivares de acervos génicos andinos (Alubia, Leales B40, Leales CR5) y
mesoamericanos (Leales 24, NAG12, VAX3, BAT y Gateado). Para cada material se
probaron dos tipos de muestras, una de planta individual y otra conformada por un pool
de 4 plantas. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 20 pl con una
concentracion final de Precision Melt Supermix™ (Bio-Rad) 1x, 2 pl de cada iniciador
(2 uM) y 50 ng de DNA templado. Precision Melt Supermix™ contiene Hot-Start iTag™
DNA polimerasa, dNTPs, MgCly, colorante EvaGreen™ vy otros factores en formulacion
optimizadas para HRM. Las condiciones de qPCR fueron: desnaturalizacion 92 °C 15
segundos, hibridacion 67.8 °C 15 segundos y extension a 72 °C por 15 segundos. Las
mismas se llevaron a cabo con el equipo CFX 96 de Bio-Rad y se ensayaron distintos
nameros de ciclado (39, 42, 45 y 50). Las curvas de fusion se obtuvieron con incrementos
de temperatura de 0.5 °C desde los 65 °C a los 93.5 °C.

5.3.3.2 Ajuste de marcadores moleculares del tipo SNP: CB_475, S04 2531038,
S1137_407 y S08 9202267

Las reacciones de PCR en tiempo real para el ajuste de los marcadores SNP:
CB_475 (bgm-1), S04_2531038 (BGY 4.1), S1137_407 (BGY 7.1) y S08_9202267
(BGY 8.1), se realizaron en un volumen final de 20 pul con una concentracion final de
Precision Melt Supermix™ (Bio-Rad) 1x, 2 pl de cada cebador (2 M) y 50 ng de DNA
templado. Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion 94 °C 15 segundos,
hibridacion por 15 segundos a la temperatura correspondiente a cada set de primers (Tabla
16) y extension a 72 °C por 20 segundos. EI numero de ciclos empleados fue de 38, y se
Ilevaron a cabo con el equipo Corbett Rotor Gene 6000 de Qiagen. Las curvas de fusion
se lograron con incrementos de temperatura de 0.2 °C cada 10 segundos desde los 65 °C
alos 95 °C.
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El ajuste de estos marcadores se realizoO sobre el DNA extraido de hojas
liofilizadas de una seleccion de germoplasma del Banco de Germoplasma de INTA Salta
detallado en la Tabla 17. En ella se incorporaron 53 materiales correspondientes a
diferentes lineas y cultivares, de distintos tipos comerciales y acervos génicos. También
se incluyeron poblaciones nativas silvestres.

Se registrd la temperatura de fusion (Tm-shift) de cada material para cada marcador,
observando si fue posible su empleo. A su vez, los productos amplificados, a través del
uso del marcador CB_475 asociado al gen de resistencia bgm-1, de los materiales LB40,
LCR5, NAG12, L24, VAX®6, Alubia, L17, Escarlata, Otto 51-2, BAT, Azabache, BNOA
PH 018, BNOA PH 470 y BNOA PH 591, fueron analizados por electroforesis en geles
de agarosa, segun lo descripto en la Tabla 18, con el fin de visualizar el tamafio de los
productos y su correspondencia con las variantes alélicas resistentes o susceptibles:

e Variante Resistente= 59 pb + 6 pb (cola GC)=>» 65 pb

e Variante Susceptible= 64 pb + 14 pb (cola GC)=>» 78 pb

La corrida electroforética se llevé a cabo con TAE 0.5x y los geles fueron tefiidos con
GelRed™ durante 10 minutos. El material VAX6, considerado susceptible de acuerdo a
comunicacion personal con investigadores del Centro Internacional de Agricultura

Tropical (CIAT), fue utilizado como testigo de susceptibilidad en este trabajo.

Tabla 16. Temperatura de hibridacién utilizada para los marcadores SNP ajustados.

Marcador Temperatura de melting (°C) Locus target
CB_475 60 Gen bgm-1
S04_2531038 65 QTLBGY 4.1
S1137_407 58 QTLBGY 7.1
S08_ 9202267 60 QTL BGY 8.1
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Tabla 17. Materiales de poroto seleccionados para el ajuste de marcadores moleculares.

Material Acervo génico Tipo Material Acervo génico Tipo
Alubia Cerrillos Andino Blanco tipo Alubia Gralha Mesoamericano Negro
Garca Andino Blanco tipo Alubia Grauna Mesoamericano Negro
Leales 17 Andino Blanco tipo Alubia Leales 24 Mesoamericano Negro
Leales B30 Andino Blanco tipo Alubia NAG 12 Mesoamericano Negro
Leales B40 Andino Blanco tipo Alubia Tiziu Mesoamericano Negro
Paloma Andino Blanco tipo Alubia Uirapurd Mesoamericano Negro
PF1 Andino Blanco tipo Alubia BNOA PHA 018 Andino No comercial. Poblacién nativa
Anahi Andino Light Red Kidney BNOA PHA 77 Andino No comercial. Poblacion nativa
Escarlata Andino Dark Red Kidney BNOA PHA 180 Andino No comercial. Poblacién nativa
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Material Acervo génico Tipo Material Acervo génico Tipo

Leales R4 Andino Dark Red Kidney BNOA PHA 220 Andino No comercial. Poblacién nativa
Linea 5 Andino Dark Red Kidney BNOA PHA 361 Andino No comercial. Poblacion nativa
Otto 45-78 Andino Dark Red Kidney BNOA PHA 362 Andino No comercial. Poblacién nativa
Otto 45-79 Andino Dark Red Kidney BNOA PHA 461 Andino No comercial. Poblacion nativa
Otto 45-82 Andino Dark Red Kidney BNOA PHA 466 Andino No comercial. Poblacién nativa
Otto 50-2 Andino Light Red Kidney BNOA PHA 467 Andino No comercial. Poblacion nativa
Otto 51-2 Andino Dark Red Kidney BNOA PHA 470 Andino No comercial. Poblacién nativa
VAXS3 Mesoamericano Dark Red Kidney BNOA PHA 486 Andino No comercial. Poblacion nativa
VAX6 Mesoamericano Dark Red Kidney BNOA PHA 488 Andino No comercial. Poblacién nativa
BAT Mesoamericano Marrdn BNOA PHA 492 Andino No comercial. Poblacion nativa
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Material Acervo génico Tipo Material Acervo génico Tipo
Carioca Mesoamericano Cranberry BNOA PHA 498 Andino No comercial. Poblacién nativa
Carioca (M) Mesoamericano Cranberry BNOA PHA 511 Andino No comercial. Poblacion nativa
Gateado Mesoamericano Cranberry BNOA PHA 573 Andino No comercial. Poblacién nativa
Leales CR5 Andino Cranberry BNOA PHA 589 Andino No comercial. Poblacion nativa
SEA Mesoamericano Mulato (crema) BNOA PHA 591 Andino No comercial. Poblacién nativa
VAX'1 Mesoamericano Cranberry BNOA PHA 597 Andino No comercial. Poblacion nativa
Azabache Mesoamericano Negro BNOA PHA 707 Andino No comercial. Poblacién nativa

Cegro 99/11-2 Mesoamericano Negro

111



Tabla 18. Condiciones empleadas en electroforesis para la observacion de productos
logrados por el marcador CB_475.

Frente de corrida

Agarosa (%) Voltaje (W) Tiempo (min) (cm)
4 100 60 5.5
3 100 35 9.5
3 100 90 15
2 100 35 55

5.3.4 Validacion del marcador CB_475 en muestras de campo

Del total de muestras de poroto recolectadas durante las camparias 2016, 2017 y
2018 (Ver Capitulo 2, Materiales y métodos 2.3.1), se seleccionaron 55 para validar el
desempefio del marcador CB_475. Se incluyeron muestras correspondientes a distintas
localidades y provincias, de distintos tipos (poroto blanco, negro, cranberry o chaucha) y
de distintas condiciones sanitarias (enfermas o sanas). Se registraron las temperaturas de
fusién (Tm-shift) logradas tras la técnica (Tm)-shift SNP genotyping, y se realiz6 un
analisis de varianza con el programa INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2018) en funcion de

las condiciones sanitarias y los tipos de poroto evaluados.

5.3.5 Evaluacion de proyeccion de uso de marcadores ajustados hacia la resistencia

de otros begomovirus: el caso BBSV

Para evaluar la respuesta especifica o no de los marcadores moleculares ajustados
CB_475 y BGY 7.1 asociados segun bibliografia a resistencia de BGYMYV, su uso se
extendio para el analisis estadistico sobre los tres cultivares de poroto ensayados y
evaluados fenotipicamente frente a infecciones por BBSV: Alubia seleccién Cerrillos,
Leales CR5 (LCR5) y NAG12 (ver Capitulo 4). Por cada individuo de cada material
tratado (20 por cultivar, n total = 60), se realizaron extracciones de DNA para utilizar en
el desarrollo de la técnica (Tm)-shift SNP genotyping, segun lo anteriormente descripto

para estos marcadores (ver apartado 5.3.3.2). Se registraron las temperaturas de los picos
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de fusion (Tm-shift) generadas y se realizé un analisis de la varianza con el programa
INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2018).

5.4 Resultados

5.4.1 Ajuste de los marcadores moleculares SCAR: SR2 y SW12700

Se ajustaron los marcadores moleculares SR2 y SW12700. Se observd un mejor
desempefio de SR2 a 60 °C frente a SW127q evaluado tanto a 60 como 70 °C; sin
embargo, ambos materiales, de fenotipos contrastantes, no presentaron diferencias en el
tamanfo de los productos amplificados. En geles de agarosa, no fue posible discernir la
existencia de diferencias de tamario entre los fragmentos amplificados para su
categorizacién en genotipos resistente (530 pb) o susceptibles (570 pb) (Figura 45). En
los geles de poliacrilamida tampoco se registro tal diferencia. Por otro lado, SW127qo,
mostré una baja eficacia en la amplificacion del material base a ambas temperaturas
ensayadas (60 °Cy 70 °C).

SR2 (609) SW12700(602) SW12700 (709)

---Alubia ~:Alubla— * - LA bt ‘

Figura 45. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de ampliicaciones obtenidas por
PCR a distintas condiciones de temperatura, de los marcadores SR2 y SW127qo.

5.4.2 Ajuste del marcador SNP: CB_00434 (bgm-1)

El ajuste del marcador CB_00434 (bgm-1) mostré comportamientos variados en
los genotipos evaluados en los diferentes nimeros de ciclos de amplificacién empleados
(39, 42, 45y 50) y segun el tipo de muestra utilizada. En amplificaciones a 39 ciclos, los
genotipos NAG12 (pool) y VAX 3 presentaron picos de fusion (melt peak) a los 76.5 °C.
Alubia y LCR5 no lograron productos concretos, esto se reflejo en el nulo desarrollo de

curvas de fusién (Figura 46).
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Figura 46. Curvas de amplificacidn y fusion (melt curve) a 39 ciclos para los materiales
NAG12p (pool), VAX3, Alubiay LCRS5.

A 42 ciclos de amplificacion, se observd una mayor cantidad de muestras
amplificadas. Aqui, el desarrollo de los picos en las curvas de fusion también se centro
alrededor de los 76.5 °C. Sin embargo, los genotipos Alubia, LB40 y Gateado (tanto en
muestras simples como en pooles) y NAG12, presentaron picos muy suaves reflejando

una baja cantidad de producto amplificado (letra roja) (Figura 47).
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Figura 47. Curvas de amplificacion y fusion (melt curve) y sus picos, a 42 ciclos. En
letra verde se destacan los materiales que lograron amplificarse y generar los picos en sus
curvas de fusion por encima de la linea de corte. En rojo se mencionan los materiales que

no lograron amplificaciones y curvas considerables. Los materiales con la letra “p” al
final, indican que provienen de pooles.
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A 45 ciclos, se repitié el uso de los genotipos con picos suaves antes mencionados
y LCR5. Aqui, se pudo observar picos a 76.5 °C para LB40 y Gateado en sus extracciones
simples y pooles, y NAG12. LCR5 y Alubia (pool) muestran 2 picos a los 76 y 80.5 °C,
sin embargo, son picos muy bajos (productos amplificados de baja calidad y cantidad)

comparables con los del control negativo que presenta un pico a los 81.5 °C (Figura 48).
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Figura 48. Curvas de fusion (melt) de amplificaciones a 45 ciclos de genotipos con
amplificaciones y picos bajos observados en 42 ciclos. En letra roja se indican los
genotipos con productos de baja calidad y cantidad, comparables con el control negativo
(Ctrl negativo). En letra verde se destacan los materiales que lograron amplificarse y
generar picos en sus curvas de fusion por encima de la linea de corte

En una nueva repeticion de amplificaciones a 45 ciclos, todos los genotipos
utilizados (tanto de muestras simples como pooles) registraron picos a los 76.5 °C, aunque
algunos de ellos son bajos. Gateado (pool) y Alubia (simple y pool) no mostraron ser
amplificados. Por otro lado, LCR5 (pool) manifestd un marcado pico en los 78 °C,
mientras que LCR5 (muestra simple) lo hizo en 76.5 °C (Figura 49).

Cuando las reacciones se llevaron a cabo con 50 ciclos de amplificacion, los
genotipos Leales 24 y VAXS3 (pool) experimentaron un incremento de temperatura en el
desarrollo de sus picos de fusion de 80.5 °C y 79.5 °C respectivamente. El resto de las

muestras presentd amplificaciones con curvas de fusion entre los 76 °C y 77 °C. Alubia
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(pool), LB40 y LCR5 presentaron dos picos, pero basadas en bajas amplificaciones

(Figura 49).

El ajuste del marcador CB_00434, mostr6 una mejor amplificacion, con su

posterior desarrollo de las curvas de fusion, en la repeticion de 45 ciclos. Alubiay LCR5

presentaron dobles picos a los 45 y 50 ciclos de amplificacién, sin embargo, corresponden

a productos poco confiables. EI material Alubia tuvo problemas en su amplificacion en

todos los casos evaluados. En todos los materiales (a excepcion de L24, LCR5pool y

VAX3pool), e independientemente del tipo de muestra (simple o pool), se observg, en

promedio, un pico de temperatura cercano a los 76.5 °C (Tabla 19).
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Figura 49. Curvas de fusién de amplificaciones a 45 ciclos (repeticion) de todos los
genotipos evaluados. En rojo se destacan los materiales que no lograron amplificaciones
y curvas de fusion.
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Figura 50. Curvas de amplificacion y fusién a 50 ciclos, para genotipos con picos de
fusion de 76.5-77 °C (A), 79.5-80° C (B), y 76.5-81 °C (C).
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Tabla 19. Picos de fusion (°C) de los materiales evaluados por el marcador CB_00434 a distintos nimeros de ciclado.

Numero de ciclos de amplificacién

Material Promedio (°C)
39 42 45 45 (rep.) 50

Alubia SA SA SA SA 76 76
Alubia pool - SA 76 - 80.5* SA 76.5 — 82* 76.5
LB40 - SA 76.5 76 76.5 —80.5* 76.3
LB40 pool - SA 76.5 76.5 76.5 76.5
LCR5 SA 76.5 76 - 80.5* 76.5 76.5 - 80.5* 76.38

LCRS pool - 76.5 - 78 76.5 77
L24 - 76.5 - 76.5 80.5 77.83
L24 pool - 76.5 - 76.5 77 76.67
NAG12 - SA 76.5 76.5 76.5 76.5
NAG12 pool 76.5 76.5 - 76.5 77 76.63
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Numero de ciclos de amplificacién

Material Promedio (°C)
39 42 45 45 (rep.) 50
VAX3 76.5 76.5 - 76.5 77 76.63
VAXS3 pool - 76.5 - 76.5 79.5 77.5
BAT - 76.5 - 76.5 76.5 76.5
BAT pool - 76.5 - 76.5 76.5 76.5
Gateado - SA 76.5 76.5 76.5 76.5
Gateado pool - SA 76.5 SA 76 76.25
Control negativo - SA 81.5 SA 73.5-82

Nota: SA=Sin Amplificacién; - = no evaluado; *= picos de amplificaciones de baja calidad.
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5.4.3 Ajuste de los marcadores moleculares del tipo SNP: CB_475, S04 2531038
(BGY4.1), S1137_407 (BGY7.1) y S08_9202267 (BGY8.1)

Se observo un buen desempefio, principalmente, de los marcadores CB_475 y
S1137_407 (BGY7.1). Los marcadores asociados a los QTL BGY4.1 y BGY8.1, no
siempre lograron amplificaciones (Tabla 20).

Los materiales LB30, Otto 45-79, Carioca y Garga se descartaron del anélisis
debido a su mala germinacién o problemas en la extraccion de DNA.

Respecto a CB_475, todos los materiales mostraron patrones similares en sus
curvas de fusion con picos alrededor de los 81 °C (Figura 51). La observacién de los
productos de PCR-HRM por electroforesis fue mas clara en geles largos de 15 cm
corridos durante 90 minutos y del 3% p/v de agarosa. Se observé que todas las muestras
corridas poseen un tamafio similar; esta igualdad es también concordante con los picos de
temperatura proximos a 81 °C registrados en ellas. Se observé que los productos poseen
un tamafo estimado por encima de los 70 pb (la variante susceptible posee un peso
molecular de 78 pb) (Figura 52).
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Figura 51. Patron de curvas de fusion observadas para los productos amplificados por el
marcador CB_475 de todos los materiales evaluados.
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Figura 52. Corrida electroforética de 90 minutos en gel de agarosa al 3% de los productos
LB40 (1y6), LCR5(2y 7), NAG12 (3y8),L24 (4y9)y VAX6 (5y 10), con marcador
de 50 pb de diferencia entre bandas.
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Tabla 20. Temperaturas de fusion (picos °C) de los materiales evaluados por los marcadores CB_475, S04 2531038 (BGY4.1), S1137_407

(BGY7.1) y S08_9202267 (BGY8.1).

Temperatura de fusion (°C)

Material
CB 475 BGY 4.1 BGY 7.1 BGY 8.1
Alubia 81.15 SA 79.3 80.46
LCR5 81.17 SA 79.42 SA
NAG12 81.25 SA 77.97 79.53
VAX6 81.14 SA 79.59 79.3
L17 81.02 SA 79.24 SA
LB40 81.19 SA 79.42 80.74
Paloma 81.15 SA 79.3 SA
PF1 81.18 SA 79.36 80.56
Anahi 81.18 SA 79.10 80.60
Escarlata 81.12 SA 79.22 80.56
LR4 81.18 SA 77.62 SA
Linea 5 81.2 78.3 77.74 80.6
Otto 45-78 81.2 SA 79.20 SA
Otto 45-82 81.23 82.24-84.7-87* 79.20 80.84
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Temperatura de fusion (°C)

Material
CB_475 BGY 4.1 BGY 7.1 BGY 8.1

Otto 50-2 81.2 78.16* 77.86 SA

Otto 51-2 81.16 SA 77.8 SA
VAX3 81.15 SA 79.73 80.9
BAT 81.1 SA 79.57 79.24
Carioca (M) 81.15 SA 79 80.8
Gateado 81.1 SA 77.9 80.87
SEA 81.15 77.6 79.30 79.47
VAX1 81.15 78.1* 79.34 79.63
Azabache 81.1 SA 77.81 79.3
Cegro 99/11-2 81.17 SA 77.9 79.4
Gralha 81.13 SA 78.67 80.78
Grauna 81.16 SA 79.62 80.67
L24 81.17 SA 77.87 79.3
Tizid 81.17 SA 78.86 80.9
Uirapurd 81.18 SA 78.94 79.38

BNOA PHA 018 81.15 SA 79.15 SA
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Temperatura de fusion (°C)

Material
CB_475 BGY 4.1 BGY 7.1 BGY 8.1
BNOA PHA 77 81.18 78.14 78.48 SA
BNOA PHA 180 81.22 SA 79.34 SA
BNOA PHA 220 81.2 SA 79.20 80.45
BNOA PHA 361 81.18 SA 79.26 SA
BNOA PHA 362 81.15 SA 79.94 80.4
BNOA PHA 461 81.17 78.2 79.26 SA
BNOA PHA 466 81.18 SA 79.4 80.45
BNOA PHA 467 81.18 SA 79.26 SA
BNOA PHA 470 81.12 82.64-84.86-86.44* 79.12 SA
BNOA PHA 486 81.15 SA 79.30 SA
BNOA PHA 488 81.12 SA 79.26 SA
BNOA PHA 492 81.18 SA 79.05 SA
BNOA PHA 498 81.18 SA 79.10 SA
BNOA PHA 511 81.18 SA 79.4 SA
BNOA PHA 573 81.18 SA 79.3 SA
BNOA PHA 589 81.18 SA 79.24 SA
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Temperatura de fusion (°C)

Material
CB_475 BGY 4.1 BGY 7.1 BGY 8.1
BNOA PHA 591 81.19 SA 79.4 SA
BNOA PHA 597 81.13 SA 79 SA
BNOA PHA 707 81.15 SA 79.16 SA

SA=Sin Amplificacion; *= picos de fusion de amplificaciones de baja calidad.
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5.4.4 Validacion del marcador CB_475 en muestras de campo

La validacién del marcador CB_475 en la seleccion de muestras recolectadas
durante las campafias de muestreo 2016, 2017 y 2018, no mostro diferencias significativas
entre las temperaturas de fusion (Tm-shift) registradas en las distintas condiciones
sanitarias, ni tampoco segun tipo de poroto (blanco, negro, cranberry y chaucha) o

muestra considerada (Figura 53).
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Figura 53. Comparacion de medias y error estandar de la temperatura de fusion (Tm-
shift) para la condicidn sanitaria enferma y sana de todas las muestras empleadas. Letras
diferentes indican diferencias significativas en test de LSD Fisher (p>0.05; n=55).

5.4.5 Evaluacion de proyeccion de uso de marcadores ajustados hacia la resistencia

a otros begomovirus: el caso BBSV

Para el marcador CB_475, asociado al gen recesivo de resistencia bgm-1, no se
observaron diferencias significativas ni para los distintos acervos génicos evaluados
(andino y mesoamericano), ni para los materiales evaluados y tampoco para las
condiciones sanitarias (enfermas (vp) y sanas (va)) de las plantas tratadas (Figura 54).

Respecto al marcador BGY7.1, asociado a un QTL de resistencia a BGYMYV, se
observo que tampoco existieron diferencias significativas en la Tm-shift de las distintas
condiciones sanitarias tratadas independientemente de sus acervos génicos y del material
evaluado. Sin embargo, si se observaron diferencias significativas cuando se considero

los distintos acervos y los materiales evaluados. El cultivar NAG12 de acervo
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mesoamericano y de comportamiento de tolerancia (o menor susceptibilidad que el
cultivar Alubia) frente a infecciones por BBSV, tuvo un Tm-shift menor a LCR5 y
Alubia. Estos dos ultimos cultivares de acervo génico andino tuvieron una Tm-shift
mayor a NAG12 pero no diferente entre ellas. Sin embargo, Alubia fue notoriamente mas

susceptible que LCR5 en las evaluaciones fenotipicas (Figura 55).
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Figura 54. Gréfico de barras del analisis estadistico de las temperaturas de fusion (Tm-
shift) registradas para el marcador CB_475 (PvNAC1) sobre las condiciones acervo
génico, material y condicion (VA=virus ausente, planta no infectada; VVP=virus presente,
planta infectada). Letras diferentes indican diferencias significativas en test de LSD
Fisher (p>0.05; n=60).
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Figura 55. Gréfico de barras del analisis estadistico de las temperaturas de fusion (Tm-
shift) registradas para el marcador asociado al QTL BGY 7.1 sobre las condiciones acervo
génico, material y condicion (VA=virus ausente, planta no infectada; VVP=virus presente,
planta infectada). Letras diferentes indican diferencias significativas en test de LSD

Fisher (p>0.05; n=60).

128



5.5 Discusioén

El sistema productivo de poroto basado en variedades de alto valor econémico,
requiere de un manejo sanitario actualmente cubierto, Unicamente, por el uso de
fitosanitarios, que implica elevados costos a la empresa agropecuaria e importantes
impactos a nivel ambiental y social; por lo que contar con variedades resistentes a
patégenos como los begomovirus es de suma importancia. En este contexto, los
marcadores moleculares se presentan como una herramienta de gran utilidad para los
programas de mejoramiento asistiendo a la seleccion y generacion de materiales
resistentes (Blair et al., 2007; Meziadi et al., 2017; Ruiz-Salazar et al., 2017; Singh et al.,
2000; Soler et al., 2017).

En este capitulo se trabaj6 sobre el ajuste y uso de marcadores del tipo SCAR y
SNP asociados a resistencia de BGYMV, miembro del género begomovirus, e intentando
extrapolar su uso hacia BBSV. El ajuste de los marcadores moleculares SR2 y SW12700
fue posible, sin embargo, la comparacion entre la informacion fenotipica o de
comportamiento de los materiales trabajados frente a infecciones ocasionadas por estos
patdgenos, y la aportada por estos marcadores, genera dudas respecto a la eficacia de los
mismos para ser incluidos en futuros programas de mejoramiento del cultivo. Sobre los
marcadores del tipo SCAR, se observé un mejor comportamiento de SR2 por sobre
SW12700, que mostro una baja eficacia en la amplificacion de los materiales utilizados.
Por otro lado, SR2 uno de los marcadores mas utilizados en la seleccion para el caracter
en estudio (Blair et al., 2007), demostr6 una buena eficacia, sin embargo, se obtuvo un
tamafno similar de los productos amplificados tanto para Alubia como para L24
(materiales contrastantes respecto a la respuesta que generan frente a enfermedad
(Rodriguez Pardina et al., 2018)). Esto concuerda con lo desarrollado por Anaya-L6pez
et al., donde sobre una base de lineas recombinantes, observaron, en plantas inoculadas
de poroto negro de acervo mesoamericano (tal como lo es L24), el desarrollo de sintomas
aun encontrandose el marcador SR2 ligado al gen de resistencia bgm-1(Anaya-Lo0pez et
al., 2018). Segun investigadores de programas de mejoramiento de poroto del CIAT
(Centro Internacional de Agricultura Tropical), el marcador SR2 habria sido superado por
la recombinacién y no seria un diagnostico eficaz para algunos materiales. En otras
palabras, la distancia del marcador respecto a bgm-1 (Blair et al., 2007) es tal que puede
perderse en cruzamientos o segregar de manera independiente dando resultados

contradictorios como los obtenidos por otros investigadores y los observados en este
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trabajo. Por otro lado, Duncan et al. 2006, indican que el uso de un unico marcador SCAR
no es suficiente para evidenciar la existencia de resistencia, proponiendo el empleo de
dos 0 més.

En este contexto, el genotipado por secuenciacion (GBS) ha dado lugar al
desarrollo de marcadores SNP que se presentan como alternativa superadora en la
seleccion asistida por marcadores (Soler et al., 2017; 2021). El marcador SNP CB_00434
(no publicado, comunicacion personal), desarrollado por investigadores del CIAT, similar
al CB_00352 (Soler et al., 2017) pero optimizado, fue utilizado en este trabajo para la
puesta a punto del protocolo de uso de este tipo marcadores, la técnica de genotipado de
SNP con temperatura de cambio (“(Tm)-shift SNP genotyping” (Wang et al., 2005)) y la
visualizacion de las variantes alélicas logradas (productos de PCR) a través de HRM
(Taylor et al., 2009). Tanto materiales de acervos génicos andinos como mesoamericanos,
de distinta respuesta fenotipica frente a BGYMYV, tuvieron similares temperaturas de
fusion en sus productos amplificados; vy, si bien, se observaron algunos problemas de
amplificacion en ciertos materiales, repeticiones de este proceso modificando la cantidad
de ciclos empleados, resultaron siempre en valores similares. A su vez, la inclusién de
muestras simples o en grupos (pooles) no tuvo efecto, considerandose de esta manera la
baja variabilidad interna de las poblaciones, o cultivares en estudio, y mas aun fueron
concluyentes en plantear el uso de muestras individuales para evitar cualquier
inconveniente y mantener caracterizada las particularidades de cada individuo con
objetivos como los de mantener la pureza varietal y favorecer la seleccion. Los resultados
obtenidos tras el ajuste de este marcador permitieron afianzar el uso de las diversas
técnicas antes mencionadas y concluir la existencia de una baja variabilidad genotipica
en los materiales utilizados. En comunicacion personal con Alvaro Soler (2022), afirmo
que CB_00434, presentd 52 falsos positivos en un panel de 180 lineas evaluadas.

Continuando con lo trabajado por Soler et al. 2021, en este capitulo, también se
empled el uso de nuevos SNPs, asociados a bgm-1 y QTLs de resistencia a BGYMV
(CB_475, S04 2531038, S1137_407, y S08 9202267). La presencia de los marcadores
asociados a los QTLs no poseen efecto por si solos, pero aumentan o mejoran el nivel de
resistencia cuando se combinan con bgm-1 (Soler et al., 2021). En este trabajo los
marcadores asociados a los QTL 4.1y 8.1, no presentaron eficacia tras su uso, ya que no
lograron ningun tipo de amplificacion, de esta manera, no evidenciaron mejoria en los
niveles de resistencia. Por otro lado, BGY7.1 si permitié la observacién de las

temperaturas de fusién del germoplasma evaluado, sin embargo, su efecto es aditivo junto
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al QTL BGY4.1 y valido en presencia de bgm-1 (Soler et al., 2021). Por otro lado, el
marcador CB_475, amplificé en todos los materiales, productos con una temperatura de
fusion cercana a los 81 °C. La inclusion de VAX6 como linea testigo de susceptibilidad,
la observacion de los patrones de las curvas de fusion logradas y el peso molecular de las
mismas a través de analisis electroforéticos, deja en evidencia que, en el germoplasma
aqui evaluado, el marcador CB_475 se asocia a la ausencia del gen recesivo de resistencia
a BGYMV. Lo mismo sucede en la validacion de este marcador en muestras de campo
sanas y enfermas, y de distintos tipos (blanco, negro, cranberry y chaucha). Posiblemente
las plantas sanas aqui evaluadas poseen esta condicidn sanitaria debido a ausencia de
enfermedad y no por presencia de resistencia, ya que las Tm-shift también fueron
préximas a los 81 °C y no diferentes con las plantas infectadas, y tampoco diferentes entre
los distintos tipos de muestras incluidas.

En una proyeccion de uso de los marcadores CB_475 y BGY7.1 sobre los
materiales LCR5, NAG12 y Alubia seleccién Cerrillos (tres distintos tipos comerciales
de poroto) caracterizados en su comportamiento frente a BBSV en el capitulo 4 de esta
tesis, se observd que no existen diferencias en las variantes alélicas segun el marcador
CB_475 para las distintas condiciones consideradas (material, condicion sanitaria, acervo
génico). Todos los individuos incorporados en este analisis registraron una temperatura
de fusion cercana a los 81 °C, siendo este valor asociado a variantes alélicas de
susceptibilidad. Ahora bien, en la evaluacion fenotipica de los materiales, se observé
cierta tolerancia en LCR5 y una alta susceptibilidad en Alubia (en NAG12 fue un caso
intermedio). En este sentido, el marcador no estaria en correlacién con la respuesta
fenotipica observada. CB_475 podria poseer una respuesta especifica para BGYMV, no
siendo extrapolable su uso para evaluacion de resistencia frente a BBSV. Esto concuerda
con lo expuesto por Anaya-Ldpez et al. 2018, quienes afirman que aunque en términos
préacticos el gen bgm-1 es el mas importante para conferir resistenciaa BGYMV, el mismo
estd asociado con la resistencia a los sintomas generales de la enfermedad como
amarillamiento o clorosis, pero no con sintomas como el enanismo y el desarrollo normal
de vainas durante infeccion.

Respecto al marcador BGY?7.1, asociado a un QTL de resistencia a BGYMYV el
cual confiere aumento en los niveles de resistencia en presencia y combinacion con bgm-
1, se observo que tampoco existieron diferencias significativas segun la condicion
sanitaria. Sin embargo, si se observaron diferencias cuando se consider6 los distintos

materiales y acervos génicos evaluados. El cultivar NAG12 de acervo mesoamericano y
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de comportamiento de tolerancia (0 menor susceptibilidad que el cultivar Alubia) frente
a infecciones por BBSV, tuvo un Tm-shift menor a LCR5 y Alubia. Estos dos ultimos
cultivares de acervo génico andino tuvieron una Tm-shift mayor a NAG12, pero no
diferente entre ellas. Sin embargo, Alubia fue notoriamente mas susceptible que LCR5
en las evaluaciones fenotipicas. Si bien la resistencia otorgada por este marcador es
supeditada a la existencia de bgm-1, en este caso evaluado, BGY7.1 no estaria
respondiendo a determinar resistencia (0 su aumento) pero si podria estar diferenciando
materiales de acervos génicos mesoamericanos de andinos. Ahora bien, si bgm-1,
estuviera presente, BGY7.1 podria estar explicando mayor o menor resistencia, pero su
eficacia podria estar perdiéndose dentro de los materiales de acervo génicos andinos, ya
que aqui no lograria hacer visible esas diferencias. O alternativamente podria estar
indicando la presencia de algin otro gen fijado y arrastrado en los cruzamientos que
dieron origen a estas lineas.

El tipo de marcadores genéticos del tipo SNP demuestran mejorias frente a otros,
sin embargo, es necesario profundizar en conceptos e informacion sobre el desempefio de
los mismos, en ajustar las técnicas de amplificacion y analisis (HRM), tomar referencias
de alelos/genotipos (susceptible o resistente) y su representacion en las curvas de fusion,
conocer el comportamiento de genotipos intermedios, etc.

Finalmente debe discutirse y estandarizar el término de resistencia, ya que algunos
autores aluden a la capacidad de las plantas de producir granos o de mantener un
comportamiento estable en términos productivos aun afrontando enfermedad, otros
afirman que se trata de la no generacién de cierto tipo de sintomas bajo infeccion.
También debe considerarse que la expresidn génica (fenotipo observado), puede alterarse
por diversas condiciones ambientales como la temperatura, la humedad, la luz, el titulo y
la cepa viral (Meziadi et al., 2017), y en evaluaciones a campo, por las infecciones
esporéadicas y desiguales (Soler et al., 2021). Ademas, también existen otros mecanismos
de resistencia basados en la morfologia vegetal y metabolitos producidos (Helser &
Tharp, 2005; Ojeda et al., 2013; Sautua & Carmona, 2022; Zavala, 2010). Por su parte, el
uso de marcadores moleculares asociados a resistencia a enfermedades ocasionadas por
begomovirus nos permitiria simplificar y mejorar la dinamica de los programas de
mejora. Esta adaptacion supone poner a punto las técnicas necesarias para cada marcador
y, posteriormente, comprobar su funcionamiento contrastando los resultados obtenidos
con otros previamente conseguidos o a través de la observacion del comportamiento real

del carécter en cuestidn bajo distintas condiciones.
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5.6 Conclusion

El ajuste de marcadores moleculares del tipo SCAR, SR2 y SW127¢0, asociados a
genes 0 QTLs de resistencia a begomovirus fue posible. Sin embargo, sus eficacias son
cuestionables, dada la distancia de recombinacidn con el gen de resistencia, para ser
incluidos en futuros programas de mejoramiento del cultivo.

En su lugar, el ajuste y uso de los marcadores moleculares del tipo SNP, es méas
fehaciente y su empleo factible mediante las técnicas de Tm-shift SNP genotyping y
HRM. Tratar a las muestras de manera individual es mas conveniente que en grupos
(pooles), debido a la baja variabilidad observada en los materiales aqui utilizados y a fin
de evitar introducir confusiones y facilitar los analisis posteriores. Ademas de incluir
lineas (materiales) de comportamiento fenotipico conocido, como fue el uso del cultivar
VAX®6 (susceptible ante BGYMV), conocer el peso molecular del fragmento amplificado
0 su temperatura de cambio-fusion (Tm-shift) para cada variante alélica
(resistente/susceptible), es muy valioso para su uso en analisis electroforéticos para su
determinacion final en términos de comportamiento sanitario
(resistencia/susceptibilidad).

La seleccion de germoplasma y las muestras de campo evaluadas a través del
marcador CB_475, demuestran que, en Argentina, los cultivares disponibles y utilizados,
se asocian a patrones de susceptibilidad hacia BGYMV.

La extension de uso de este marcador, asociado al gen recesivo bgm-1, y de BGY
7.1, no es recomendable si se busca explicar el comportamiento diferencial de distintos
genotipos frente a infecciones por BBSV. BGY 7.1, sin embargo, puede ser util para
diferenciar materiales de acervos genéticos andino y mesoamericano.

La especificidad de los marcadores moleculares por BGYMV, exige el desarrollo
de nuevos marcadores si el objetivo es diferenciar tolerancia/resistencia vs susceptibilidad
para BBSV.

Es necesario generar mas informacion sobre marcadores moleculares para su
empleo como herramienta en la busqueda de resistencia a enfermedad ocasionada por

begomovirus.
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6. CONSIDERACIONES FINALES

La produccién argentina de porotos se constituye en una economia regional de
gran importancia debido a su principal destino exportador que genera una importante
entrada de divisas y debido a un contexto mundial de aumento en la demanda de este tipo
de productos para su consumo directo. En este contexto, la proteccion y mejora de la
sanidad del cultivo para mantener la cantidad, calidad e inocuidad de su produccién, son
herramientas y estrategias primordiales para sostener al pais en su maximo nivel
competitivo como uno de los principales productores y exportadores. En este aspecto,
identificar las adversidades bidticas como los begomovirus y las estrategias de manejo
para contrarrestar sus efectos es fundamental.

Como pudo observarse en el desarrollo de esta tesis, los begomovirus estan
presentes en las regiones productivas del noroeste del pais provocando distintas
sintomatologias y pérdidas productivas, constituyéndose en una amenaza para esta
economia regional. En este aspecto, considerar la identificacion de estos patdgenos es
tarea fundamental. Ahora bien, es necesario extender este tipo de trabajos hacia otros
hospederos como las malezas y otros cultivos que pueden comportarse como fuente de
nuevos begomovirus 0 bien como hospederos alternativos o puentes verdes. Diversos
cultivos se desarrollan en la region noroeste del pais que pueden cumplir esta funcion
haciendo de los agroecosistemas, sistemas vulnerables capaces de ser perjudicados por
estos patdgenos. Aprovechar las herramientas de la biologia molecular y la bioinformética
son clave para enriquecer y caracterizar la identificacion de nuevos begomovirus y asi
poder incluirlos en nuevos estudios epidemioldgicos, en la propia caracterizacion de
especies, en el estudio de los efectos de su infeccidn, etc.

En esta tesis, se confirma la presencia de begomovirus en lotes de produccion de
poroto, y en malezas asociadas, con incidencias que varian afio a afio y con una amplia
distribucion principalmente en las provincias de Salta y Jujuy que presentaron la mayor
diversidad e incidencia de begomovirus. Los seis virus, hasta el momento reportados
infectando poroto, se encuentran presentes y en muchas ocasiones participando en
infecciones mixtas, principalmente en malezas. BGMV, ToMoWV 'y ToYVSV fueron los
virus mas incidentes. Aun asi, se observd un alto porcentaje de begomovirus sin
identificar. Un nuevo virus, con afinidad por leguminosas como soja y poroto, de nombre
propuesto bean bushy stunt virus (BBSV) fue identificado y aqui reportado. En malezas

asociadas, se observo una alta incidencia de infecciones mixtas, comportandose las
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mismas como posibles reservorios de nuevos virus. Tal es el caso de la maleza Euphorbia
heterophylla L., que albergd al menos tres begomovirus distintos, uno de ellos de nombre
propuesto euphorbia severe leaf golden mosaic virus (EuUSLGMYV) el cual posee una
identificacion parcial debido a la falta de caracterizacion de su componente genoémico
DNA-B. Por otro lado, la caracterizacion biologica de BBSV fue factible mediante el
ajuste de un sistema de inoculacion por biobalistica. Este instrumento permitié explorar
rango de hospedantes y cumplir con los postulados de Koch, comportandose como una
herramienta valida para la caracterizacion bioldgica de begomovirus.

La gran diversidad de cultivos en la region norte del pais, la capacidad polifaga
de las moscas blancas (vectores de begomovirus), la presencia de malezas y la capacidad
de los begomovirus de infectar, sobrevivir y reproducirse, hacen necesario los estudios
de identificacion y caracterizacion de estos virus no solamente en poroto sino también en
otros cultivos extensivos como soja, chia, cartamo, poroto mung; y cultivos intensivos de
gran importancia como tomate, pimiento, cucurbiticeas, entre otros.

La distribucidn e incidencia de begomovirus, ademas de responder a la existencia
de hospederos, también guarda estrecha relacion con exigencias ambientales particulares.
La extension de las regiones productivas donde el poroto es producido hacen de las
mismas su paso por una gran cantidad de sitios con una gran variabilidad climética; sin
embargo, esta alta dimensionalidad ambiental puede ser simplificada a través del uso de
herramientas estadisticas; asi es que, dentro del patosistema evaluado, se determiné a las
temperaturas maximas invernales, la humedad y las precipitaciones en épocas de pre-
siembra, como las variables meteoroldgicas de mayor impacto en la incidencia o presion
de enfermedad ocasionada por estos patégenos. El logro de un modelo predictivo, basado
en las variables mencionadas, obtuvo una buena capacidad predictiva, con alta precision,
sensibilidad y especificidad. Ahora bien, es necesario seguir validando el modelo y
alimentarlo con informacion que aumente su precision y cercania a la realidad, como la
existencia de otros cultivos, su susceptibilidad, la distribucion y dinamica poblacional de
los insectos vectores como también sus preferencias para alimentarse y reproducirse, 1os
manejos agrondémicos realizados, y los cambios ambientales como consecuencia del
calentamiento global. El desarrollo de modelos predictivos podria componer sistemas de
alerta temprana para la toma de decisiones de manejo de cultivos y, en consecuencia,
reducir los riesgos de infeccion.

Por otro lado, las sintomatologias observadas en las plantas infectadas proveen

informacidn variada acerca de las respuestas que los individuos pueden brindar o bien de
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la virulencia propia del patdgeno. En esta tesis, la descripcion del comportamiento de tres
cultivares de poroto de distinto tipo, blanco (Alubia seleccion Cerrillos), negro (NAG12)
y cranberry (LCR5)) y soja (Jack), frente a infecciones ocasionadas por BBSV, deja en
evidencia la existencia de grandes diferencias, segun los distintos parametros analizados
y sintomas observados. El cultivar Alubia, fue de los méas faciles de inocular y el que
presentd evidentes indicios de enfermedad siendo el més afectado de los cultivares
evaluados. El nivel de tolerancia a enfermedad fue mas alto en LCR5, y en NAG12 se
observo un comportamiento intermedio. Por otro lado, en el cultivar de soja Jack, también
se registro un considerable nivel de tolerancia a la enfermedad. El impacto de las
infecciones ocasionadas por BBSV debe ser altamente considerado més all& de los niveles
de tolerancia/susceptibilidad de los materiales implicados, ya que las pérdidas de
rendimiento generadas pueden ser cuantiosas. La caracterizacion del comportamiento de
los distintos genotipos frente a infecciones originadas por begomovirus, puede resultar en
informacion importante para el desarrollo de estrategias de manejo o seleccion de
cultivares que muestren menor severidad de sintomas y mejor productividad en ambientes
de alta presion de enfermedad.

Finalmente, la incorporacién de genes o alelos en germoplasma de interés en la
basqueda de una resistencia amplia y estable a este tipo de enfermedades, ofrece una
herramienta mas en la proteccion de los cultivos frente a infecciones ocasionadas por
begomovirus. Esto involucra el estudio y el buen ajuste de marcadores moleculares que
se comporten de una manera eficiente y reflejen con la mayor certeza posible su
asociacion a caracteres de interés, como lo es la tolerancia/resistencia a enfermedades. En
este trabajo, el ajuste de marcadores moleculares del tipo SCAR, SR2 y SW127q,
asociados a genes o QTLs de resistencia a begomovirus fue posible. Sin embargo, sus
eficacias son cuestionables dada la distancia de recombinacién con el gen de resistencia
para ser incluidos en futuros programas de mejoramiento del cultivo. En su lugar, el ajuste
y uso de los marcadores moleculares del tipo SNP, es mas fehaciente y su empleo factible
mediante la técnica de “Tm-shift SNP genotyping”. Ademas de incluir lineas (materiales)
de comportamiento fenotipico conocido, como fue el uso del cultivar VAX6 (susceptible
ante BGYMV), conocer el peso molecular del fragmento amplificado o su temperatura
de fusion (Tm-shift) para cada variante alélica (resistente/susceptible), es muy valioso
para su uso en analisis electroforéticos para su determinacion final en términos de
comportamiento sanitario (resistencia/susceptibilidad). En este contexto, el analisis de

una seleccion de germoplasma y de muestras de campo evaluadas a través del marcador
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CB_475, demuestra que, en Argentina, los cultivares disponibles y utilizados, se asocian
a patrones de susceptibilidad hacia BGYMV. Ahora bien, la extensién de uso de este
marcador, asociado al gen recesivo bgm-1, y de BGY 7.1, no es recomendable si se busca
explicar el comportamiento diferencial de distintos genotipos frente a infecciones por
BBSV. BGY 7.1, sin embargo, puede ser Gtil para diferenciar materiales de acervos
genéticos andino y mesoamericano, hecho que puede resultar de gran interés para estudios
de mejoramiento. La especificidad de los marcadores moleculares por BGYMV, exige el
desarrollo de nuevos marcadores si el objetivo es diferenciar tolerancia/resistencia vs
susceptibilidad para BBSV u otros begomovirus a evaluar. ES necesario generar mas
informacion sobre marcadores moleculares para su empleo como herramienta en la

bldsqueda de resistencia a enfermedad ocasionada por begomovirus.
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