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RESUMEN

El germoplasma proveniente de especies nativas es una importante fuente de
variabilidad para la obtencién de nuevos productos o la resolucion de problemas
sanitarios y agronémicos en los sistemas productivos de plantas ornamentales.

Dado que los recursos genéticos son pilares estratégicos para el desarrollo productivo,
la Argentina se encuentra en un lugar clave debido a su riqueza bioldgica y a su historia
en el intercambio de fitogermoplasma con otras naciones. En este sentido, el Instituto
de Floricultura, perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)
lleva a cabo diversos proyectos relacionados con el acceso y el uso sustentable de los
recursos fitogenéticos nativos del pais con fines de investigacion y productivos. Dentro
de estas actividades, y desde 2002, dicho Instituto realiza el mejoramiento del género
Calibrachoa (plantas conocidas vulgarmente como calibrachoas) con la finalidad de
obtener variedades ornamentales para el mercado nacional e internacional.
Actualmente, se encuentran registradas tres variedades denominadas Pampa Salmén
INTA, Overa Fucsia INTA y Garden Rose. Calibrachoa se encuentra entre los géneros
de mayor importancia en la comercializacion de plantines florales a nivel mundial v,
segun datos que surgen de entrevistas a referentes de la empresa Sakata Seed, los
Estados Unidos importan y demandan alrededor de 230 millones de esquejes de
Calibrachoa hybrida por ano, lo cual representa un ingreso potencial de 40 millones de
dolares anuales.

Calibrachoa es un género que pertenece a la familia Solanaceae Adans, subfamilia
Cestroideae Schltdl., tribu Nicotianae G. Don. y esta constituido por 28 especies. En la
Argentina habitan 12 especies nativas cuyo centro de distribucion es la Region
Mesopotamia. Se caracteriza por poseer crecimiento vigoroso y flores de corola
infundibuliforme de diferentes tamafos y colores tales como rosa, violeta, fucsia, rojo,
amarillo y salmon.

En relacién con los aspectos agrondmicos, la infeccion por patégenos es uno de los
factores de mayor importancia que limitan la produccion de Calibrachoa. Con respecto
a las enfermedades virales, en los Estados Unidos se ha reportado que este género es
afectado por Calibrachoa mottle virus, especie incluida dentro del género Carmovirusy
en Israel por Tobacco mild green mosaic virus, del género Tobamovirus. En la Argentina,
desde 2009, en el Instituto de Floricultura INTA se realizan detecciones de virosis de
cultivos ornamentales mediante la técnica ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA) en sus diferentes variantes. Desde ese afio hasta la actualidad no se registraron
casos de Groundnut ringspot virus ni Tomato chlorotic spot virus en Calibrachoa.
Solamente en 2012 se detectaron dos plantas con Calibrachoa mottle virus (1,8 % de

incidencia) y en 2010 y 2011, se observo 8 y 3 % de incidencia de Cucumber mosaic
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virus, respectivamente. A su vez, se encontraron valores similares de incidencia de
Tomato spotted wilt virus durante esos dos afios. En cambio, durante todos los afios de
analisis se detectd la presencia del grupo Potyvirus con mayores porcentajes de
incidencia, por lo que resulté necesaria la profundizacion de los estudios relacionados
con la identificacion de los potyvirus patégenos de Calibrachoa hybrida. Esto permitio
detectar, mediante RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa) y posterior secuenciacion, que la especie viral presente en estas plantas era
Potato virus Y (PVY).

Con respecto a las estrategias de manejo de las enfermedades de calibrachoa, fue
fundamental analizar el rol de las semillas en la transmision de PVY vy la evaluacion de
la influencia de los factores ambientales sobre este proceso. Por ello, se realizaron
cruzamientos dirigidos entre plantas infectadas con PVY, y entre plantas infectadas con
PVY y plantas sin infectar, durante el verano, el otofio y la primavera. A partir de la
técnica RT-PCR, se confirmé que esta especie viral se transmite por semillas tanto en
el caso de uno como de ambos padres infectados, independientemente de las
condiciones de temperatura ambiente y época del afo, y que existe una incidencia
importante del tejido materno sobre la cantidad de semillas producidas y la cantidad de
plantas logradas a partir de los cruzamientos.

Ademas, se llevé a cabo la identificacion de genotipos resistentes a patdégenos, cuyo
conocimiento permite incorporar fuentes de variabilidad a los programas de
mejoramiento, evitando problemas sanitarios. Las variedades resistentes representan
una estrategia simple, segura y efectiva para limitar las pérdidas ocasionadas por
enfermedades y, a su vez, impiden su diseminacién hacia otros cultivos de la zona que
también puedan ser sus hospedantes. Para ello, se llevé a cabo la inoculacion (por
transmision mecanica) de plantas silvestres de Calibrachoa y de Petunia provenientes
del banco de germoplasma del Instituto de floricultura (Calibrachoa caesia, C. thymifolia,
C. linoides, Petunia inflata y P. integrifolia) con un extracto proveniente de plantas de
Calibrachoa fehacientemente infectadas con PVY. Posteriormente, mediante
observacién de la sintomatologia y deteccidon mediante ELISA y RT-PCR, se vio que
todas las plantas analizadas se infectaron con el virus, lo que mostré la ausencia de
resistencia en estas plantas a PVY.

Por otro lado, la produccion de plantas con sanidad controlada constituye otra forma
eficaz de reducir el efecto perjudicial de las enfermedades, pero para ello se requiere el
desarrollo de métodos de eliminacién de patégenos. La regeneracion de plantas in vitro
a partir del cultivo de meristemas o de apices caulinares es la técnica utilizada con mayor
frecuencia para la liberacién de virus, por lo que en este trabajo se llevé a cabo la

optimizaciéon de un protocolo de regeneracion de plantas de Calibrachoa cv. Pampa
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Salmén INTA a partir de meristemas apicales, mediante el analisis comparativo de
diferentes medios de cultivo. Finalmente, se vio que la combinacion de MS 2 (Murashige
y Skoog %) + 0,01 mg L' 6-bencilaminopurina (BAP) resulté en la obtencion de un alto
porcentaje de regeneracion de plantas completas, ademas de una mayor produccion
aérea y radical que, consecuentemente, permitieron una alta tasa de sobrevivencia de
plantas luego de su transferencia al invernaculo. A partir de este avance, se pudo
realizar el cultivo de meristemas con el objetivo de sanear las plantas de C. cv. Pampa
Salmoén INTA infectadas con PVY y, concluyendo que esta técnica permitio erradicar el
PVY en el 74% de los casos, confirmado mediante RT-PCR.

En cuanto a las enfermedades causadas por hongos y organismos afines sobre C.
hybrida, a nivel mundial se ha informado la presencia de los Oomycetes Phytophthora
nicotianae, P. infestans, P. capsici y P. tropicalis, y de hongos como Thielaviopsis
basicola, mientras que en la produccion nacional las variedades de Calibrachoa también
se han mostrado susceptibles a infecciones por Fusarium sp., Alternaria spp. y
Nigrospora oryzae. En plantas de Calibrachoa producidas en el Instituto de Floricultura
e infectadas con potyvirus, se ha observado el desarrollo de manchas foliares
ocasionadas por Nigrospora oryzae, por lo que resulté necesario analizar el patosistema
de una forma integrada a partir del estudio de la interaccion patégenos-hospedante.
Para ello, plantas de C. cv. Pampa Salmén INTA infectadas con PVY y plantas de C. cv.
Pampa Salmon INTA sin infectar fueron inoculadas con N. oryzae. No se logro la
infeccion fungica bajo una temperatura promedio de 20 °C, la cual pudo haber sido
menos conductiva para la enfermedad. A su vez, plantas de C. thymifolia 'y P. integrifolia
fueron inoculadas con el mismo patdgeno y se vio que C. thymifolia presenta resistencia
a N. oryzae, mientras que P. integrifolia es susceptible.

Dada la importancia comercial de C. hybrida y frente al escaso conocimiento de la
etiologia de las enfermedades que la afectan, este trabajo permitié generar informacion

sobre la interaccion patdgenos-hospedante y su manejo.



ABSTRACT

The germplasm of native species is an important source of variability to obtain new
products or to solve health and agronomic problems in production systems of existing
ornamental varieties.

The genetic resources are key strategies for the productive development, and Argentina
has biological wealth and history in the germplasm interchange. In that way, the National
Institute of Agricultural Technology (INTA) carries out several projects related to the
access and the sustainable use of the native genetic resources of the country for
research and crop production. Since 2002, the Floriculture Institute INTA conducts the
genetic improvement of Calibrachoa genus with the aim of obtaining ornamental varieties
for the national and international market.

Currently, “Pampa Salmén INTA”, “Overa Fucsia INTA” and “Garden Rose” are the
three registered varieties. This genus is one of the most important in the global
commercialization of potted ornamental plants and, according to Sakata Seed, the USA
import and demand 230 million of annual cuttings of Calibrachoa hybrida, representing
u$s 40 million per year.

Calibrachoa belongs to Solanaceae Adans family, to the subfamily Cestroideae
Schiltdl., and the tribe Nicotianae G.Don., it includes 28 species, 12 of them native to
Argentina, especially distributed in the Mesopotamia region. It is characterized by having
vigorous growth and flowers of different size and colors, like pink, violet, fuchsia, red,
yellow, and salmon.

The infection by pathogens is one of the most important factors that limits the production
of Calibrachoa. Regarding viral diseases, it has been reported in the USA that
Calibrachoa is affected by Calibrachoa mottle virus (Carmovirus) and in Israel by
Tobacco mild green mosaic virus (Tobamovirus). From 2009, the Floriculture Institute
INTA from Argentina carries out viral detections in ornamental cultures by means of the
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). From that year to date, there were no
cases of Groundnut ringspot virus nor Tomato chlorotic spot virus in Calibrachoa. In
2012, only two plants were reported to be infected with Calibrachoa mottle virus. During
2010 and 2011, 8 and 3 % of incidence of Cucumber mosaic virus, were estimated,
respectively. In addition, there were similar reports of infection by Tomato spotted wilt
virus at the same time. On the other hand, the presence of Potyvirus group has been
detected with higher incidence rates, during all those years. So, it became necessary to
consider the identification of the potyvirus pathogens of Calibrachoa. Thus, we

concluded that Potato virus Y (PVY) is the viral species present in those plants,



confirmed by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and subsequent
sequencing.

In addition, it was essential to analyze the role of the seeds in PVY transmission and
the influence of the environment on disease development in calibrachoa. Therefore,
crosses were made between plants infected with PVY, and between plants infected with
PVY and plants without PVY, during summer, autumn and spring. In conclusion, and
confirmed by RT-PCR, we reported that this viral species is transmitted by seeds
independently of the season of the year, and that there is an important incidence of the
maternal tissue on the quantity of the produced seeds and the quantity of the plants
achieved from the crossings.

On the other hand, the identification of resistant genotypes was carried out so as to be
able to include variability sources in the genetic improvement programs. Resistant
varieties represent a safe and effective strategy to limit the losses caused by diseases
and prevent their spread to others crops. For this purpose, mechanical inoculation with
a PVY extract was carried out in wild plants of Calibrachoa and Petunia obtained from
the germplasm bank of the Floriculture Institute INTA (Calibrachoa caesia, C. thymifolia,
C. linoides, Petunia inflata 'y P. integrifolia). The symptomatology was observed and the
virus was detected by ELISA and RT-PCR, showing that all the plants were infected with
PVY. This confirmed the absence of resistance to PVY in these plants.

Furthermore, the production of healthy plants represents another effective way to
reduce the harmful effect of diseases, but this requires the development of methods for
pathogen elimination. In vitro regeneration of apical meristems is the most frequently
used technique to eliminate viruses, so the optimization of the apical meristem
regeneration protocol of Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA was carried out for the
comparative analyses of different culture media. The combination of MS (Murashige &
Skoog %) + 0,01 mg L' 6-bencilaminopurine (BAP) resulted in a high percentage of
regeneration of plants in addition to a greater aerial (shoot) and radical (root) production
that, consequently, allowed for a high rate of plant survival after transfer to the
greenhouse. From this advance, the C. cv. Pampa Salmén INTA plants infected with
PVY were cleaned up by 74 %, which was corroborated by RT-PCR.

Regarding fungal diseases of C. hybrida, the pathogens Phytophthora nicotianae, P.
infestans, P. capsici y P. tropicalis, and Thielaviopsis basicola have been reported
globally, while in the national production, the calibrachoa varieties have been found to
be susceptible to Fusarium sp., Alternaria tenuissima and Nigrospora oryzae. It had been
observed that calibrachoa plants infected with PVY, developed leaf spots caused by N.
oryzae, so it was necessary to study that pathogens-host interaction. For this purpose,

plants of C. cv. Pampa Salmén INTA infected with PVY and healthy were inoculated with
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Nigrospora oryzae. As a result, no fungal infection was achieved under an average
temperature of 20 °C, which could have been not conductive for the disease. Also, health
plants of C. thymifolia and P. integrifolia were inoculated with N. oryzae and, after an
incubation period, C. thymifolia presented resistance to N. oryzae, while P. integrifolia
did not.

Given the commercial importance of calibrachoa and the limited knowledge of the
etiology of the diseases that affect it, this work allowed to generate valuable information

on pathogen-host interaction and its management.



CAPITULO |

Introduccién general

La floricultura en la Argentina y en el mundo

A nivel mundial, la produccién de flores y plantas en maceta esta dominada por la Unién
Europea con el 34 % del total. Seguidamente, se encuentran la Republica Popular de la
China (16 %) y los Estados Unidos (14 %). En Europa, los Paises Bajos producen el 32
% de las plantas ornamentales, seguidos de Alemania (13 %) e Italia (12 %). Las ventas
anuales mundiales de flores oscilan entre 40 y 60 mil millones de ddlares y es un sector
que se encuentra actualmente en crecimiento en los paises en desarrollo. Sin embargo,
las producciones de Europa, América y Asia cubren mas del 90 % de los requerimientos
del mercado (Lecomte et al., 2016).

En la Argentina, la producciéon comercial de flores y plantas ornamentales se origind
en 1920, a partir del desarrollo de empresas familiares de inmigrantes japoneses,
portugueses, alemanes e italianos en los alrededores del Gran Buenos Aires (Morisigue
et al., 2004). Durante los ultimos anos, la produccion se concentra en el Cinturén Verde
de Buenos Aires y en La Plata (Ménaco et al., 2008) y, en menor medida, en Santa Fe
(Gabriel et al., 2010), Cérdoba (Suarez et al., 2010), Misiones (Bischoff et al., 2008) y la
Patagonia (Mazzoni et al., 2008) donde se comenzo a desarrollar esta actividad durante
las ultimas décadas debido a un incremento de la demanda de flores y plantas para la
decoracion de parques, jardines e interiores (Monaco et al., 2008). Si bien no existen
datos actualizados sobre la produccion floricola local, se sabe que durante el ultimo
relevamiento realizado por el Censo Nacional Agropecuario (INDEC, 2002) la superficie
cultivada era de 2800 hectareas, de las cuales un 70 % pertenecia a la regién Pampeana
y se destaco Buenos Aires como la principal provincia productora (Villanova y Morisigue,
2016).

Desde el 2002, el Instituto de Floricultura (INTA Argentina) se dedica a la
domesticacion y al mejoramiento genético de plantas nativas con los propdsitos de
obtener variedades ornamentales comerciales adaptadas al mercado local e
internacional y de conservar la flora autdéctona bajo un marco legal y sustentable del uso
de los recursos. Entre los géneros nativos que se emplean actualmente se destacan
Glandularia, Mecardonia, Nierembergia, Alstroemeria y Calibrachoa. Con respecto a
este ultimo, la Institucion logré dar origen a tres variedades comerciales registradas:
Calibrachoa cv. Pampa Salmon INTA, C. cv. Overa Fucsia INTAy C. cv. Garden Rose,
las cuales se comercializan en el mercado interno y en América del Norte. Los Estados

Unidos y Canada lograron las licencias para su produccion y cultivo durante los ultimos
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5 afos, en cuyo acuerdo se manifestd que las regalias obtenidas se destinarian, por un
lado, al gobierno nacional y, por otro, al gobierno de Misiones, por ser esta provincia el
lugar de origen de las plantas madre de Calibrachoa a partir de las que se obtuvieron
estas variedades (Hagiwara, 2016).

Actualmente, Calibrachoa se encuentra dentro del grupo de mayor importancia de
plantas para uso en canteros y macetas empleado por paisajistas y viveristas tanto a
nivel local (Milicia et al., 2010) como internacional (Chu et al., 2014).

Segun datos que surgen de entrevistas a referentes de la empresa Sakata Seed, los
Estados Unidos importan y demandan alrededor de 230 millones de esquejes de
Calibrachoa hybrida por ano, lo cual representa un ingreso potencial de 40 millones de
dolares anuales. Con un crecimiento anual del 15 % este género se ubica en segundo

lugar de importancia luego del geranio (Pelargonium hortorum) (Kanaya, 2016).

Caracteristicas del género Calibrachoa

Calibrachoa es un género de plantas nativo de Sudamérica que pertenece a la familia
Solanaceae Adans, subfamilia Cestroideae Schltdl., tribu Nicotianae G.Don.(Jhon et al.,
2019). Inicialmente, sus especies fueron incluidas dentro del género Petunia Juss hasta
que Wijsman y Jong (1985) a partir de un andlisis citogenético pudieron establecer que
aquellas que tenian 2n= 14 cromosomas correspondian al género Petunia, mientras que
las que tenian 2n= 18 cromosomas pertenecian a otro género que se denomind
Calibrachoa (Chu et al., 2014). Ademas, estos géneros difieren entre si porque el habito
de crecimiento de las plantas de Petunia es herbaceo mientras que el de Calibrachoa
es subarbustivo (Kanaya et al., 2010 b) y porque la morfologia de las flores y de las
hojas también es distinto (Greppi et al., 2013 a).

Calibrachoa abarca 27 especies que se distribuyen desde el Sur de Brasil hasta el
Noreste de la Argentina y Uruguay (Mader y Freitas, 2019), mas especificamente entre
los paralelos 18 ° y 37 ° Sur, predominantemente en los estados de Santa Catarina y
Rio Grande do Soul, Brasil (Tsukamoto et al., 2002). Excepcionalmente, Calibrachoa
parviflora también se encuentra en América del Norte y Europa como planta invasora
(Mader y Freitas, 2019). En la Argentina existen 12 especies nativas de Calibrachoa, las
cuales son: C. parviflora, C. pygmaea, C. longistyla, C. caesia, C. irgangiana, C.
excellens, C. linoides, C. thymifolia, C. missionica, C. humilis, C. pubescens y C.
ovalifolia (Greppi et al., 2013 b). Estas se pueden encontrar en las praderas y en los
afloramientos rocosos de las regiones subtropicales y templadas del pais (Jhon et al.,
2019; Mader y Freitas, 2019). En lineas generales, estas plantas se caracterizan por ser
hierbas perennes, menos frecuentemente anuales, o subarbustivas pequefias, erectas

o decumbentes con tricomas simples, glandulares y rara vez eglandulares. Poseen raiz
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axial evidente y tallos cilindricos de base lefiosa. A su vez, presentan hojas sésiles o
subsésiles, alternas, solitarias, de lamina entera, linear, linear-espatulada, oblonga,
ovada o eliptica; base cordada, cuneada o atenuada con nervadura primaria evidente y
nervaduras secundarias en general no evidentes. La inflorescencia es terminal, formada
por una secuencia de unidades simpodiales con flor axial y asociadas a un par de hojas
opuestas en cada nudo. Por su parte, las flores son perfectas, generalmente no
aromaticas, con pedicelos suberectos (Flora Argentina, 2018). La corola es
infundibuliforme de diferentes tamanos y amplia variedad de colores, tales como rosa,
violeta, fucsia y amairillo (Greppi et al., 2013 a).

El lanzamiento de la primera variedad comercial de Calibrachoa fue en la década de
1990, por Suntury Ltp (Kanaya et al., 2010 a) y desde entonces se han registrado
numerosos cultivares por diferentes companias de mejoramiento genético (Kanaya et
al., 2010 b) tales como Goldsmith Plants, Ball Flora Plant y Selecta First Class (Soto et
al., 2008).

Tal como se mencioné anteriormente, entre los géneros de importancia en los
programas de mejoramiento del Instituto de Floricultura del INTA se encuentra
Calibrachoa, con tres exitosas variedades en el mercado las variedades “Pampa Salmén
INTA”, “Overa Fucsia INTA” y “Garden Rose”. La primera presenta flores simples
pequenas medianamente lobuladas, de color rojo anaranjado, con fuerte evidencia de
los nervios de la parte superior del I6bulo de la corola (Figura 1.1). El periodo de floracion
es prolongado, primavero-estival, el cual abarca desde septiembre a abril en el
hemisferio sur (Figura 1.2). Se destaca por su 6ptimo comportamiento en canteros y por
su tolerancia al cultivo en sustratos con pH elevado (alcalinos). La propagacion es

agamica, a través del enraizamiento de esquejes (Hagiwara, 2013 a).

11



Figura 1.1. Flor simple de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA
(Hagiwara, 2013 a)

Figura 1.2. Calibrachoa cv. Pampa Salmon INTA en floracion
(Hagiwara, 2013 a)

Por otro lado, C. “Overa Fucsia INTA” es una variedad que se destaca por tener flores
simples medianas, de 3,1 cm de diametro y medianamente lobuladas, de color rojo
purpura, con fuerte evidencia de los nervios de la parte superior del I6bulo de la corola
(Figura 1.3). Se caracteriza principalmente por su precocidad y duracion del periodo de
floracion, que abarca desde fines de invierno hasta mediados de otofio (agosto-mayo)
(Figura 1.4), y puede ocurrir incluso con fotoperiodo neutro. Al igual que “Pampa Salmén
INTA”, posee un 6ptimo comportamiento en canteros y en macetas, y la propagacion es
agamica mediante el enraizamiento de esquejes. Por su parte, no necesita poda de

formacion (Hagiwara, 2013 b).
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Figura 1.3. Flor abierta de Calibrachoa cv. Overa Fucsia INTA
(Hagiwara, 2013 b)

Figura 1.4. Calibrachoa cv. Overa Fucsia INTA en floracion
(Hagiwara, 2013 b)

Con respecto a la variedad “Garden Rose”, registrada en los EE. UU., se caracteriza
por poseer abundantes flores de color rosa intenso y brillante (Figura 1.5), y por
adaptarse a ser cultivada en climas templados. Su floracion es constante y se da durante

todo el verano, inclusive con altas temperaturas. Se puede cultivar a pleno sol tanto en
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macetas como en canteros, por lo que requiere mucha luz y gran amplitud térmica diaria
(Hagiwara, 2016).

Figura 1.5. Calibrachoa cv. Garden Rose en floracion
(Hagiwara, 2016)

En cuanto a los requerimientos de estas tres variedades, se encuentra la alta
luminosidad y el suelo acido ya que, al ser poco eficientes para asimilar el hierro a pH
alcalino, frecuentemente suelen padecer clorosis en los brotes apicales y disminucién
de su tasa de crecimiento, por lo que requieren altos niveles de fertilizacion (Hagiwara
et al., 2010). Con respecto a las necesidades hidricas, no requieren agua en exceso y
sus temperaturas Optimas de crecimiento diurnas son de 21 a 25 °C, mientras que las
nocturnas varian de 12 a 15 °C (Hagiwara y Pannunzio, 2015).

A pesar de cierta rusticidad, estas variedades ornamentales presentan la problematica
de ser susceptibles al ataque de los siguientes insectos fitéfagos: mosca blanca, trips,
cochinillas y pulgones (Hagiwara, 2013 a,b). Todos ellos, ademas de causarles dafios
que comprometen su calidad comercial, presentan la desventaja de que son
transmisores de enfermedades sistémicas, tales como las causadas por virus
fitopatdgenos (Whitfield et al., 2015), los cuales son los responsables de originar graves
pérdidas econdmicas en las producciones ornamentales. Por su parte, también
presentan el inconveniente de ser susceptibles a las enfermedades fungicas causadas

por Fusarium oxysporum (Borrelli et al., 2021 b), Rhizoctonia solani (Borrelli et al., 2018),
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Sclerotinia sclerotiorum (Borrelli et al., 2020 b; Borrelli et al., 2021 c), Alternaria

tenuissima (Borrelli et al., 2021 a) y Nigrospora oryzae (Borrelli et al., 2020 a).

Virus fitopatéogenos. Caracteristicas generales

Los virus son particulas infectivas compuestas por una o mas moléculas de acido
nucleico, ya sea acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN), capaces
de organizar su propia replicacion, pero requieren de la maquinaria celular de otro ser
vivo para ser funcionalmente activos, por lo que se los considera parasitos intracelulares
obligados (Stange, 2006). Ademas, estan compuestos por una serie de proteinas
multifuncionales, las cuales pueden ser estructurales, de movimiento, de replicacion, de
cubierta, reguladoras de la expresién y de la traduccion (Hull, 2009).

En una primera instancia, cuando el virus toma contacto con el hospedante se
desencadena una serie de interacciones entre ambos. Si el hospedante reconoce la
particula infectiva, se desarrolla una interaccion incompatible que aumenta el sistema
de defensa de la planta y limita la replicacion y el movimiento del virus, y lo circunscribe
al sitio inicial de infeccion. Por el contrario, si la planta desconoce la particula viral, se
establece una interaccion compatible que favorece la infeccién y la planta se enferma
(Jones y Dangl, 2006). Cuando esto sucede, el virus ingresa al citoplasma de la célula
hospedante a partir de una ruptura en la pared celular y, luego de su desencapsidacion
(Stange, 2006), se replica y genera sus propias proteinas a partir de la traduccion de
sus ARN mensajeros para seguidamente realizar un movimiento intercelular a la célula
siguiente y asi sucesivamente hasta desencadenar una respuesta sistémica que permite
la infeccion de la totalidad de la planta (Hull, 2009).

Dado que los virus no pueden penetrar la cuticula de las plantas ni la pared celular por
si mismos, requieren de una asistencia externa que posibilite este contacto (Brault et
al., 2010). Una forma de ingreso es mediante la transmision mecanica en la cual el virus
penetra las células a partir de dafos fisicos que pueden ser causados por herramientas
de trabajo que estuvieron previamente en contacto con plantas enfermas o bien por el
uso de agentes abrasivos que, junto con un buffer especial mas la savia de una planta
infectada, se utilizan como parte de experimentos de investigacion (Hull, 2009). La forma
de inoculacion de mayor relevancia es mediante vectores. Estos pueden ser insectos
(Brault et al., 2010; Whitfield et al., 2015), acaros, hongos y nematodos (Hull, 2009).
Existen 7 6rdenes de insectos capaces de transmitir enfermedades virales a partir de la
ingesta del tejido vegetal, los cuales son: Orthdpteros, Dermapteros, Coledpteros,
Lepiddpteros, Dipteros, Tisandpteros y Hemipteros (Whitfield et al., 2015). Como regla
general, los virus que son transmitidos por un tipo de vector no son transmitidos por

ningun otro (Hull, 2009). Cuando el virus no persiste en el cuerpo del insecto con los
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cambios de muda se habla de transmision no persistente. Por el contrario, cuando el
virus circula en el tracto intestinal del artrépodo y se traspasa a la descendencia, se dice
que la transmision es de tipo persistente (Brault et al., 2010).

Por su parte, se ha visto que los hongos capaces de transmitir virus corresponden al
género Olpidium, los cuales son habitantes de suelo y pertenece al Reino Fungi, Filo
Olpidiomycota. Otros organismos capaces de transmitir virus son los pertenecientes a
los géneros Polymyxa y Spongospora, los cuales corresponden al Reino Protozoa,
Divisién Plasmodiophoromycota (Hull, 2009).

Oftra forma de transmision viral es por medio de semillas que, si bien sélo para una
minoria de las interacciones virus-planta resulta en infeccién, es un medio de
considerable importancia ecolégica para la perpetuacion y diseminacion de estos
patdgenos que genera graves consecuencias econémicas. Por otro lado, los virus
también pueden ser transmitidos mediante polen, cuya produccion y calidad pueden ser
afectados por la presencia de los mismos virus (Johansen et al., 1994).

Dada la diversidad existente de virus vegetales en la naturaleza, éstos se clasifican de
acuerdo con el tipo de acido nucleico, la organizacién gendmica y el mecanismo de
replicacion, la forma y el tamafio de la particula viral, la presencia de cubierta proteica,
las caracteristicas de las proteinas virales, los hospedantes, la patogenicidad y el modo
de transmisién (Gomez Aix, 2015). Por ello, el Comité Internacional para Taxonomia
Viral (ICTV) desarrollé un sistema de clasificacion regido por una serie de pautas que
permiten mantener una unidad familiar. Actualmente, reconoce mas de 1000 especies
de virus vegetales agrupadas en familias y géneros.

Los virus son una de las principales causas de la disminucion de la produccion de
cultivos horticolas y floricolas (Quenouille et al., 2013). Entre los sintomas que producen
se destacan clorosis, mosaicos y moteados foliares, raquitismo, enanismo, epinastia,
deformacion de hojas, flores y frutos, produccién de ampollas (Pérez- Moreno et al.,
2008) vy, en ciertos casos, necrosis que pueden culminar en la muerte de la planta
(Bravo-Almonacid et al., 2011).

Durante los ultimos afos, la globalizacién de la industria de las plantas ornamentales
ha ocasionado notables cambios, entre ellos el aumento de la cantidad de variedades,
su rapida rotacién y un incremento masivo del alcance del comercio a nivel mundial, lo
que podria originar riesgos epidemiolégicos de gravedad debido a la transmisién de
enfermedades virales (Verdin et al., 2017). Este tipo de afecciones tiene una alta
importancia econdmica en las plantas ornamentales, especialmente en las que se
multiplican en forma agamica, ya que con este procedimiento los virus se propagan
facilmente y con ello la carga viral se incrementa de generacion en generacion, lo cual

afecta marcadamente la calidad del producto.
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Dado que existe una alta cantidad de especies y variedades ornamentales con
origenes filogenéticos y geograficos que varian considerablemente, el numero de
agentes infecciosos, tales como los virus, varia en consecuencia, lo que ocasiona una
amplia gama de sistemas patolégicos de plantas con virus (Engelmann y Hamacher,
2008). Por ello, la presencia de virus conocidos y aun sin explorar en las plantas
ornamentales tiene un claro potencial para ser la fuente de los principales patégenos de
los cultivos (Verdin et al., 2017), por lo que ciertos estudios indican que las pérdidas
econdmicas originadas por estas enfermedades podrian mitigarse mediante la
aplicacion de distintas tecnologias (Cutler et al., 2018). Por lo tanto, el estudio de la
interaccion planta-patégeno, el uso de cultivares resistentes y el cultivo de meristemas
resultan de suma importancia para contribuir con la formulacién de medidas preventivas

contra estos agentes de infeccion.

Hongos fitopatégenos. Caracteristicas generales

Frecuentemente, las plantas ornamentales se ven afectadas por hongos patégenos e
incluso por oportunistas sapréfitos (Orbera Ratéon et al.,, 2009). Las enfermedades
fungicas constituyen la mayor causa de pérdidas en las producciones, tanto durante el
cultivo como en la postcosecha. El impacto negativo incrementa los costos de
produccién porque requiere de la implementacion de estrategias de manejo (Quintero-
Dominguez et al., 2019).

Los hongos son microorganismos eucariotas cuyas células estan conformadas por un
nucleo delimitado por una membrana nuclear, mitocondrias, vacuolas, reticulo
endoplasmatico, aparato de Golgi y ribosomas contenidos en el citoplasma. Este se
encuentra rodeado por la membrana citoplasmatica que controla la permeabilidad
celular y participa de la sintesis de la pared celular. Esta pared se compone por
polisacaridos como quitina, pectina y glucanos, y es la responsable de la forma y de la
proteccion frente a los cambios osmoéticos. Estas células se diferencian de las células
de las plantas en la composicién de la pared y en que carecen de cloroplastos y clorofila
(Liébana UrefAa, 2002).

Literalmente, los hongos se pueden encontrar en todas partes, por ejemplo, en la
estratésfera (Wainwright et al., 2003), en sedimentos oceanicos profundos (Nagahama
et al., 2011) y en cualquier punto intermedio. Estos microorganismos intervienen en la
biogeoquimica global, pues reciclan carbono y movilizan elementos como el nitrégeno y
el fésforo. A su vez, proporcionan un apoyo esencial para la vida vegetal en forma de
enddfitos y micorrizas, mientras que los patégenos pueden diezmar poblaciones de

plantas y animales. Las singularidades metabdlicas de varios tipos de hongos han
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proporcionado a la humanidad alimentos y bebidas fermentados, medicinas otros
compuestos con importantes usos industriales (Naranjo-Ortiz y Gabaldoén, 2019).

Para los hongos fitopatdgenos el ciclo de la enfermedad comienza a partir de la
sobrevivencia mediante estructuras especiales —6érganos sexuales o de origen
vegetativo- que les permiten afrontar condiciones ambientales adversas hasta encontrar
al hospedante. La dispersion de estas estructuras puede darse por accion del viento, de
la lluvia, de insectos, animales, herramientas sin desinfectar y por tierra contaminada.
La penetracién del patdogeno en la planta se puede dar en forma directa mediante la
produccion de apresorios y la secrecion de enzimas o bien en forma indirecta por
estomas, lenticelas o heridas en los tejidos. Luego de que el patdgeno ingresa a la planta
se establece la infeccion, coloniza tejidos, genera sintomas, se reproduce en forma
asexual o sexual y las estructuras generadas pueden volver a iniciar el ciclo (Agrios,
2005).

La taxonomia fungica ha sufrido grandes cambios desde el reconocimiento de este
grupo en la taxonomia linneana, donde se consideraba parte del 'Regnum Vegetabile'.
Las primeras clasificaciones incluian varios grupos de eucariotas heterétrofos
caracterizados por su nutricién osmotroéfica con afinidad filogenética diversa, asi como
un nucleo de clados considerados colectivamente como los "hongos verdaderos" o
Eumycota. En un principio, se definieron cuatro filos principales dentro de los hongos
verdaderos, en funcién de sus rasgos morfolégicos y reproductivos: Chytridiomycota,
Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota (Naranjo-Ortiz y Gabaldén, 2019).

Actualmente, los hongos pertenecen al dominio Eucaryota y al reino Fungi. En los
ultimos afos, se han llevado a cabo estudios de secuenciacion de alto rendimiento que
han posibilitado recategorizar al reino en 9 subreinos y 18 filos a partir de distintos

estudios filogenéticos (Tabla I.1) (Tendersoo et al., 2018).

Tabla 1.1. Clasificacién de hongos segun reino, subreino y filo (Tendersoo et al., 2018)

Reino Subreino Filo
Fungi Rozellomyceta Rozellomycota
Aphelidiomyceta Aphelidiomycota
Blastocladiomyceta Blastocladiomycota
Chytridiomyceta Chytridiomycota

Monoblepharomycota

Neocallimastigomycota

Olpidiomyceta Olpidiomycota
Basidiobolomyceta Basidiobolomycota
Zoopagomyceta Entomophthoromycota
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Kickxellomycota

Zoopagomycota

Mucoromyceta Mucoromycota

Martierellomycota

Calcariosporiellomycota

Glomeromycota

Dikarya Entorrhizomycota

Basidiomycota

Ascomycota

El estado sexual de los hongos se denomina perfecto o teleomorfo y el asexual se
llama imperfecto o anamorfo, el cual es el estado mas frecuente de reproduccién. Para
agrupar provisoriamente a los hongos asexuales aun no conectados con un estado
teleomorfo, se origind la clase artificial Deuteromycetes. Cuando aparecen las formas
sexuales habitualmente se asignan a Ascomycota (excepcionalmente Basidiomycota)
(Rivera y Wright, 2020). Dentro de los Deuteromycetes fitopatdbgenos asociados a
Ascomycota se destacan los que ocasionan los mohos negros y verde-azules (género
Aspergillus), los mohos verdes (género Penicillium), los mohos grises (Botrytis),
Fusarium y Cercospora (Rivera y Wright, 2020). En cuanto a los Ascomycota, su
distribucion es cosmopolita porque se pueden encontrar en habitats continentales y
marinos, ya sea como saprofitos, parasitos o simbiontes, lo cual les permite participar
en interacciones ecolégicas importantes para el funcionamiento de los ecosistemas
(Avalos Lazaro et al., 2018). En su mayoria, son hongos filamentosos, que poseen hifas
septadas y ramificadas, y producen cuerpos reproductivos (ascomas). Su forma de
reproduccion sexual es mediante ascosporas, en 6rganos llamados ascos. Dentro de
los grupos de importancia desde el punto de vista de este trabajo se encuentran las
levaduras (género Saccharomyces) y los hongos fitopatégenos tales como el cornezuelo
del centeno (Claviceps purpurea) (Menzies y Turkington, 2015) y Nigrospora oryzae
(Borrelli, 2020 a).

El filo Chytridiomycota es el unico filo de hongos verdaderos que se reproduce con
esporas moviles (zoosporas), los cuales se clasifican en cinco 6rdenes segun el habitat,
los caracteres de las zoosporas y los ciclos de vida (James et al., 2006).

El filo Mucoromycota esta compuesto por hongos inferiores con talos cenociticos, que
producen zigosporas después de la fusién de 6rganos sexuales (Richardson, 2009). Son
ubicuos, extremadamente frecuentes, provocan podredumbres en los alimentos y en las
plantas, pero también los hay parasitos de diversos organismos, como protozoos,

insectos y mamiferos. Ademas, algunas especies son micorrizogenas (Gallego y
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Sanchez, 2021). Dentro de los hongos fitopatdgenos pertenecientes a este filo se
destacan Choanephora cucurbitarum y Rhizopus stolonifer.

El filo Basidiomycota reune mas de 30.000 especies de alta complejidad morfoldgica
que poseen basidios (6rganos donde se desarrollan las esporas de origen sexual),
(Rojas Ramirez, 2013). Estos hongos tienen una amplia intervencion en la naturaleza
debido a que algunos de ellos son capaces de descomponer o degradar la lignina, tales
como Lentinus hirtus, Schizophyllum commune y Trametes versicolor, otros causan
royas y carbones, como Puccinia graminis, Puccinia melanocephala, Hemileia vastatrix,
Ustilago scitaminea y Tilletia tricita (Agrios, 2005) y algunos forman ectomicorrizas como

Amanita boletus (Rojas Ramirez, 2013).

Como consecuencia de la implantacion de un elevado numero de plantas ornamentales
de la misma especie en espacios a veces reducidos, han aparecido brotes de
enfermedades, principalmente micosis, lo cual crea inquietud permanente en los
productores (Sosa Loépez et al., 2014) y en los institutos de investigacion. Estas
enfermedades se esparcen rapidamente y dafian flores, destruyen tallos, hojas y raices,
lo que acaba con toda la produccién y con cultivos cercanos (Sandoval Pillajo et al.,
2021), lo que constituye generalmente la mayor causa de pérdidas en la produccién
agricola. Estos microorganismos comprenden uno de los principales grupos de
patégenos de importancia, tanto por su diversidad como por las pérdidas que originan a
nivel econémico (Rudy et al., 2011). En el caso de Calibrachoa, se detect6 el hongo
fitopatégeno Nigrospora oryzae como el agente causal de dafios importantes en plantas
del Instituto de Floricultura del INTA, lo que originG, en consecuencia, serios
inconvenientes en el programa de mejoramiento de la especie. Dado que uno de los
objetivos del Instituto es el desarrollo de cultivares provenientes de especies nativas'y,
ante la falta de informacion que existe hasta el momento, resulta importante profundizar

sobre diversos aspectos de esta micosis.

Fundamentacién

En el Instituto de Floricultura del INTA (IF), el género Calibrachoa se encuentra dentro
de los planes de mejoramiento clasico para la obtencién de cultivares comerciales a
partir de germoplasma nativo. Por ello, realiza la transferencia de los cultivares mediante
convenios con empresas nacionales (Geoplant S.R.L.) e internacionales (Proven
Winners, EE. UU.) que los comercializan, lo cual se encuentra enmarcado dentro de los
objetivos del INTA de generar conocimientos y especies mejoradas para el sector

floricola.
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Durante la revision bibliografica no se han encontrado resultados sobre los problemas
sanitarios de Calibrachoa ni de especies afines en la Argentina y la informacién
internacional es muy escasa. La consulta a profesionales, como extensionistas y
distintos agentes que desarrollan actividades relacionadas con la produccion, senal6
que los problemas encontrados coincidian con los del IF. Por ello, a través de este
trabajo se buscd generar informacién y dar una posible solucién a la problematica
sanitaria actual de Calibrachoa basada en Potyvirus y Nigrospora oryzae. El enfoque
buscé lograr herramientas que posibiliten a los mejoradores y a los productores una
mayor comprension de la tematica a fin de desarrollar técnicas y alternativas que
permitan enfrentar con éxito esta situacion problema.

El desarrollo de esta tesis permite cubrir una de las necesidades del Instituto y poseer
informacién para los planes de mejoramiento y obtencion de cultivares de Calibrachoa
con mayor grado de adaptacion a la situacion sanitaria de la zona y a los requerimientos
del medio productivo.

El trabajo fue financiado y realizado en el marco del Proyecto de Investigacién
Cientifica y Tecnoldgica (PICT) Start Up 2015-0018, que tuvo como investigadora
responsable a la Dra. Maria Silvina Soto y estuvo articulado con el PICT 2016 N° 2589,

sobre manejo fitosanitario en ornamentales, dirigido por la Dra. Marta C. Rivera.

Objetivo general
Conocer la problematica sanitaria que presenta Calibrachoa hybrida y desarrollar un

protocolo de manejo que incluya distintas tecnologias para obtener plantas de calidad.
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Identificacion del Potyvirus que infecta a Calibrachoa cv. Pampa Salmoén INTA y

C. cv. Overa Fucsia INTA: Potato virus Y

INTRODUCCION

Potyvirus es un género de la familia Potyviridae formado por mas de 180 especies
(Arous et al., 2018) que le debe su nombre a la especie tipo, el Potato virus Y (PVY).
Los miembros de este género se caracterizan por tener una estructura flexible y
filamentosa que forma inclusiones cilindricas con aspecto de aspas de molino en el
citoplasma de las células infectadas (Martinez-Garcia et al., 2001). La particula viral esta
compuesta por una cadena simple de ARN de 10 kb con una cola poli A en su extremo
3’ y una proteina VPg en su extremo 5’ (Green et al., 2017). A su vez, la cadena contiene
una fase de lectura abierta que da lugar a un factor de transmision HC-Pro, una proteina
de las inclusiones cilindricas (Cl), una proteina “a” de las inclusiones celulares (Nla),
una proteina “b” de las inclusiones celulares (NIb) y una capside proteica (CP) (Martinez-
Garcia et al., 2001) (Figura I1.1).
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Figura I1.1. Organizacién gendmica de un miembro tipico del género Potyvirus
(Wylie et al. 2017)

Los sintomas que provocan los Potyvirus dependen del aislamiento, del cultivar
hospedante y de las condiciones ambientales presentes (Quenouille et al., 2013).
Aparecen entre los 7 y 21 dias después de la infeccion y pueden producirse en todos
los estadios de crecimiento de las plantas (Diaz et al., 2010). Generalmente, provocan
mosaicos, distorsiones foliares, moteados y estriados (Cafrune et al., 2011), caida de
hojas, raquitismo (Quenouille et al., 2013) y, en casos avanzados, necrosis y muerte de
la planta (Bravo-Almonacid et al., 2011).

Los potyvirus pueden ser transmitidos en forma mecanica, mediante semillas, polen y
vectores, fundamentalmente afidos (Kraus et al., 2010). Este ultimo tipo de transmisién
es no circulativa y no persistente. Dicha transmision no circulativa, implica que los virus
se asocian a la cuticula y no pueden atravesar las barreras del sistema digestivo del
insecto (Garrido, 2018). Al ser no persistente, los virus se mantienen en el estilete del
insecto y se caracterizan por tener periodos muy cortos para su adquisicion y retencion.

Se asocian con el estilete del afido, donde son retenidos durante unos minutos, e
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inoculados posteriormente. La adquisicion y la inoculacion se producen durante las
breves inserciones de prueba que realiza el afido sobre la planta para comprobar si es
un hospedante apropiado (Moreno Lozano, 2005; Garrido, 2018). A su vez, en la
transmision de potyvirus por afidos es necesaria la presencia de proteinas no
estructurales de origen viral, también denominadas helper component, como la HC-Pro,
la cual permite su posterior inoculacion en la planta (Martinez-Garcia et al., 2001;
Garrido, 2018).

Los miembros del género Potyvirus son responsables de graves pérdidas econdémicas
ocasionadas por sus danos a los cultivos (Damsteegt et al., 2012). Algunos ejemplos a
nivel mundial se encuentran en Cuba, donde se detectaron infecciones en cultivos de
begonia, dalia, lirio y oreja de elefante (Gonzalez Arias y Loreto Reyes, 2013). A su vez,
en Costa Rica se detectd la presencia de los potyvirus Bean common mosaic virus
(BCMV) y Bean yellow mosaic virus (BYMV), los cuales causaron dafnos en especies
nativas de orquideas de alta importancia comercial (Ortiz Arias, 2002). Por su parte, en
la Argentina, se ha detectado el Potyvirus sunflower chlorotic mosaic virus en girasol
(Dujovny et al., 2000), el sweet potato virus G en batata (Rodriguez Pardina et al., 2012),
el Dasheen mosaic virus en cala (Cafrune et al., 2011), el Sugarcane mosaic virus en
cana de azucar (Perera et al., 2009) y el Potato virus Y (PVY) en Solanum tuberosum
(papa) (Gonzélez y Huarte, 2016), entre otros.

Particularmente, el PVY se convirtié en el virus econdmicamente mas importante de la
papa en la década de 1980, después de la aparicion de los recombinantes de PVY que
causan la 'enfermedad de la mancha anular necroética del tubérculo de la papa’, ya que
ademas de transmitirse por afidos, se transporta en los tubérculos infectados (Fuentes
et al., 2019). Ademas de afectar al cultivo de papa, puede encontrarse en otros cultivos
en horticolas, como tomate y pimiento, y en industriales, como tabaco (Ximb et al.,
2017), al cual le puede provocar una reduccion del 80 % del rendimiento (Babujee et al.,
2019). A su vez, se ha reportado en cultivos ornamentales como dalia y petunia
(Quenouille et al., 2013), la cual esta estrechamente emparentada con el género
Calibrachoa (Greppi et al., 2013).

El PVY es un virus variable a nivel biolégico y molecular debido a su alta tasa de
mutacion y de recombinacion genética (Karasev y Gray, 2013). Los principales grupos
biolégicos cominmente reconocidos son el PVY ordinario (PVY©), el cual provoca
mosaicos y las agrupaciones que causan necrosis en los haces vasculares (PVYN)
(Coutts y Jones, 2015). Ademas, existen otras tres agrupaciones, las cuales son PVYC,
PVYE y PVYZ (Coutts y Jones, 2015). PVY® produce estriado puntiforme en papa, PVYE
induce sintomas de mosaico (Fuentes et al., 2019), mientras que PVY?causa sintomas

no necroticos, pero es serologicamente diferente a PVY® (Singh et al., 2008). Por su
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parte, la recombinacion entre estos grupos como eventos de mutacion han dado lugar
a nuevos grupos definidos filogenéticamente como PVYN™N PVYN-Wi 'y PYYNO (Coutts y
Jones, 2015). Este ultimo ha sido denominado de esta manera, ya que induce necrosis
de venas en tabaco (como PVYN), pero tiene una reaccion serologica similar a la raza
PVY©, por lo que se ha demostrado que dicha variante es producto de eventos
recombinatorios entre aislamientos de PVYNy PVY© (Mufioz-Baena et al., 2016). Como
consecuencia de estas recombinaciones, la composicién de las poblaciones de PVY
dentro de las areas de crecimiento de la papa en varias partes del mundo ha cambiado
con el tiempo, lo que incluyé la generacion de variantes que causan necrosis de
tubérculos en cultivares de papa susceptibles (Coutts y Jones, 2015).

Desde 2009, en el Instituto de Floricultura INTA (Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria) se realizan detecciones de las virosis de mayor frecuencia en cultivos
ornamentales mediante la técnica ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
en sus diferentes variantes. Hasta el momento no se han registrado casos de Groundnut
ringspot virus ni Tomato chlorotic spot virus en Calibrachoa. Solamente en 2012 se
detectaron 2 plantas con Calibrachoa mottle virus (1,8 % de incidencia) y, en 2010 y
2011, se observo 8 y 3 % de incidencia de Cucumber mosaic virus, respectivamente. A
su vez, se encontraron valores similares de incidencia de Tomato spotted wilt virus
durante esos dos afios (Alderete et al., 2012). En cambio, durante todos los afios de
analisis se detectd la presencia del grupo Potyvirus en las plantas de Calibrachoa
pertenecientes a los programas de mejoramiento genético del Instituto. En 2009, la
incidencia de este género fue del 5 %, pero surgié un aumento conforme al tiempo: en
2010, hubo 48 % de incidencia y en 2011, 38 %. Desde 2012 a 2014, los valores de
incidencia de potyvirus fueron menores (16 %), pero en 2015 aumentaron al 84 % y
luego disminuyeron al 50 % en 2016, los cuales se mantienen hasta la actualidad
(Alderete, comunicacién personal). Por este motivo, resulté entonces de suma
importancia profundizar los estudios relacionados con la identificaciéon de los potyvirus
patogenos de las variedades de calibrachoa originadas en la institucién. Ademas,
porque hasta el momento, en la Argentina, no se ha reportado informacién sobre las

especies de Potyvirus que infectan a calibrachoa.

HIPOTESIS
Las plantas de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA y de C. cv. Overa Fucsia INTA del
Instituto de Floricultura que presentan moteados, arrugados foliares y decoloracion de

flores se encuentran infectadas por el Potyvirus Potato virus Y (PVY).

OBJETIVO
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Determinar la presencia e identificar el/los Potyvirus que infecta/n a Calibrachoa cv.

Pampa Salmén INTA y C. cv. Overa Fucsia INTA.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Muestras de hojas de 19 plantas de Calibrachoa (10 plantas de C. cv. Pampa Salmoén
INTAy 9de C. cv. Overa Fucsia INTA) que presentaban moteados y arrugados foliares,
flores manchadas y raquitismo fueron colectadas de un invernadero del Instituto de
Floricultura del INTA, Hurlingham, Buenos Aires, Argentina (Latitud Sur: 34,67; Longitud
Oeste: 58,65).

Analisis serolégico
Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (test de ELISA indirecto)

Para evaluar la presencia de Potyvirus en las plantas de Calibrachoa se utilizé el kit
comercial BIOREBA ® de tipo indirecto para el grupo Potyvirus. Se pesaron 1,5 g de
cada muestra (hojas con moteados y arrugados foliares) mediante balanza electrénica
y luego se agregaron 75 ml de buffer en una dilucion 1:50 (P/V). Seguidamente, se
procedié a la molienda de las muestras mediante mortero y se agregaron 200 ul del
extracto acuoso de cada muestra a los pocillos de una placa de microtitulacion, por
duplicado. A su vez, se incluyeron los controles positivos y negativos, consistentes de
tejidos vegetales suministrados en forma liofilizada por el kit BIOREBA ®.
Posteriormente, se conservo la placa a 4°C durante 12 horas.

Finalizado el periodo de incubacién, se lavé la placa con buffer de lavado (buffer fosfato
salino mas Tween-20 0,05 %) por triplicado y se agregaron 200 ul a cada pocillo de la
soluciéon de Inmunoglobulina G. Seguidamente, la placa fue colocada en camara
himeda a 37°C durante 2 horas. A continuacion, la placa fue lavada por triplicado con
el buffer de lavado. Luego, los pocillos fueron cargados con 200 pl de solucién buffer
conjugado BIOREBA ®, conformado por la enzima fosfatasa alcalina, y la placa fue
colocada nuevamente en camara humeda a 37°C, durante 2 horas. Finalizado ese
tiempo, la placa fue lavada nuevamente con el buffer de lavado y se agregaron 200 pl
de buffer sustrato BIOREBA ® a cada pocillo y se dejo la placa en reposo a temperatura
ambiente, durante 1 hora.

Finalmente, se procedié a la lectura de la placa mediante un espectrofotémetro de
placa Bio-Rad ® a 405 nm de absorbancia. La reaccion fue considerada positiva cuando
la lectura fue mayor al valor promedio de los controles negativos mas dos veces la

desviacion estandar (Sutula et al., 1986; Tun Suarez et al., 2007).
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Analisis moleculares
- Identificacion del Potyvirus en estudio

Extraccion de ARN
Para la extraccién de ARN se siguié un protocolo que utilizé Trizol (ThermoFisher
Science ®).

En primer lugar, 0,1 g de muestras de hojas de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA
y C. cv. Overa Fucsia INTA que resultaron positivas por la prueba de ELISA y que
presentaban sintomas fueron molidas en mortero con N; liquido y colocadas en un tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL. Seguidamente, se agregd 1 mL de trizol a cada tubo y se
incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Las muestras fueron
centrifugadas a 11000 rpm y a 4°C, en una microcentrifuga Hermle ® Z 323 K, durante
10 minutos. Posteriormente, se agregaron 0,2 mL de cloroformo y los tubos fueron
agitados manualmente durante 15 segundos e incubados a temperatura ambiente
durante 3 minutos. A continuacion, las muestras fueron centrifugadas a 12.000 rpm y a
4 °C, durante 15 minutos. La fase acuosa fue transferida a un tubo limpio y luego se
agregaron 0,5 mL de isopropanol. Posteriormente, fue incubada a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Seguidamente, las muestras fueron centrifugadas a 11.000 rpm a
4 °C, durante 10 minutos. Luego, se extrajo el sobrenadante, se lavo el pellet con 1 mL
de etanol 75 % y se centrifugé a 4 °C a 6.000 rpm, durante 10 minutos. Se realizé un
segundo lavado y luego las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente.
Finalmente, el ARN fue re-suspendido en 50 ul de agua libre de RNAsas e incubado en

bano termoestatizado (“bafio maria”) a 55 °C durante 10 minutos.

Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR)
Sintesis de ADN copia (ADNc)
La concentracion de ARN fue determinada con un espectrofotometro NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Technologies) a partir de la absorbancia a 260 nm, puesto que se
estima que A (260 nm) = 1 equivale a 40 ug/ml de ARN. La pureza e integridad del ARN
total fue determinada por la relacion 260/280 nm y por electroforesis en gel de agarosa
tefAido con bromuro de etidio.

Para la sintesis de la primera cadena de ADNc se utilizo6 como templado 11 ung de ARN
total, (25 ng/ul) el primer AP (Adapter Primer) 5 GGCCACGCGTCGACTAGTAC (T)17 3,
que hibrida con la cola de poli A del ARN como iniciador, y transcriptasa reversa
SuperScript Il (ThermoFisher Science ®), de acuerdo con las especificaciones del

fabricante.

Deteccién del genoma del PVY por RT-PCR
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Para la deteccion del PVY se amplificd la region que codifica para la proteina nuclear
NIb, la proteina de capside y el extremo 3’ UTR del genoma viral (~1.7 kb) mediante
PCR, siguiendo la estrategia descripta por Chen et al., (2001). Se utilizaron los primers
S-primer (5 '-GGX AAY AAY AGY GGXCAZCC-3,X=A,G,CoT;Y=ToC;Z=A
o G), que es un cebador degenerado disefiado en base a todas las secuencias
disponibles de Potyvirus (Figura 11.2), y el AUAP (Abridged Universal Amplification
Primer) (5GGCCACGCGTCGACTAGTAC 3’), el cual hibrida con el ADNc que se realizo
a partir del cebador AP durante la RT-PCR. La mezcla de reaccién de la PCR (premix)

se realizé segun la Tabla Il.1.

Pl-Pm

Mn) 3 OH

8

@

S-primer —p <4 AUAP primer
1,7 kb

Figura I1.2. Organizacién gendmica de un miembro tipico del género Potyvirus con la
hibridacién del cebador S-primer (5GGX AAY AAY AGY GGX CAZCC-3',X=A,G,CoT;Y =
ToC;Z=A0G)ydel primer AUAP (5GGCCACGCGTCGACTAGTAC 3’). Se esquematiza el

producto de amplificacién esperado de aproximadamente 1,7 Kb
(Adaptado de Wylie et al. 2017)

Tabla I1.1. Mezcla de reaccion de la PCR (premix)

Reactivos Concentracion final Volumen (pl)
H.O MilliQ 33,9
Buffer 10X 1X 5
MgClz (50 mM) 1,5 mM 1,5
dNTPs (10 mM) 0,4 mM 2
Oligo AUAP 10 uM 0,2 uM 1
S-Primer 10 uM 0,2 yM 1
Platinum Pfx ADN 0,5 U/l 0,2
polimerasa (2,5 U/ul)
(Thermo Fisher)
ADNc 5
Volumen final 50 ul 50
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Se agregaron 45 pl de la premix y 5 pyl del ADNc correspondiente a la
muestra a analizar a cada tubo. La reaccién de PCR se llevd a cabo con un ciclo de
desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 4 min seguido por 40 ciclos de 1 min a 94 °C,

1 mina 52 °C,y 1 min a 72 °C, con una extensién final a 72 °C durante 10 min.

Visualizacion de los productos de amplificacion

Los productos de amplificacion fueron resueltos por electroforesis en geles de
agarosa al 1% con bromuro de etidio (concentracion final de 0,5 pug/ml) en buffer TAE
1X (Tris-Acetato-EDTA). La corrida electroforética se realizd a voltaje constante (8

V/cm) y los productos de amplificacidon se visualizaron bajo luz UV.

Clonado y secuenciacioén del extremo 3’ viral

El fragmento de amplificacion de ~1,7 kb correspondiente a la region que codifica para
la proteina nuclear NIb, la proteina de capside y el extremo 3’ UTR del genoma viral fue
cortado del gel y purificado con el kit comercial Qiaex Il (Qiagen) a partir de las
especificaciones del fabricante. Posteriormente, el fragmento fue clonado en el vector
pGEMT-easy (Promega), se transformaron bacterias Escherichia coli cepa DH5a
competentes quimicamente (Sambrook et al., 1989) y se seleccionaron los clones
positivos, es decir, las colonias que crecieron en medio LB con Ampicilina (100 pg/ml) y
presentaron coloracion blanca en presencia de X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-
Dgalactopyranoside, 40 pg/mL en dimetil formamida) e IPTG (Isopropil-1-tio-B-
Dgalactésido, 1 mM). Para obtener ADN plasmidico de alta calidad para secuenciacion,
se partio de 1,5 ml de cultivo bacteriano saturado. Las bacterias se cosecharon por
centrifugacion en microcentrifuga a 3000 g y se obtuvo el ADN plasmidico, mediante el
uso de columnas de Qiaprep Spin Plasmid Miniprep Kit (Qiagen), segun las
especificaciones del fabricante.

ElI ADN fue secuenciado en el servicio de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia
del INTA-Castelar en un secuenciador automatico ABI 3500 XL. Para la secuenciacién
se utilizaron los cebadores T7 y SP6 presentes en el vector pGEMT easy. Los resultados
recibidos se verificaron en cuanto a la calidad de las secuencias: se reviso el archivo.phd
que contiene los indices de PHRED de cada posicion nucleotidica y se evaluaron las
bases con indeterminaciones mediante la revision del electroferograma (archivo ab1).
Por ultimo, las lecturas obtenidas con los cebadores T7 y SP6 se ensamblaron mediante
la aplicacion “ContigExpress” presente en el Software de Bioinformatica Vector NTI
(Thermo Fisher Scientific).

La secuencia de nucledtidos ensamblada de 1.772 nt fue depositada en la base de

datos GenBank bajo el numero de acceso MH880833.
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- Diseno de cebadores (primers)
Para efectuar los futuros diagndsticos de la presencia del virus estudiado (PVY) en las
plantas de Calibrachoa mediante RT-PCR se efectud el disefio de cebadores que
hibridan con una regién del marco abierto de lectura (tamafio 804 bases) que codifica
para la proteina de la capside del PVY secuenciada en el presente trabajo.
Para ello, se  utilizd el software web “Primer3” disponible en:

http://primer3.sourceforge.net y se disefaron los cebadores forward 1 (posicién 426 de

la region que codifica para la capside) y reverse 1 (posicion 802 de la regién que codifica
para la capside), cuyo detalle se encuentra en la seccion Anexo del capitulo I. Los

cebadores fueron manufacturados por Invitrogen ®.

- Analisis de sensibilidad de la técnica RT-PCR

Extracciéon de ARN
Con el objetivo de contar con un metdédo de mayor sensibilidad que el ELISA para
detectar el virus PVY presente en los cultivares de Calibrachoa INTA, se realizé un
analisis de sensibilidad de deteccion de PVY, en el cual se llevaron a cabo diferentes
agrupaciones de hojas de Calibrachoa denominadas pooles, que fueron conformadas
de la siguiente manera: 1 hoja infectada con PVY y 4 hojas sanas; 1 hoja infectada con
PVY y 9 hojas sanas; 1 hoja infectada con PVY y 19 hojas sanas; 1 hoja infectada con
PVY y 29 hojas sanas (Distefano, comunicacién personal).

Para la extraccion de ARN se siguid un protocolo utilizando Trizol (ThermoFisher
Science®), y se realizd la molienda de las hojas de cada pool en un mortero con Nz
liquido, cuyo producto se coloco en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.

Seguidamente, se agregd 1 mL de trizol a cada tubo y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Las muestras fueron centrifugadas a 11000 rpm y a 4°C,
en una microcentrifuga Hermle ® Z 323 K, durante 10 minutos. Posteriormente, se
agregaron 0,2 mL de cloroformo y los tubos fueron agitados manualmente durante 15
segundos e incubados a temperatura ambiente durante 3 minutos. A continuacién, las
muestras fueron centrifugadas a 12.000 rpm y a 4 °C, durante 15 minutos. La fase
acuosa fue transferida a un tubo limpio y luego se agregaron 0,5 mL de isopropanol.
Posteriormente, fue incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Seguidamente, las muestras fueron centrifugadas a 11.000 rpm a 4°C, durante 10
minutos. Luego, se extrajo el sobrenadante, se lavd el pellet con 1 mL de etanol 75 % y
se centrifugd a 4 °C a 6.000 rpm, durante 10 minutos. Se realizdé un segundo lavado y

luego las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente. Finalmente, el ARN fue
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re-suspendido en 50 pl de agua libre de RNAsas e incubado en baho termoestatizado

(“bafio maria”) a 55 °C durante 10 minutos.

Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR)
Sintesis de ADN copia (ADNc)
La concentracion de ARN fue determinada con un espectrofotometro NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Technologies) a partir de la absorbancia a 260 nm, puesto que se
estima que A (260nm) = 1 equivale a 40 yg. mL™" de ARN. La pureza e integridad del
ARN total fue determinada por la relacién 260/280 nm y por la relacién 260/230 nm.
Para la sintesis de la cadena de ADNCc se utilizé como templado 1 ug de ARN total, el
oligo d(T) primer M4T (5-GTT TTC CCA GTC ACG AC (T)15-3’), que hibrida con la cola
de poli Ay T del del virus, y la transcriptasa reversa Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase (M-MLV RT) (Promega ®), de acuerdo con las especificaciones

del fabricante.

Deteccion de PVY por RT-PCR

Para la deteccién del PVY se amplificé una porcion de la region que codifica para la
proteina de la capside del genoma viral (377 kb) mediante PCR. Se utilizaron los
cebadores forward 1: 5 ATACCCACTCAAGCCAATCG 3 vy reverse 1. 5
ACATGTTCTTGACCCCAAGC 3’

La mezcla de reaccion de la PCR se realiz6 segun la Tabla 11.2.

Tabla I1.2. Mezcla de reaccion de la PCR

Concentracién | Volumen

Reactivos final (ul)
H.O MilliQ* 19,48
Buffer 5X 1X 2,5
MgSOQO4 (25 mM) 0,5 mM 0,5
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,5
Ceb. Forward 1 0,2 uM 0,5
Ceb. Reverse 1 0,2 uM 0,5
GoTag DNA 0,04 U. pl 0,2
Polymerase (5 U. ul")
(Promega ®)
ADNCc 1

35



Volumen final 25
*Agua libre de ARNasas

Cada muestra para analizar estuvo conformada por 24 pl de la mezcla de reacciéon mas
1 ul del ADNc correspondiente. La reaccion de PCR fue llevada a cabo con un ciclo de
desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 2 min seguido por 34 ciclos de 30 segundos a
94°C, 1 minuto a 56 °C y 2 minutos a 68 °C con una extension final a 68 °C durante 5

minutos mediante un termociclador (My Cycler, Bio-Rad ®).

Visualizacién de los productos de amplificacion

Los productos de amplificacion fueron resueltos por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5 % con bromuro de etidio (concentracion final de 0,5 ug. mL™) en buffer
TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). La corrida electroforética se realizo a voltaje constante (60
V) durante 1:15 h y los productos de amplificacion se visualizaron bajo luz UV.

El analisis de las bandas se realizé mediante el software Vision Works®.

RESULTADOS Y DISCUSION
- Identificacion del Potyvirus en estudio

La presencia del género Potyvirus fue detectada mediante ELISA en las 19 plantas de
Calibrachoa que mostraban sintomas compatibles con la enfermedad, lo que significa
que habria una correlacion entre la aparicion de sintomas e infeccién por Potyvirus, con
un nivel de incidencia del 100 %. La validez de las pruebas fue confirmada por el alto
valor de absorbancia obtenido para el control positivo (1,90) y los bajos niveles
alcanzados para los controles negativos (promedio= 0,025; SD= 0,071); y se definié en
el histograma de frecuencias de absorbancia a 405 nm un nivel de 0,167 como el valor

de corte del ensayo (Figura 11.3).
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Figura I1.3. Resultado de la prueba de ELISA de tipo indirecto para la deteccion del género
Potyvirus en tejidos foliares de Calibrachoa. Los signos + representan los resultados positivos,
mientras que C(-) y C(+) corresponden con los valores de los controles negativos y positivos,
respectivamente. La linea horizontal representa el punto de corte de la prueba (absorbancia=
0,167)

Estos resultados coinciden con la observacion de los sintomas caracteristicos de la
enfermedad que presentaban las plantas al momento de la realizacion del analisis, tales

como moteados foliares y manchado de flores (Figura 11.4).

Figura I1.4. Calibrachoa cv. Pampa salmén INTA con moteados foliares (izquierda) y flor

manchada (derecha)
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En cuanto a los analisis moleculares, en la Figura II.5 se puede observar la
representacion de las bandas caracteristicas de alta calidad de ARN de las ultimas dos
muestras correspondientes a Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA y C. cv. Overa
Fucsia INTA (lineas 4 y 5, respectivamente) con lo cual se confirma la extraccién de
ARN total. Por su parte, las primeras tres muestras mostraron una baja calidad del ARN,
por lo que no se logran ver bandas definidas en la imagen (lineas 1 a 3). Esto pudo
deberse a que los compuestos fendlicos presentes en las muestras de tejido se oxidaron
rapidamente para formar quinonas, las cuales pudieron unirse facilmente con los acidos
nucleicos y actuar como una barrera para el aislamiento del ARN de 6ptima calidad
(George, 2018).

Figura II.5. Electroforesis en gel de agarosa 1% del ARN total extraido de tejido foliar de
plantas de Calibrachoa INTA. Lineas 1, 2 y 3: muestras de Calibrachoa con baja calidad de
ARN; linea 4: Calibrachoa cv. Pampa Salmon INTA,; linea 5: C. cv. Overa Fucsia INTA

A partir del analisis del gel de agarosa se puede observar un fragmento de
amplificacién de 1,7 Kb (Figura 11.6) para C. cv. Pampa Salmén INTA (linea 1). Esto
indica que las muestras de las variedades evaluadas se encontraron infectadas por
Potyvirus, tal como lo sefal6 el diagndstico realizado mediante la prueba de ELISA. Por
su parte, a partir de las muestras de C. cv. Overa Fucsia INTA no se logré amplificar el
fragmento (linea 3), por lo que se infiere que hubo una falla durante la técnica, ya que
resultd positiva para Potyvirus mediante ELISA y poseia la misma sintomatologia que
C. cv. Pampa Salmoén INTA.
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Figura I1.6. Perfil de amplificacién de ADNc de Potyvirus. M: marcador de peso molecular (1000
pb Invitrogen ®); linea 1: Calibrachoa cv. Pampa Salmoén INTA infectada; lineas 2: control
negativo (reactivos de PCR sin ADNc); linea 3: Calibrachoa cv. Overa Fucsia INTA sin

amplificar; linea 4: Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA sana

Un analisis BLASTn de la region de 1.772 nt, amplificada a partir de la muestra de
Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA infectada, con las secuencias de nucleétidos
disponibles en la base de datos GenBank mostré una identidad de nucleétidos del 82 al
88 % con diferentes aislamientos de Potato virus Y (ver en Anexo la secuencia de
nucleotidos completa).

Las identidades de nucleétidos mas altas fueron 88% con PVY (KC823271) aislado de
Nicotiana tabacum en Brasil y 83% con PVY (KC296439) aislado de tabaco en China.

A nivel de aminoacidos, la secuencia de poliproteina parcial de 480 aa mostr6 93 % de
identidad con el mismo aislado brasilefio (AGX27991) y 88 % con el aislado chino
(AGH27746). El complejo PVY incluye cinco cepas no recombinantes y 36 patrones
recombinantes, que presentan un desafio para la tipificacion de razas (Green et al.,
2018).

Si bien en esta investigacion no se ha abordado el estudio de PVY a nivel de raza,
dada la sintomatologia presente en las plantas de Calibrachoa evaluadas, se puede
inferir que la variante PVY© es la que se encontraria presente, ya que las plantas
infectadas manifiestan mosaicos generales suaves a severos, rugosidad de hojas,
defoliacion, enanismo y reduccion del crecimiento, del mismo modo que lo describen
Schubert et al., (2007) y Singh et al., (2008).

En América del Norte, puntualmente en el Oeste de los Estados Unidos de América,
se ha detectado la presencia de las variantes PVYN, PVYNTN y PVYNO (Lorenzen et al.,

2006). En América del Sur, especificamente en Peru, se ha reportado la variante PVYN™
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en cultivares nativos de papa, donde los sintomas no manifestaron anillos necréticos en
los tubérculos (Salazar et al., 2000). Ademas, esta variante también se ha registrado en
Brasil (Galvino Costa et al., 2012), en México (Hernandez de la Cruz et al., 2007) y en
Colombia (Gil et al., 2011), en campos comerciales de papa, mientras que también se
ha detectado en aquel pais en plantas de tomate (Mufoz-Baena et al., 2016).

Por su parte, en la Argentina, histéricamente no se ha llevado a cabo un estudio
sistematico de los aislados de PVY en papa, ni se dispuso de informacion completa
sobre los aislamientos de PVY presentes en el pais. Sin embargo, en estudios recientes
(Colavita et al., 2017) se han caracterizado 46 aislamientos de PVY de diferentes
regiones productoras de papa de la Argentina, donde se encontré la presencia de razas
de PVY recombinantes entre PVYN y PVY©. Por ello, se podria suponer que
posiblemente la raza infectiva de las variedades de Calibrachoa INTA podria estar
relacionada con la variante PVY® por encontrarse presente en el pais.

Otros estudios realizados han encontrado la presencia de PVY en diferentes cultivares
de papa en la provincia de Jujuy (Clausen et al., 2001), sin embargo, tampoco se ha
efectuado una tipificacion de la especie viral.

Estos hallazgos mencionados sumados a los resultados obtenidos durante esta
investigacion demuestran que PVY se encuentra presente en diversos cultivos y en
varias regiones de la Argentina, o que supone una adaptacién del virus a los distintos

ambientes y una amplia distribucion a lo largo del territorio argentino.

La aparicion de nuevos aislamientos puede deberse a la eliminacion de plantas que
muestran sintomas de infeccion por virus durante tareas e inspecciones a campo, por lo
que las plantas remanentes posiblemente podrian contener aislamientos que no causan
sintomas, lo que da lugar a una nueva recombinacién viral.

Los datos sobre la estructura molecular de las razas de PVY proporcionan informacion
sobre la evoluciéon del virus (Schubert et al., 2007). En el caso de Calibrachoa, se
requeriria profundizar ciertos aspectos que permitan determinar la capacidad de los
aislados, lo que permitiria conocer los posibles genes de resistencia de la especie y

aumentar la eficiencia de los programas de mejoramiento.

- Andlisis de sensibilidad de la técnica RT-PCR
El andlisis del gel de agarosa (Figura I1.7) permitié observar que tanto el pool de 1 hoja
infectada con PVY y 4 hojas sanas (lineas 2 y 3), como el de 1 hoja infectada y 9 hojas
sanas (lineas 4 y 5), el de 1 hoja infectada con PVY y 19 hojas sanas (lineas 6y 7), y el

de 1 hoja infectada con PVY y 29 hojas sanas (lineas 8 y 9) resultaron positivos a la
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deteccion de PVY mediante RT-PCR. Los fragmentos de amplificacion obtenidos

tuvieron el tamafio aproximado a lo esperado (377 pb).

Figura II.7. Perfil de amplificacion de ADNc de PVY. M: marcador de peso molecular
100 pb (Ladder PBL-Productos Bio-loégicos ®); linea 1: control negativo de la PCR
(reactivos sin ADN); linea 2: pool de 1 hoja infectada con PVY y 4 hojas sanas; linea 3:
duplicado del pool anterior; linea 4: pool de 1 hoja infectada con PVY y 9 hojas sanas;
linea 5: duplicado del pool anterior; linea 6: pool de 1 hoja infectada con PVY y 19
hojas sanas; linea 7: duplicado del pool anterior; linea 8: pool de 1 hoja infectada con
PVY y 29 hojas sanas; linea 9: duplicado del pool anterior; linea 10: control positivo
(planta de Calibrachoa cv. Pampa salmoén INTA infectada con PVY); linea 11: control
negativo de la RT-PCR (reactivos sin ARN)

Los procedimientos de deteccion deben ser optimizados a modo de lograr precisiéon a
partir de las medidas de sensibilidad y especificidad (Sharma et al., 2009). La
sensibilidad mide la proporcién de positivos reales que son clasificados como tal
(probabilidad de verdaderos positivos) y la especificidad mide la proporcién de negativos
que estan correctamente identificados (probabilidad de verdaderos negativos) (Rubio et
al., 2020). En este trabajo se realizé un andlisis de sensibilidad que permitié la posterior
implementacion de estos pooles para efectuar el diagndstico de PVY en las plantas
provenientes de los cruzamientos analizados, ya que la técnica resulto sensible frente a

todas las disgregaciones evaluadas.

CONCLUSIONES

e Los resultados del presente trabajo permiten demostrar la presencia de Potato
virus Y como patoégeno de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTAy C. cv. Overa

Fucsia INTA, en la Argentina. Para programas de mejoramiento genético de la
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especie seria muy importante identificar la o las variantes de PYV existentes con
el fin de determinar resistencia e implementar su utilizacion en ellos.

La técnica RT-PCR es altamente sensible para la deteccion de PVY en plantas
de Calibrachoa a partir de la utilizacion de pooles de hojas de varias plantas, ya
sea ante 1 hoja infectada con PVY y 4 hojas sanas; 1 hoja infectada con PVY vy
9 hojas sanas; 1 hoja infectada con PVY y 19 hojas sanas; y 1 hoja infectada con

PVY y 29 hojas sanas.
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CAPITULO Il

Estudio de la transmisién de Potato virus Y por semillas de Calibrachoa

INTRODUCCION

Alrededor de una séptima parte de los conocidos virus fitopatdgenos es transmitida a
través de semillas en, al menos, una de sus plantas hospedantes infectadas. Los virus
suelen persistir en las semillas por largos periodos de tiempo (Hull, 2002) y, ademas,
suelen transmitirse a las generaciones siguientes por medio de esta via (Baldodiya et
al., 2020).

La transmisién de virus por semillas es un mecanismo que permite su persistencia
entre temporadas de cultivos. Una tasa de transmisién de 0,001 puede iniciar una
epidemia y generar graves consecuencias econémicas (Simmons et al., 2013). Este tipo
de transmision varia del 1 al 100 % de acuerdo con la especie viral y el hospedante
(Hull, 2009), factores ambientales y fisiolégicos, los cuales son aspectos clave para
tener en cuenta para el analisis de las estrategias de manejo de enfermedades
(Johansen et al., 1994).

Los granos de polen son los gametofitos de las plantas que tienen reproducciéon sexual
y los tubos polinicos germinan sobre los estigmas antes de la transferencia del polen a
los sacos embrionarios que contienen los gametofitos femeninos (Liu et al., 2013). En
coincidencia con Isogai et al. (2020), Liu et al. (2013) clasifican la transmision viral por
polen en plantas infectadas de dos maneras:

- transmision horizontal: aquella en la cual la infeccion de los tejidos de la planta
madre ocurre durante la polinizacion;
- transmision vertical: aquella en la que el virus es transmitido a las semillas por la
infeccion de los embriones desarrollados de plantas polinizadas.
De los aproximadamente 46 virus que se transmiten por semilla, todos lo hacen en forma
vertical y 18 de ellos también son transmitidos de manera horizontal (Card et al., 2007).

Se ha visto que la produccion y la calidad del polen son afectados a menudo por la
presencia del virus (Johansen et al., 1994).

Por otra parte, se ha observado que, en lineas generales, la habilidad de los virus para
infectar el polen esta relacionada con su capacidad para invadir las regiones
meristematicas (Hull, 2002).

En el caso de los Potyvirus, se ha encontrado que la transmisién por semilla puede

variar entre un 1 y un 80%, de acuerdo con la especie viral que se trate (Hull, 2002).
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El estudio de las interacciones planta-patégeno en lo que respecta a la transmision de
virus es de suma importancia para contribuir con la formulacion de medidas preventivas
contra estos patdgenos (Baldodiya et al., 2020). Dada esta situacion y la importancia
ecoldgica para la perpetuacion y diseminacion de virus que representa la transmision
por semillas, y que no existen reportes sobre este comportamiento en plantas de
Calibrachoa infectadas con Potato virus Y (PVY), el presente estudio se realizé con el
propoésito de determinar la transmisiéon viral a semillas de Calibrachoa hybrida de

acuerdo con la variacién de la temperatura ambiente.

HIPOTESIS

La especie viral Potato virus Y patdgena de los cultivares de Calibrachoa INTA infecta

al embridén de las semillas.

OBJETIVOS

Determinar la capacidad de transmisién por semillas de Potato virus Y en calibrachoa

de acuerdo con la temperatura ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Durante los meses de marzo (otofo), septiembre (primavera) y diciembre (verano) de
2018 se llevaron a cabo cruzamientos entre las variedades de Calibrachoa INTA segun
se detalla en la Tabla Ill.1, en el Instituto de Floricultura del INTA, Hurlingham, Buenos
Aires, Argentina (Latitud Sur: 34,67; Longitud Oeste: 58,65).

Tabla lll.1. Esquema de cruzamientos entre plantas de Calibrachoa INTA infectadas con Potato

virus Yy plantas de Calibrachoa INTA sin infectar

Cruzamiento n° Planta madre Planta padre
1 Infectada con PVY Infectada con PVY
2 Infectada con PVY Sin PVY
3 Sin PVY Infectada con PVY
4 Sin PVY Sin PVY

Los cruzamientos dirigidos fueron efectuados en estado de pimpollo. La emasculacion
fue realizada previa polinizacion. Los pimpollos fueron abiertos con una pinza,

extrayendo las anteras juntamente con la corola. El polen, extraido de flores en antesis
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del progenitor masculino, fue inmediatamente depositado sobre el estigma de los
pimpollos. Se realizaron 5 repeticiones por cruzamiento. Las plantas polinizadas se
colocaron al azar sobre las mesadas de un invernadero de polietileno sin control de
temperatura (Figura 1ll.1) y se registraron las temperaturas diarias hasta la maduracién

de los frutos (entre 25 y 35 dias después de la polinizacién).

Figura lll.1. Plantas de Calibrachoa INTA utilizadas para los cruzamientos ubicadas sobre

mesadas de invernadero

Desinfecciéon de frutos y siembra
En primer lugar, los frutos maduros fueron enjuagados con alcohol 70 % durante 10
segundos y luego fueron transferidos a una soluciéon de hipoclorito de sodio por 10
minutos. Seguidamente, fueron enjuagados 3 veces con agua destilada estéril bajo flujo
laminar.

La siembra se realizé en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) sobre placas

de Petri estériles, también bajo condiciones de flujo laminar, en laboratorio (Figura 111.2).
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Figura I1l.2. Flujo laminar en laboratorio del Instituto de Floricultura INTA

Almacenamiento de placas y transferencia al invernaculo

Finalizada la siembra, las placas se colocaron a 4 °C y en oscuridad durante una semana
para romper la dormicion seminal. Luego, se almacenaron en una camara de cultivo a
25 °C y 16 h de fotoperiodo hasta que las semillas germinaron y alcanzaron una altura
superior a 1 cm (Figura 111.3). Posteriormente, las plantulas fueron trasplantadas en
bandejas de poliestireno negras que contenian sustrato desinfectado compuesto a base
de turba de musgo Sphagnum, compost de corteza fina, perlita y cenizas (tabaco
Growmix ®) y se conservaron en un invernaculo de polietileno sin control de temperatura
(Figura l11.4).
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Figura Ill.3. Semillas y plantulas de calibrachoa en placa de Petri con medio de cultivo MS

Figura lll.4. Plantulas de Calibrachoa hybrida trasplantadas en bandeja de poliestireno negro

Una vez que alcanzaron tres pares de hojas verdaderas, las plantas fueron
trasplantadas en macetas de 9 cm de diametro que contenian el mismo sustrato que las
bandejas de poliestireno y se conservaron en el mismo invernaculo en que se

encontraban anteriormente.

Analisis serolégico

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (test de ELISA indirecto)
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Para evaluar la presencia de Potyvirus en las plantas de Calibrachoa se siguio la misma

metodologia descripta en el Capitulo Il.

Analisis moleculares
Extraccion de ARN
Dado que a partir de los resultados obtenidos en el analisis de sensibilidad de la RT-
PCR en el capitulo Il se observo que la técnica resulta sensible en todos los pooles
evaluados, se llevaron a cabo diferentes pooles segun la cantidad total de plantas
obtenidas de los cruzamientos realizados durante el verano, el otofio y la primavera a
modo de efectuar el diagndstico molecular de PVY, utilizando dos hojas por planta
individual para cada pool.

Para la extraccion de ARN se siguié la misma metodologia descripta en la seccion
“Analisis de sensibilidad de la RT-PCR” del Capitulo II.

Reaccidén en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR)
Sintesis de ADN copia (ADNCc)
La concentracién de ARN fue determinada con un espectrofotémetro NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Technologies) a partir de la absorbancia a 260 nm, puesto que se
estima que A (260nm) = 1 equivale a 40 yg. mL™" de ARN. La pureza e integridad del
ARN total fue determinada por la relacién 260/280 nm y por la relacién 260/230 nm.
Para la sintesis de la cadena de ADNc se utilizd como templado
1 ug de ARN total, el oligo d(T) primer M4T (5-GTT TTC CCA GTC ACG AC (T)15-3’),
que hibrida con la cola de poli Ay T del del virus, y la transcriptasa reversa Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) (Promega ®), de acuerdo

con las especificaciones del fabricante.

Deteccion de PVY por RT-PCR

Para la deteccion del PVY se amplificd la region que codifica para la proteina de la
capside del genoma viral (377 kb) mediante PCR. Se utilizaron los cebadores forward
1: 5 ATACCCACTCAAGCCAATCG 3’y reverse 1: 5 ACATGTTCTTGACCCCAAGC 3’

La mezcla de reaccion de la PCR se realiz6 segun la Tabla 111.2.

Tabla Ill.2. Mezcla de reaccion de la PCR

Concentracion | Volumen
Reactivos final (ml)
H,O MilliQ* 19,48
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Buffer 5X 1X 2,5

MgSO, (25 mM) 0,5 mM 0,5
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,5
Ceb. Forward 1 0,2 uM 0,5
Ceb. Reverse 1 0,2 uM 0,5
GoTag DNA 0,04 U. pI 0,2
Polymerase (5 U. ul")

(Promega ®)

ADNc 1
Volumen final 25

*Agua libre de ARNasas

Cada muestra para analizar estuvo conformada por 24 pl de la mezcla de reaccion mas
1 ul del ADNc correspondiente. La reaccion de PCR fue llevada a cabo con un ciclo de
desnaturalizacién inicial a 94°C durante 2 min seguido por 34 ciclos de 30 segundos a
94°C, 1 minuto a 56°C y 2 minutos a 68°C con una extension final a 68°C durante 5

minutos mediante un termociclador (My Cycler, Bio-Rad ®).

Visualizacion de los productos de amplificacion

Los productos de amplificacion fueron resueltos por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5% con bromuro de etidio (concentracién final de 0,5 ug. mL™") en buffer
TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). La corrida electroforética se realizo a voltaje constante (60
V) durante 1:15 h y los productos de amplificacion se visualizaron bajo luz UV.

El analisis de las bandas se realizé mediante el software Vision Works®.

Cuando se detectaron casos positivos a PVY dentro de los pooles, se procedié a
realizar el andlisis individual de cada planta a modo de optimizar la cuantificacion de los

resultados.

Analisis estadistico

Se realiz6 un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial 4x3. Se llevo a
cabo un andlisis de la varianza con un nivel de confianza del 95% y se evalud
interaccion. Al observar diferencias significativas entre los tratamientos, se realiz6 la
prueba de diferencia de medias de Duncan (p < 0,05) mediante el software estadistico
Infostat version 2020 (Di Rienzo et al., 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION
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El resultado de la prueba de ELISA indicé que ninguna de las plantas provenientes de
los cruzamientos realizados tanto en verano, como en otofio y primavera, se encontrd
infectada por el grupo Potyvirus, lo cual coincidié con la ausencia de la sintomatologia

tipica de Potyvirus en las plantas evaluadas (moteados y manchas foliares, clorosis).

Resultados diferentes a la prueba de ELISA se obtuvieron mediante la prueba RT-
PCR, donde a partir del analisis del gel de agarosa se pueden identificar bandas de
amplificacion de entre 400 y 430 pb, las cuales se encuentran cercanas a los 377 pb del
primer, tanto para determinadas plantas obtenidas de los cruzamientos realizados
durante el verano, como en el otofio y en la primavera. Esto indica que se encontraron
plantas infectadas por PVY, como indica la reaccion del control positivo. A modo de
ejemplo, en la Figura IIl.5 se muestra el perfil de amplificacién del ADNc del PVY de los
pooles de cruzamientos realizados durante el otono. Para profundizar en mayor grado
de detalle, las figuras de los geles de agarosa de los cruzamientos realizados durante

el verano y la primavera se encuentran en la seccién Capitulo Il del Anexo.

Figura I11.5. Perfil de amplificaciéon de ADNc de PVY. M: marcador de peso molecular 100 pb
(Ladder PBL-Productos Bio-légicos ®); linea 1: pool de cruzamiento n°1; linea 2: pool de
cruzamiento n°3; linea 3: pool de cruzamiento n°2; linea 4: pool de cruzamiento n°4; linea 5:
pool de cruzamiento n°3; linea 6: pool de cruzamiento n°3; linea 7: pool de cruzamiento n°4;
linea 8: pool de cruzamiento n°4; linea 9: control negativo de la RT-PCR (reactivos sin ARN);
linea 10: control negativo de la PCR (reactivos sin ADN); linea 11: control positivo (Calibrachoa

cv. Pampa salmén INTA infectada con PVY)

Un titulo de virus bajo puede limitar la sensibilidad y producir falsos negativos cuando
la concentracion esta por debajo del umbral de deteccién de la técnica (Rubio et al.,

2020). Particularmente, las técnicas seroldgicas tienen restricciones de sensibilidad que
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no permiten la deteccion de virus en tejidos con bajo titulo (Medina Cardenas et al.,
2015). Un factor importante que afecta la precisién de los métodos de deteccion
seroldgica es la variabilidad genética dentro de cada especie de virus y las relaciones
genéticas con otras especies de virus. Dado que estos métodos se basan en la union
especifica (proteina con anticuerpo) algunas variantes de virus diferentes pueden no
reaccionar y dar falsos negativos (Rubio et al., 2020). Por ejemplo, la deteccién universal
de Plum pox virus (PPV) por ELISA con anticuerpos monoclonales fallé6 para algunos
aislados de PPV (Sheveleva et al., 2018). En contraste, los métodos de deteccion viral
basados en acidos nucleicos como la RT-PCR son altamente sensibles y de rapida
ejecucion, ya que detectan porciones del genoma viral, independientemente de que se
encuentren ensamblados o desnudos, situacion que ocurre dado el movimiento
sistémico de los virus fitopatdégenos (Medina Cardenas et al., 2015).

Por tanto, se deduce que estos factores pudieron haber sido los motivos por los cuales
se encontraron diferencias tan notorias entre los resultados de la deteccién de PVY por
la técnica ELISA y por RT-PCR en esta investigacion.

En el Instituto de Floricultura INTA los andlisis de diagndstico de Potyvirus en
Calibrachoa y en otras especies ornamentales se realizan mediante un muestreo con
pruebas de ELISA. Esto puede conducir a subestimar los niveles de incidencia viral, mas
aun cuando estos virus pueden inducir infecciones asintomaticas en las diferentes
variedades o bajo distintas condiciones ambientales, por presentarse bajos niveles de
titulo viral dificilmente detectados por estas pruebas con niveles medios de sensibilidad
como ELISA (Medina Cardenas et al., 2015). Por ello, se recomienda que para futuros
diagnosticos de PVY en las variedades de Calibrachoa del Instituto se utilice la

metodologia de RT-PCR descripta durante esta investigacion.

En cuanto a la deteccidn de Potato virus Y en el producto de los cruzamientos los
resultados muestran que en la progenie proveniente de plantas sanas no se detecta la
virosis, mientras que en la progenie de las plantas con uno o ambos padres con virosis
se detecta la presencia del virus.

Si bien los porcentajes son relativamente bajos, esto podria deberse al momento en el
que se realizé el analisis, donde quiza la virosis estaba en sus comienzos, y no se
encontré titulo de virus diseminado en toda la planta (Tabla 11l.3). Estos resultados

muestran una diferencia entre plantas sanas e infectadas en el caso de Calibrachoa.

Tabla 1ll.3. Incidencia y porcentaje de deteccion de potato virus Y (PVY) en la progenie de los

diferentes cruzamientos en Calibrachoa mediante la técnica RT-PCR
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Plantas Plantas Deteccidn
Cruzamiento analizadas infectadas PVY (%)
con PVY
Madre y padre infectados con PVY 30 2 7
Madre infectada con PVY y padre sin PVY 64 9 14
Madre sin PVY y padre infectado con PVY 110 9 8
Madre y padre sin PVY 142 0

Los resultados obtenidos, realizado el analisis estadistico, no mostraron un efecto de
interaccion entre la estacion del afo y los cruzamientos de acuerdo con las variables
estudiadas (numero de semillas obtenidas y niumero de plantas logradas).

El numero de semillas de Calibrachoa por planta obtenidas en este trabajo durante la
primavera, el verano y el otofio no fue significativamente diferente, ya que en todos los
casos se registraron valores similares (15, 14 y 17 respectivamente). Sin embargo, al
analizar la cantidad de plantas logradas, se observé que durante el verano se obtuvo el
mayor numero de plantas, y estadisticamente diferentes a la primavera, cuando se
alcanzé el menor numero de plantas. Las plantas logradas durante el otofio fueron,
estadisticamente, intermedias entre primavera y verano (Tabla 111.4).

Este es un dato interesante, dado que el numero de semillas obtenidas en todas las
estaciones fue similar. Se podria suponer que, dado que Calibrachoa es originaria de
regiones con climas templado- célidos (Sur de Brasil hasta el Noreste de la Argentina 'y
Uruguay) (Mader y Freitas, 2019), y las condiciones registradas durante el verano y el
otofo del experimento (temperatura minima media: 17,2 °C; temperatura maxima media:
36,8 °C) habrian emulado las condiciones de origen, lo que probablemente posibilitd

lograr una mayor cantidad de plantas.

Tabla Ill.4. Efecto de las estaciones del afio sobre el numero de semillas obtenidas y el numero

de plantas logradas en plantas de Calibrachoa

Los valores de las

Estacion del N° semillas N° plantas
aino obtenidas logradas
por planta
Verano 14 a 7a
Otofio 17 a 6 ab
Primavera 15a 3b

medias seguidas con la misma letra en la columna no difieren

significativamente de acuerdo con la prueba de Duncan (p <0,05)
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El numero de semillas obtenidas por planta y la cantidad de plantas logradas
difirieron en forma significativa de acuerdo con el cruzamiento que dio origen a la semilla.
Claramente cuando las plantas, tanto la madre como el padre, no estaban infectadas,
dieron la mayor cantidad de semillas y lograron la mayor cantidad de plantas.
Similarmente cuando la planta madre no estaba infectada, pero la planta de origen del
polen tenia PVY, el nimero de semillas fue similar a la planta sana, pero la cantidad de
plantas logradas tuvo un valor intermedio. Ahora bien, cuando la planta madre estaba
infectada, independientemente si la planta dadora de polen estaba infectada o no, tuvo

un menor numero de semillas y se lograron menos plantas (Tabla I11.5).

Tabla IIl.5. Semillas obtenidas y plantas logradas promedio en diferentes cruzamientos entre

plantas padre y madre con y sin infeccién de PVY en Calibrachoa

N° N° plantas
Cruzamiento semillas logradas

obtenidas | promedio

promedio
Madre y padre infectados con PVY 9a 2a
Madre infectada con PVY y padre sin PVY 10a 4a
Madre sin PVY y padre infectado con PVY 21b 6 ab
Madre y padre sin PVY 19b 9b

Los valores medios en la columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente de

acuerdo con la prueba de Duncan (p <0,05)

Es también interesante observar que tanto el numero de semillas obtenidas y el
numero de plantas logradas estarian influidas por la infeccion parental. Para el caso de
las plantas madre, si estan infectadas, el numero de semillas es menor, asi como las
plantas logradas, lo que muestra un fuerte efecto de la situacion sanitaria en el tejido
materno. No ocurre lo mismo con la provisién de polen por parte de plantas infectadas,
dado que el efecto en el numero de semillas no muestra efecto significativo, y en cuanto
al numero de plantas logradas es de un valor intermedio.

La bibliografia general para las virosis indica que, para infectar el embridn, el virus tiene
que llegar a los meristemas florales o al embridon mismo (Hull, 2002). Los mecanismos
por los cuales los virus producen la infeccion no estarian bien dilucidados. El virus se
mueve a través de la testa de la semilla inmadura después de la fertilizacion y debe
alcanzar la regién micropilar de la semilla para que ocurra la infeccién del embrion. El
microépilo esta en estrecho contacto con la base del suspensor embrionario, que funciona
como un conducto para el flujo de nutrientes para apoyar el crecimiento del embrién vy,

ademas, es la ruta por la cual el virus invade al embrion. Sin embargo, no existe una
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conexion simplastica entre el tejido materno y el embrionario (Hull, 2002), y aun no esta
claramente establecida la forma en la que el virus pasa de las células de la testa materna
al suspensor embrionario.

En estudios realizados en otras especies y en otros Potyvirus, diversos autores han
llegado a diferentes conclusiones. Simmons et al. (2013) indicaron que la infeccién de
Zucchini yellow mosaic virus (Potyvirus) en plantas de Cucurbita pepo ssp. Texana
afecta la tasa de germinacién de las semillas, pero que la poblacién viral puede verse
limitada por el hospedante, ya que los mecanismos de defensa de las semillas podrian
impedir la transmision de los virus a los persistentes érganos de las plantulas. Otras
investigaciones han demostrado que a partir de cruzamientos realizados entre plantas
de Arabidopsis sanas y plantas de Arabidopsis infectadas con Turnip yellow mosaic
virus, el virus puede invadir la semilla desde el tejido materno o el tejido paterno, pero
esta invasion desde el tejido materno fue la unica ruta de infeccion para el caso de
Tobacco mosaic virus (de Assis and Sherwood, 2000).

La proporcion de las semillas infectadas provenientes de plantas virdsicas varia
ampliamente con las diferentes especies virales y con los distintos hospedantes. Por
ejemplo, Alfalfa mosaic virus se transmite en un 10 % por semillas de Melilotus indica,
un 2 % en Stachys arvensis y un 0,1 % en Ornithopus compressus (Hull, 2002). Por su
parte, Otulak et al. (2017) encontraron particulas de Potato virus YN™ (PVYN™) dentro
de granos de polen y en los tubos polinicos de Capsicum annuum, por lo que
concluyeron que el gametofito masculino podria ser una fuente de infeccion por PVY.

La habilidad de los virus para infectar el polen también esta relacionada con la
capacidad de invadir las regiones meristematicas que poseen (Hull, 2002). La
penetracion de los tubos polinicos de los granos de polen con altos titulos de virus simula
la infeccion por virus del estigma, lo que plantea la posibilidad de que se aumente la
liberacion de los virus de los granos de polen en germinacion y facilite el establecimiento
de focos de infeccion en el estigma, lo que lleva a una infeccién sistémica, tal como se
analizd para Raspberry bushy dwarf virus en plantas de Nicotiana benthamiana (Isogai
et al., 2020). A su vez, Otulak et al. (2017) demostraron que PVYN™ se podria detectar
dentro de las semillas de Capsicum annuum en las superficies de los embriones y en
los tejidos ovaricos, por lo cual concluyeron que este virus se transmite a través de
semillas. Por el contrario, y a diferencia de lo que sucedié durante esta investigacion,
Coutts y Jones (2015) vieron que la transmision de PVY? por semillas no era posible en

plantas de Solanum nigrum.

Los resultados obtenidos en este estudio indicarian que, para el caso de Calibrachoa

y bajo las condiciones en que se desarrolld, habria una incidencia importante del tejido
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materno en la transmision del virus. Si bien en otros trabajos se sefala que los
meristemas no estarian afectados por el virus, en otro capitulo de esta tesis, se encontré
que cuando se cultivan los meristemas para reproduccién de la especie no se logro la
eliminacion total del virus, situacion que también podria estar ocurriendo en los
meristemas florales. Por otro lado, no hay informacién en esta especie sobre la infeccion
de los granos de polen y su viabilidad, que podria ser uno de los factores que incidirian
para que, en el caso de la progenie derivada de padres infectados, la cantidad de plantas
logradas infectadas sea menor.

Estos aspectos generan interrogantes que seria importante dilucidar, tales como
determinar la capacidad del virus para infectar los meristemas florales, y los granos de
polen. Y a su vez la viabilidad tanto de los embriones como de las semillas infectadas

por el virus.

CONCLUSIONES

e El Potato virus Y se transmite por semillas en plantas de Calibrachoa tanto en el
caso de uno como de ambos padres infectados, independientemente de las
condiciones de temperatura ambiente y época del afio.

e Existe una incidencia importante del tejido materno sobre la cantidad de semillas
producidas y la cantidad de plantas logradas.

e La época del afo parece tener un efecto en la germinacién y produccién de
plantas.

e La RT-PCR es sensiblemente superior a la técnica ELISA en la deteccién de
Potato virus Y en plantas de Calibrachoa, ya que los bajos niveles de titulos
virales no logran ser detectados mediante la técnica ELISA, a diferencia de la
RT-PCR que logra la deteccién del virus aun en concentraciones virales diluidas,
por lo que se recomienda la implementacién de la RT-PCR para el diagnéstico
de PVY en todos los programas de mejoramiento de Calibrachoa a modo de no

subestimar los niveles de incidencia viral mediante la prueba de ELISA.
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CAPITULO IV

Busqueda de fuentes de resistencia a Potato virus Y en plantas silvestres

de Calibrachoa de la Argentina

INTRODUCCION

Los virus vegetales son considerados una amenaza para la agricultura mundial, ya que
alteran el estado fisiologico y la calidad de las plantas (Khan et al., 2018) de modo tal
que se ubican en segundo lugar luego de los hongos como agentes causales de
enfermedades y, por consiguiente, de pérdidas de rendimiento de los cultivos (Kumar et
al., 2017). Por ejemplo, las pérdidas de rendimiento estimadas debido a Potato virus Y
(PVY) oscilan entre el 40 y el 60 % en el cultivo de papa (Hameed et al., 2019).

En la actualidad, no existen fitosanitarios que permitan la proteccion de las plantas de
las enfermedades virales. Por ello, los agricultores realizan practicas de manejo
integrado tales como el uso de plantas trampa, la eliminacion de plantas infectadas y la
rotacion de cultivos, las cuales no garantizan que las plantas no se infecten en el campo
(Kumar et al., 2017). Hasta el momento, el desarrollo de cultivares resistentes es la
opcion mas econdémica, segura y efectiva para contrarrestar las infecciones virales
(Hameed et al., 2019). Ademas, impiden su diseminacién hacia otros cultivos de la zona
que también puedan ser sus hospedantes (Oliveira et al., 2017).

En 1956, Flor desarroll6 la denominada “hipotesis de interaccion gen por gen”, la cual
propone que para cada gen del hospedero que confiere resistencia hay un gen
correspondiente que confiere patogenicidad en el patdgeno. A los genes de resistencia
se los denomina R y a sus contrapartes en el patégeno, genes de avirulencia (Avr). Los
genes R y los genes Avr interactian uno a uno. Cuando un gen R identifica un gen Avr
en el patdgeno, activa un proceso de muerte celular en la célula infectada, llamado
respuesta hipersensible. La muerte de la célula infectada por el patégeno detiene por
completo el proceso de infeccidn y colonizacion, y otorga asi resistencia a la planta
(Burbano-Figueroa, 2020).

Las plantas responden a un patdgeno intruso por sus defensas constitutivas o por
induccién de resistencia del huésped. El primer tipo de defensas incluye la cuticula o
superficies cerosas, paredes celulares, compuestos antimicrobianos e inhibidores
enzimaticos que bloquean la entrada de los patdgenos. El segundo tipo es la capacidad
de las células vegetales para activar y aumentar su nivel de resistencia a la infeccién

después de haber sido estimuladas por el agente patogeno (Galvez et al., 2014). Sin
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embargo, la disponibilidad de variedades y cultivares resistentes es el mayor desafio
que tienen los cultivos (Kumar et al., 2017).

Un cultivar deseable se caracteriza por tener resistencia contra 2 o mas tipos de
especies patdgenas o contra la mayoria de las razas del mismo patdégeno, lo cual se
denomina resistencia de amplio espectro. A su vez, la resistencia debe ser efectiva
durante toda la etapa productiva del cultivo en un entorno donde la enfermedad también
esté presente, lo que se conoce como resistencia duradera (Galvez et al., 2014).

La reproduccion convencional se ha utilizado ampliamente para desarrollar resistencia
viral en cultivos mediante la introduccion de genes R de especies silvestres
emparentadas (Hameed et al., 2019). La familia Solanaceae ha sido uno de los ejes de
investigacion de mayor importancia para el control de enfermedades mediante mapas
geneéticos de resistencia. Especificamente, los estudios se han focalizado en los géneros
que abordan la mayor cantidad de especies, tales como Solanum, Lycopersicon y
Capsicum (Celebi-Toprak et al., 2002). Particularmente, el mecanismo de resistencia a
PVY ha sido objeto de evaluacion a nivel mundial. Los genes R que controlan el PVY
han sido identificados en especies silvestres de papa y han sido utilizados para los
cruzamientos genéticos durante varios anos. Se ha visto que aquellas plantas de papa
portadoras de genes de resistencia desarrollaron una respuesta necrética luego de la
inoculacién, que puede extenderse al resto de la planta y, en casos avanzados, resultar
en la muerte. Una respuesta necrética limitada puede conducir a una resistencia al virus,
mientras que una respuesta sistémica llevaria a la pérdida total del cultivo (Celebi-
Toprak et al., 2008).

Si bien existen avances importantes en el hallazgo de fuentes de resistencia a PVY,
tales como en el caso de especies silvestres de tomate Solanum habrochaites (Ruffel et
al., 2005), S. pimpinellifollium (Nogai, 1993) y S. peruvianum (Palazzo et al., 2008) o a
PVY y a Pepper yellow mosaic virus, como encontraron en S. habrochaites (Oliveira et
al., 2017), hasta el momento no se han encontrado reportes de fuentes de resistencia a
PVY en especies silvestres de Calibrachoa y de Petunia en la Argentina, las cuales se
encuentran actualmente en trabajos de domesticacion y de mejoramiento comercial en
el Instituto de Floricultura del INTA. Por ello, en este apartado se tratdé de realizar la
busqueda de fuentes de resistencia a PVY en germoplasma de Calibrachoa y de Petunia
nativo, proveniente de recolecciones de material de distintas temporadas y de diferentes
sitios geograficos de este pais, con la finalidad de que sirvan como aporte fundamental
para las futuras etapas del proceso de mejoramiento genético del Instituto de

Floricultura.
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HIPOTESIS

Existen fuentes de resistencia a Potato virus Y en especies silvestres de Calibrachoa 'y

Petunia nativas de la Argentina.

OBJETIVO

Determinar la resistencia a Potato virus Y en la coleccién de especies silvestres de
Calibrachoa y de Petunia del banco de germoplasma del Instituto de Floricultura del
INTA.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron 44 semillas de Calibrachoa caesia, 20 de C. thymifolia, 17 de C. linoides,
15 de Petunia inflata y 23 de P. integrifolia provenientes del banco de germoplasma del
Instituto de Floricultura ubicado en el INTA Hurlingham, Buenos Aires, Argentina (Latitud
Sur: 34,67; Longitud Oeste: 58,65), siendo el total del material disponible. Para romper
la dormicion, las semillas fueron mantenidas a 4 °C durante una semana. Luego, fueron
sembradas en bandejas de germinacion de 128 celdas que contenian sustrato
compuesto a base de turba de musgo Sphagnum, compost de corteza fina, perlita y
cenizas (Tabaco Growmix Terrafertil®), y dos semanas después fueron transferidas a
macetas individuales de 9 cm de didmetro y colocadas en jaulas metalicas (0,90 x 1,40
m) cubiertas con malla anti-afidos, en un invernaculo de polietileno sin control de

temperatura.

Aislamiento viral

Diez hojas de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA que resultaron positivas mediante
la técnica ELISA para Potyvirus fueron molidas con un mortero mantenido en frio mas
buffer fosfato (1.47 mM KH2PO4, 8.1 mM NaxHPOs-anhidro en 1 L de H>O, pH 7.4)
(Figura IV.1) segun la metodologia realizada por Dujovny et al. (1998). El extracto
resultante fue filtrado con una gasa estéril y utilizado para inocular plantas de la especie
indicadora Quenopodium quinoa (quinoa), las cuales fueron mantenidas en jaulas
metalicas (0,90 x 1,40 m) cubiertas con malla anti-afidos en invernadero de polietileno
bajo iluminacion natural a 22 °C (Figura 1V.2). Posteriormente, se inocularon plantas
sanas de las variedades de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA 'y C. cv. Overa Fucsia
INTA con el extracto proveniente de la molienda de las hojas de las plantas indicadoras,
a modo de iniciar y mantener a estas plantas de Calibrachoa como fuentes de inéculo
de PVY.
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Figura IV.1. Extracto proveniente de la molienda de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA

infectada con PVY, mantenido en frio

Figura IV.2. Plantas de Quenopodium quinoa mantenidas en jaula metalica de 0,90 x 1,40 m

cubierta con malla anti-afidos

Inoculaciéon mecanica

Tres hojas de plantas jévenes (aquellas conformadas por 4 a 6 hojas verdaderas) de C.
caesia, C. thymifolia, C. linoides, P. inflata y P. integrifolia fueron inoculadas con el
extracto proveniente de la molienda de las hojas de las variedades de Calibrachoa INTA
utilizadas como fuente de indculo, de acuerdo con la metodologia propuesta por Dujovny
et al. (1998) descripta en la seccion “aislamiento viral” (Figura IV.3). Dos plantas de cada

genotipo y dos plantas de Nicotiana tabacum fueron inoculadas con buffer fosfato como
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controles negativos; dos plantas de N. tabacum y dos plantas de Calibrachoa cv. Overa
Fucsia INTA fueron utilizadas como controles positivos para la inoculacién.
Finalizada la inoculacién, las plantas fueron mantenidas en observacion dentro de las

jaulas metalicas mencionadas ubicadas en invernadero de polietileno.

Figura IV.3. Planta de C. thymifolia inoculada mediante un hisopo con el extracto proveniente
de la molienda de Calibrachoa INTA infectada con PVY

Analisis serologico

En primer lugar, las plantas fueron evaluadas visualmente a modo de observar sintomas
caracteristicos y luego de 4 semanas fueron evaluadas mediante la prueba de ELISA
de tipo indirecto, de acuerdo con la metodologia explicada por Clark y Adams (1977).
Se recolectaron entre 3 y 5 hojas por genotipo y se utilizaron antisueros comerciales
para el grupo Potyvirus (BIOREBA ®). El anticuerpo fue conjugado con la enzima
fosfatasa alcalina y la lectura de absorbancia fue realizada mediante un lector ELISA
multiskan Bio-Rad ® a 405 nm. La reaccién fue considerada positiva cuando la lectura
fue mayor al valor promedio de los controles negativos mas dos veces la desviaciéon
estandar (Sutula et al., 1986; Tun Suarez et al., 2007).

Analisis moleculares

Extracciéon de ARN
En primer lugar, vale aclarar que para la deteccién de PVY por RT-PCR, se realizaron
agrupaciones de plantas (pooles) segun lo indicado en el Capitulo Il de esta
investigacion. Por tanto, sabiendo que la deteccion de PVY es confiable teniendo 1 hoja
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infectada en 19 hojas sanas, para el presente capitulo se han realizado pooles de 20
hojas por tubo de extraccién de ARN.

Para la extraccion de ARN se siguio la misma metodologia descripta en la seccién
“Analisis de sensibilidad de la técnica RT-PCR” del Capitulo Il.

Reaccidén en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR)

Sintesis de ADN copia (ADNc)
La concentracion de ARN fue determinada con un espectrofotometro NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Technologies) a partir de la absorbancia a 260 nm, puesto que se
estima que A (260nm) = 1 equivale a 40 yg. mL™" de ARN. La pureza e integridad del
ARN total fue determinada por la relacién 260/280 nm y por la relacién 260/230 nm.

Para la sintesis de la cadena de ADNc se utilizd como templado
1 ug de ARN total, el oligo d(T) primer M4T (5-GTT TTC CCA GTC ACG AC (T)15-3),
que hibrida con la cola de poli A y T del del virus, y la transcriptasa reversa Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) (Promega ®), de acuerdo

con las especificaciones del fabricante.

Deteccion de PVY por RT-PCR

Para la deteccion del PVY se amplificd la region que codifica para la proteina de la
capside del genoma viral (377 kb) mediante PCR. Se utilizaron los cebadores forward
1: 5 ATACCCACTCAAGCCAATCG 3’y reverse 1: 5 ACATGTTCTTGACCCCAAGC 3’

La mezcla de reaccion de la PCR se realiz6 segun la Tabla IV.1.

Tabla IV.1. Mezcla de reaccion de la PCR

Reactivos Concentra | Volumen (pl)
cion final

H.O MilliQ* 19,48
Buffer 5X 1X 2,5
MgSO4 (25 mM) 0,5 mM 0,5
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,5
Ceb. Forward 1 0,2 uM 0,5
Ceb. Reverse 1 0,2 uM 0,5
GoTag DNA 0,04 U. pl 0,2
Polymerase (5 U. pl)
(Promega ®)
ADNc 1
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Volumen final 25
*Agua libre de ARNasas

Cada muestra para analizar estuvo conformada por 24 pl de la mezcla de reacciéon mas
1 pl del ADNc correspondiente. La reaccion de PCR fue llevada a cabo con un ciclo de
desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 2 min seguido por 34 ciclos de 30 segundos a
94 °C, 1 minuto a 56 °C y 2 minutos a 68 °C con una extension final a 68 °C durante 5

minutos mediante un termociclador (My Cycler, Bio-Rad ®).

Visualizacién de los productos de amplificacion

Los productos de amplificacion fueron resueltos por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5% con bromuro de etidio (concentracién final de 0,5 ug. mL™") en buffer
TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). La corrida electroforética se realizo a voltaje constante (60

V) durante 1:15 h y los productos de amplificacion se visualizaron bajo luz UV.

RESULTADOS Y DISCUSION
A los 15 dias de la inoculacibn mecanica, las plantas de quinoa comenzaron a
manifestar los primeros sintomas de la enfermedad: pequefias manchas cloréticas

circulares en las hojas cercanas a la inoculacion (Figuras IV.4 y 1V.5).

Figura IV.4. Primeros sintomas de PVY en plantas de quinoa a los 15 dias de la inoculacién
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Figura IV.5. Manchas cloréticas en hoja de quinoa a los 15 dias de la inoculacion

A los 25 dias luego de la inoculacion, las 25 plantas demostraron sintomas mas

pronunciados que se extendieron a la totalidad de las hojas (Figura IV.6).

Figura IV.6. Planta de quinoa con sintomas de PVY altamente pronunciados, a los 25 dias de

la inoculacion
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Estos efectos coincidieron con los resultados obtenidos a partir del analisis serolégico
por ELISA, donde todas las plantas arrojaron valores de absorbancia superiores al valor

de corte 0,0186 (Tabla 1V.2), lo cual indicé que se encontraban infectadas por Potyvirus.

Tabla IV.2. Concentracion relativa de Potyvirus en hojas de Quenopodium quinoa y Calibrachoa
INTA (densidad éptica 405 nm)

Especie/variedad Densidad 6ptica (405 nm) Deteccion
Quenopodium quinoa 1,604 M Positiva @
Calibrachoa “Pampa  Salmén 1,433 (M Positiva @
INTA”

Calibrachoa “Overa Fucsia INTA” 1,220 M Positiva @

(1) Absorbancia promedio (405 nm) de las muestras infectadas
(2) Muestra positiva basada en la media de los valores de las lecturas de las muestras negativas

(densidad 6ptica 0,013) mas dos veces la desviacién estandar (0,0028) = 0,0186

Las plantas de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA y C. cv. Overa Fucsia INTA
inoculadas con el extracto proveniente de las quinoas infectadas por PVY demostraron
los primeros sintomas de moteados y enrulados foliares a los 20 dias desde la
inoculacioén, los cuales se extendieron a la totalidad de la planta posteriormente (Figuras
IV.7 y IV.8). Esta sintomatologia concordd con los resultados alcanzados por la prueba
de ELISA (Tabla IV.2), que indicaron valores positivos para la infeccion por Potyvirus al
ser las concentraciones relativas de Q. quinoa (1,604), de Calibrachoa cv. Pampa
Salmén INTA (1,433) y de C. cv. Overa Fucsia INTA (1,220) superiores al limite de
deteccion (0,0186).
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Figura IV.8. Planta de Calibrachoa cv. Pampa Salmoén INTA con moteados foliares

Tanto en C. caesia como en C. thymifolia y C. linoides los primeros sintomas de la
enfermedad comenzaron a verse a los 14 dias de la inoculacion mecanica. A los 20 dias
las plantas mostraron entre un 40 y un 60 % del follaje con sintomas caracteristicos de
la infeccion por PVY, tales como mosaicos y enrulamiento de hojas. A los 30 dias la
sintomatologia se dio en la totalidad del follaje (Figuras IV.9, IV.10 y IV.11), lo cual indico
una infeccion total de las plantas. Estas observaciones fueron similares a las de
Selvarajan y Balasubramanian (2014), quienes comentaron que la aparicion de

sintomas de Bunchy top virus en banana aparecieron a los 25 dias después de la
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inoculacion. Resultados un tanto diferentes fueron obtenidos por Spoustova et al.,
(2015), quienes vieron que los primeros sintomas de la infeccion por la variante PVYN™,
tales como clorosis en nervaduras, se dieron a los seis dias luego de la inoculacion de
hojas jovenes de Nicotiana tabacum (tabaco). Sin embargo, la mayor proporcién de
sintomas (clorosis, distorsion de hojas, inhibicion del crecimiento y aceleracién de la
senescencia) fueron observados después de las dos semanas desde la inoculacion.
Este resultado difiere un tanto del obtenido en la presente investigacion, ya que los
sintomas predominantes (mosaicos) en el control de tabaco utilizado se dieron luego de
los 20 dias (Figura IV.12), y los sintomas severos presentados en las especies nativas

analizadas se dieron a los 30 dias desde la inoculacion.

1LY

Figura IV.9. Planta de C. caesia con moteados y enrulamientos foliares (A); hojas de C. caesia

con moteados y enrulamientos (B)

AXT1

Figura IV.10. Hojas de C. thymifolia con moteados cloréticos
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Ti1),

Figura IV.11. Hojas de C. linoides con moteados cloréticos

Figura IV.12. Planta de N. fabacum con mosaicos foliares

De manera similar a Calibrachoa, en el caso de Petunia, la sintomatologia comenzo6 a
notarse a los 20 dias luego de la inoculacion, momento en el que aparecieron moteados
foliares y enrulamiento de hojas (Figura IV.13). A los 30 dias también se pudieron

observar cambios en la coloracion y manchas en las flores (Figura 1V.14).
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JUTIS

Figura IV.13. Hojas de P. integrifolia con moteados (A); planta de P. integrifolia con moteados y

enrulamientos foliares

Figura IV.14. Flor de P. integrifolia con manchas y moteado

La variacion de los sintomas a lo largo del tiempo pudo deberse a que la cantidad
relativa del virus en las plantas infectadas aumenta con el paso de los dias debido a la
replicacién viral, y alcanza su maximo luego de los 15 dias desde de la inoculacion
(Spoustova et al., 2015).

Por un lado, otros autores han encontrado que la expresion de la sintomatologia se
encuentra cercanamente relacionada con un desbalance de hormonas (acido giberélico,
isopentiladenina y acido abscisico) en plantas infectadas y con el movimiento del
patégeno dentro de la planta. A su vez, sostienen que los sintomas de mosaicos podrian
ser indicadores de la pérdida de pequenas cantidades de clorofila (Selvarajan y
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Balasubramanian, 2014). Por otra parte, se ha visto que las citoquininas, ademas de
participar en la promocion de la divisién celular, se encuentran involucradas en la
interaccion entre los virus y las plantas, en la sintomatologia y en el desarrollo de la
enfermedad, ya que la infeccion resulta en el declive de las formas activas de estas
hormonas y aumenta las formas fisioldgicamente inactivas (Spoustova et al., 2015), lo
cual pudo haber sido una de las posibles causas de la manifestacién de los sintomas en

el presente estudio.

Las plantas de Calibrachoa y de Petunia nativas de la Argentina estudiadas en esta
investigacion fueron positivas para la infeccién por el grupo Potyvirus, segun lo
confirmaron los resultados del analisis seroldgico por ELISA (Tabla 1V.3), por haber
presentado valores de absorbancia superiores al limite de deteccion (0,077). Estos
valores fueron 3,487; 3,201; 2,445; 1,678 y 1,876 para C. caesia, C. thymifolia, C.

linoides, P. inflata y P. integrifolia, respectivamente.

Tabla IV.3. Concentracion relativa de Potyvirus en hojas de Calibrachoa y Petunia nativas de la

Argentina (densidad 6ptica 405 nm)

Especie Densidad éptica (405 nm) Deteccion
C. caesia 3,487 (1 Positiva @
C. thymifolia 3,201 ™M Positiva @
C. linoides 2,445 () Positiva @
P. inflata 1,678 M Positiva @
P. integrifolia 1,876 () Positiva @

1) Absorbancia promedio (405 nm) de las muestras infectadas
(2) Muestra positiva basada en la media de los valores de las lecturas de las muestras negativas
(densidad optica 0,069) mas dos veces la desviacion estandar (0,004) = 0,077

Resultados complementarios se obtuvieron mediante la prueba RT-PCR, donde a
partir del analisis del gel de agarosa se pueden identificar bandas de amplificacion de
entre 400 y 430 pb, lo cual se encuentra cercano a los 377 pb del primer (Figura 1V.15)
tanto para C. caesia (lineas 1 a 5), como para C. thymifolia (lineas 6 y 7), C. linoides
(lineas 8y 9), P. inflata (lineas 10 y 11) y P. integrifolia (lineas 12 a 14). Esto indica que
las muestras de las especies evaluadas se encontraron infectadas por potato virus Y,
tal como lo sefala el control positivo de la reaccion (linea 17), lo cual corrobora los

resultados de la prueba de ELISA.
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Figura IV.15. Perfil de amplificacién de ADNc de PVY proveniente de las plantas de
Calibrachoa y Petunia nativas inoculadas. M: marcador de peso molecular 100 pb (Ladder PBL-
Productos Bio-légicos ®); lineas 1 a 5: C. caesia; lineas 6 y 7: C. thymifolia; lineas 8 y 9: C.
linoides; lineas 10 y 11: P. inflata; lineas 12 a 14: P. integrifolia; linea 15: control negativo de la
RT-PCR,; linea 16: control negativo de la PCR; linea 17: control positivo de PVY (Calibrachoa

cv. Pampa salmén INTA infectada)

En la Tabla IV.4 se detalla el numero de plantas de C. caesia, C. thymifolia, C. linoides,
P. inflata y P. integrifolia infectadas y resistentes a la infecciéon por PVY, segun la
accesion de la cual provenian. De acuerdo con los valores observados, de los 44
genotipos de C. caesia analizados, ninguno de ellos presento algun tipo de tolerancia o
de resistencia a la enfermedad por PVY. Lo mismo sucedi6 en el caso de C. thymifolia
y C. linoides, donde ninguno de los 20 y 17 ejemplares estudiados, respectivamente,
logré demostrar resistencia a PVY por haberse infectado en su totalidad. Por su parte,
las 15 accesiones de P. inflata y las 23 de P. integrifolia se consideraron como
susceptibles a la enfermedad viral, ya que todas resultaron infectadas, por lo que se

descarta, entonces, la posible resistencia.

Tabla IV.4. Accesiones de especies nativas de Calibrachoa y Petunia testeadas contra PVY y

sus respuestas de susceptibilidad y resistencia

Especie Identificacion de | Numero total | Numero de | Numero de | Numero de
la accesion de plantas plantas plantas plantas

inoculadas susceptibles | tolerantes | resistentes

C. caesia | 20181024 A1 (™ 20 20 0 0
20181024 B1 (" 24 24 0 0
20191121E1 @ 8 8 0 0

C. 20191121D1#16G) 0 0

thymifolia | 20191121D1#4* 6 0 0
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C. linoides 19_338#1 ©® 17 17 0 0
P. inflata 20181026 A4 ©) 0 0
20191119 F6 ® 0 0

P. 20191118 A1 (™) 10 10 0 0
integrifolia | 20191119 C3 ® 0 0
20191122 B2 ©® 8 8 0 0

San Ignacio, Misiones, Argentina (27° 15' 32”; 55° 32' 21”)
Chavarria, Corrientes, Argentina (28° 35’ 58”; 58° 0,8 '56")
Concordia, Entre Rios, Argentina (31° 24’ 0,9”; 58° 0,6’ 4,6”)

La Concepcion, Corrientes, Argentina (28° 35’ 31”; 58° 0,8’ 37”)
San Pedro, Misiones, Argentina (26° 37' 18”; 54° 6’ 35”)
Reserva Natural Urutau, Misiones, Argentina

Concordia, Entre Rios, Argentina (31° 21’ 33,9”; 58° 4’ 4,79”)
San Martin, Corrientes, Argentina (29° 6’ 57”; 56° 54’ 33”)

Estudios efectuados en otras especies mostraron efectos similares, como sucedio en
el caso de Oliveira et al., (2017), que encontraron accesiones de Solanum peruvianum
susceptibles a Pepper yellow mosaic virus (Potyvirus). Por su lado, Filho et al. (2010)
tampoco encontraron resistencia al Potyvirus Zucchini yellow mosaic virus en ninguno
de los 38 genotipos de Citrullus lanatus (sandia) estudiados en Brasil. Por su parte,
Spoustova et al., (2015) hallaron cultivares de tabaco altamente susceptibles a la
variante NTN de PVY. Resultados semejantes obtuvieron Rodriguez et al., (2015)
quienes ante la busqueda de resistencia a los potyvirus Sugarcane mosaic virus y Maize
dwarf mosaic virus encontraron hibridos nacionales de Zea mays susceptibles, en

Venezuela.

Varios estudios han indicado la presencia de proteinas virales especificas cuya funcion
supresora permite superar la maquinaria del silenciamiento génico post transcripcional
que poseen las plantas como defensa frente a la infeccion viral y como reguladora de la
expresion normal de sus genes (Voinnet et al., 2003). La proteina HC-Pro de los
Potyvirus ha sido identificada como supresora que interviene en la regulacion del
silenciamiento génico, especificamente en la produccion de micro ARN (Kasschau et
al., 2003). Por lo tanto, se sostiene que la ausencia de resistencia encontrada durante

esta investigacién pudo haber sido producto de estos mecanismos de supresién del
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sistema de defensa de las plantas, lo cual originé que todos los ejemplares evaluados

fueran susceptibles a la enfermedad estudiada.

Por otro lado, se ha visto que la existencia de genes de resistencia Ryswo ¥ RYadg €N
especies silvestres de Solanum, tales como S. stoloniferum y S. tuberosum ssp.
andigena, respectivamente, lograron evitar la acumulacion de PVY en los érganos de
las plantas portadoras de estos genes. Lo mismo sucedié en plantas de Capsicum sp.
portadoras del gen Pvr4 (Lalic et al., 2010). Tanto los genes Ry como el gen Pvr4 han
mostrado un largo espectro de accion: los genes Ry son eficientes contra todos los
aislamientos de PVY, mientras que el Pvr4 lo es contra todos los aislamientos de PVY

mas cinco especies adicionales de potyvirus (Quenouille et al., 2013).

Por otra parte, también se ha visto que varios factores de la planta han sido asociados
a la replicacion del virus a través de su interaccion con las proteinas virales, por tanto,
ademas de ser necesaria la presencia del ARN viral y de sus proteinas, para que ocurra
la infeccion por Potyvirus es necesaria la existencia de ciertos genes en las plantas,
tales como el factor de iniciacion de la traduccién elF4E, que interacciona con la proteina
VPg del virus; el factor el factor de traduccion de unién a poli-A 2 (PABP2), la proteina
de choque térmico 70 (Hsc/HSP70-3) y el factor de elongacién de traduccion eEF1A, los

cuales interaccionan con la ARN polimerasa viral NIb (Gallo Gallardo, 2017).

Dado que no existen estudios sobre el mapa genético de las plantas de Calibrachoa y
Petunia estudiadas, se puede inferir que la susceptibilidad de estas especies a PVY
pudo haber sido consecuencia de la presencia de estos genes susceptibles o bien pudo
haber sido producto de la ausencia de los genes de resistencia mencionados

anteriormente.

Estudios recientes han logrado demostrar que la resistencia genética a patogenos
utilizada estd mayormente basada en una resistencia dominante de genes simple, que
mediante el reconocimiento de invasores es a menudo quebrada rapidamente. La
perturbacion de los genes de susceptibilidad (S) ofrece una alternativa a la provision de
plantas con resistencia recesiva que se propone como de mayor durabilidad. Los genes
S permiten el establecimiento de la enfermedad y su inactivacion ofrece oportunidades
de resistencia en los cruzamientos. Por lo tanto, su perturbacion mediante ingenieria
genética podria tornar a estas plantas resistentes a los patégenos involucrados (Garcia-
Ruiz et al., 2021), por lo que los hallazgos alcanzados en el presente estudio podrian

ser la puerta de entrada de futuras investigaciones en el Instituto de Floricultura.
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CONCLUSIONES

La deteccidn de la infeccion en 44 genotipos de C. caesia, en 20 de C. thymifolia,
17 de C. linoides, 15 de P. inflata y 23 de P. integrifolia muestra la susceptibilidad
y la consecuente ausencia de resistencia en estas plantas a Potato virus Y.

La inoculacion mecanica es una forma efectiva para la busqueda de resistencia
y susceptibilidad a Potato virus Y en germoplasma de Calibrachoa y Petunia
nativo de la Argentina.

El Instituto de Floricultura del INTA actualmente no posee materiales de
Calibrachoa y de Petunia resistentes a Potato virus Y, los cuales pueden actuar
como reservorios de indculo y fuentes de infeccion para otros genotipos
susceptibles cuando se encuentren plantados en el campo, por lo que no podrian
ser incluidos en los programas de mejoramiento genético del instituto hasta que
se encuentre alguna fuente de resistencia efectiva o bien hasta que se traten de
inactivar los genes de susceptibilidad que intervienen en el desarrollo de la

enfermedad.
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CAPITULO V

Puesta a punto del cultivo de meristemas de Calibrachoa cv. Pampa Salmén

INTA y su posterior implementacién para el saneamiento de Potato virus Y

INTRODUCCION

La principal fuente de abastecimiento de Calibrachoa al mercado es la propagacion
agamica (Liu et al, 2008). Este método puede contribuir con la transmisién de
enfermedades sistémicas, tales como los virus, que afectan la calidad y el rendimiento
del cultivo (Whitfield et al., 2015), ademas de transmitirse a las siguientes generaciones
de plantas. A su vez, la naturaleza perenne de Calibrachoa podria agravar la situacién
ya que, al permanecer los inéculos del virus por mayor tiempo en el cultivo, la plantacion
tiene mayor vulnerabilidad a la propagacion de esta enfermedad mediante la accién de
insectos vectores (Retheesh y Bhat, 2010).

Morel y Martin (1952) informaron por primera vez la aplicacion exitosa de la técnica de
cultivo de meristemas para producir plantas de dalia libres de virus a partir de un stock
vegetal infectado. Esta metodologia consiste en aislar el domo meristematico junto con
1 0 2 primordios foliares y sembrarlos en un medio de cultivo adecuado que posibilite el
desarrollo de una planta completa (Conci, 2004). A su vez, sostiene la idea de que en
las infecciones virales la cantidad del virus dentro de la planta es variable y la mayoria
de estos patdgenos no alcanzan a afectar el tejido meristematico (Retheesh y Bhat,
2010) (Figura V.1). Las razones para que ello ocurra no estan completamente
esclarecidas, pero se mencionan como posibles las siguientes:

- sistema vascular poco diferenciado: los meristemas no tienen tejido vascular
formado, por lo tanto, se dificulta el avance de los virus ya que estos se movilizan
por xilema y floema;

- elevada actividad metabdlica: en la regidon meristematica se encuentra una activa
division celular que le dificulta a los virus invadir las células;

- elevadas concentraciones de auxinas: las altas concentraciones endogenas de
auxinas presentes en los apices meristematicos pueden inhibir la multiplicacién

de los virus en su interior (Conci, 2004).
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Figura V.1. Esquema de planta y de la disposicion del meristema apical junto con los
primordios foliares y las yemas axilares
(https://aulavirtual.agro.unlp.edu.ar/pluginfile.php/63946/mod_resource/content/1/MITO
SIS%2CMERISTEMAS%2C%20EPIDERMIS.pdf)

Durante las ultimas décadas, las técnicas de cultivo in vitro abrieron paso en diferentes
aspectos a los estudios de plantas y demostraron su eficacia para la multiplicacion
rapida y a gran escala de especies vegetales (Sahraroo et al., 2019) y la conservacion
de germoplasma (Conci, 2004). Puntualmente, el cultivo de meristemas se ha utilizado
con éxito para la produccion de plantas libres de virus a partir de plantas infectadas, en
una amplia diversidad de cultivos (Sasi y Bath, 2018). Sin embargo, las caracteristicas
del medio de cultivo son determinantes para obtener una micropropagacion exitosa
(Aros et al., 2017). Un medio adecuado para el crecimiento de los meristemas debe
estar compuesto, basicamente, por agua, agar, nutrientes minerales, vitaminas,
sacarosa y reguladores de crecimiento bajo un determinado pH (Pierik, 1989). En
particular, el agregado de auxinas y citoquininas posibilita el rapido desarrollo de las
plantas in vitro (Aros et al., 2017).

Las auxinas intervienen en la elongacion celular y la expansion de los tejidos, la divisién

celular, la formacién de raices y la inhibicion de vastagos axilares. Acido indolacético
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(AIA), acido indolbutirico (AIB), acido naftalenacético (ANA) y acido 24
diclorofenoxiacético (2,4-D) son ejemplos de auxinas comunmente utilizadas para el
cultivo in vitro de explantos vegetales (Jordan y Casaretto, 2006). Por su parte, las
citoquininas promueven la formacion de vastagos axilares, disminuyen la dominancia
apical, retardan el envejecimiento y estimulan la divisién celular. Entre ellas, se destacan
la kinetina (KIN), la 6-bencilaminopurina (BAP) y la zeatina (Cervantes Flores, 2014).
En investigaciones anteriores, Kato et al. (2005) lograron regenerar plantas de
Calibrachoa calycina, C. linearis y C. pigmaea a partir de la adicion de KIN a un medio
base. Por su parte, Dill (2004) obtuvo la mayor regeneracion de plantas de C. sellowiana
mediante el agregado de ANA y BAP al medio base. Por otro lado, Sasi y Bhat (2018)
pudieron desarrollar un método eficiente de cultivo de tejidos y la consecuente
eliminacion del Piper yellow mottle virus en plantas de pimienta (Solanaceae), mientras
que Aguirre y Martinez Lopez (2001) lograron obtener plantas de papa (Solanaceae)
libres de Potato virus Y, Potato virus X'y Potato leaf roll virus a partir del cultivo in vitro.
Sin embargo, hasta el momento no hay reportes sobre la regeneracion de plantas de
Calibrachoa a partir de meristemas ni de la eliminacién de Potato virus Y (PVY) mediante

esta técnica, en este cultivo.

HIPOTESIS
La especie de Potyvirus Potato virus Y no infecta el domo meristematico ni los dos
primordios foliares adyacentes de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA, por lo que el

virus se puede eliminar mediante el cultivo de meristemas.

OBJETIVOS
e Optimizar un protocolo de cultivo in vitro para la regeneracion de plantulas de C.
Cv. Pampa Salmoén INTA a partir de meristemas.
¢ Determinar que se elimina el Potato virus Y de las plantas de C. cv. Pampa Salmén
INTA infectadas.

MATERIALES Y METODOS

- Objetivo: optimizacion del protocolo de cultivo de meristemas

Material vegetal
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Se utilizaron plantas de entre 8 y 13 cm de altura de Calibrachoa cv. Pampa Salmén
INTA conservadas en condiciones in vitro en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,

1962) a 25 °C de temperatura y bajo un fotoperiodo de 16 horas diarias.

Preparacién de explantes

Meristemas apicales de 0,2-0,5 mm de longitud fueron extraidos mediante bisturies y
agujas de diseccioén estériles con la ayuda de una lupa binocular (Nikon ® modelo SMZ-
10, Tokio, Japdn) en una camara de flujo laminar (Figura V.2). Se emplearon tubos de
ensayo de 24,0 x 115 mm que fueron completados con 10 mL de medio de cultivo y se

introdujo un meristema por cada tubo.

Figura V.2. Extraccion de meristemas bajo flujo laminar

Tratamientos analizados

Los meristemas fueron introducidos en diferentes medios de cultivo, tomando como
base el trabajo de Kato et al. (2005), los cuales estuvieron conformados por un medio
base mas un regulador de crecimiento, de la siguiente manera: MS con el 50% de la
concentracion de los macroelementos (MS %2)-testigo-; MS %2 + 0,01 mg L™ kinetina
(KIN); MS % + 0,01 mg L acido naftalenacético (ANA); MS % + 0,01 mg L' 6-
bencilaminopurina (BAP); MS %2 + 0,01 mg L™ acido indolbutirico (IBA); MS %2+ 0,01 mg
L-" ANA + 0,20 mg L' BAP. Cada uno de los medios de cultivo fue ajustado a pH 5,6 y

pasado por autoclave a 121 °C durante 17 minutos.

84



Establecimiento de explantes
Los tubos de ensayo que contenian los meristemas se llevaron a una camara de cultivo
durante 40 dias bajo un fotoperiodo de 16 h a una intensidad de 1000 lux y una

temperatura constante de 25 °C para promover la diferenciacion de tejidos (Figura V.3).

Figura V.3. Camara de cultivo del Instituto de Floricultura INTA

Variables analizadas

Finalizado el periodo de crecimiento en la cdmara de cultivo se registraron las siguientes
variables:

- Regeneracién de planta completa (%): N° de explantes que lograron dar origen a una
planta con mas de una hoja verdadera, raices y ausencia de callo/total de explantes.

- N° hojas/explante: cantidad de hojas obtenidas por cada explante.

- Longitud aérea: largo de la porcidn aérea del explanto, medido en cm.

- Longitud radical: largo de la mayor raiz del explanto, medido en cm.

- Formacion de callo (%): N° de callos (masa de células no diferenciadas)
producidos/total de explantes.

- Hiperhidricidad (%): N° de explantes con aspecto vitreo o acuoso/total de explantes.
- Mortandad (%): N° de explantes muertos (de aspecto necrotico) /total de explantes.

Aclimatacion ex vitro
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Alos 40 dias de la introduccion de los meristemas, los explantes que regeneraron planta
completa fueron trasplantados a macetas de 9 cm de diametro que contenian sustrato
estéril compuesto a base de turba de musgo Sphagnum, compost de corteza fina, perlita
y cenizas (tabaco Growmix ®), y cubiertos con bolsas de polietileno transparentes para
afrontar el periodo de adaptacion en un invernaculo de aclimatacién. Transcurridos 10
dias se retiraron gradualmente las bolsas y las plantas fueron llevadas al invernadero
de produccion. A partir de ello se calculé la siguiente variable:

- sobrevivencia ex vitro (%): N° de plantas que sobrevivieron luego de la

aclimatacién/total de plantas.

Anadlisis estadistico

El experimento se realizé mediante un disefio completamente aleatorizado. Se
emplearon 16 explantos por tratamiento y el experimento se realizé por triplicado. Por
no cumplirse los supuestos de normalidad, las variables regeneracion de planta
completa, formacion de callo, hiperhidricidad y mortandad fueron analizadas mediante
la prueba de contraste de varianzas chi-cuadrado a partir del software estadistico
Infostat (Di Rienzo et al., 2009). Se corrobord la normalidad de los datos para las
variables produccién aérea y radical, por lo que se llevo a cabo un analisis de varianza
con un nivel de confianza del 95 % mediante el mismo software. Al observar diferencias
significativas entre los tratamientos, se realizé la prueba de diferencia de medias de Di
Rienzo, Guzman y Casanoves -DGC- (p < 0,05) (Di Rienzo et al., 2009).

- Objetivo: liberacion de PVY mediante cultivo de meristemas

Material vegetal

Se utilizaron plantas de C. Cv. Pampa Salmén INTA infectadas con PVY de entre 8y 13
cm de altura conservadas en condiciones in vitro en medio de cultivo MS a 25 °C y 16
horas de fotoperiodo. Noventa meristemas apicales de 0,2-0,5 mm fueron extraidos
mediante instrumental de diseccidn con la ayuda de una lupa binocular Nikon ® modelo
SMZ-10, en una camara de flujo laminar. Se emplearon tubos de ensayo de 24,0 x 115
mm que fueron completados con 10 mL de medio de cultivo conformado por MS 2 +
0,01 mg. L™ BAP, el cual fue determinado como el mas adecuado de acuerdo con los

resultados del objetivo anterior, y se introdujo un meristema por cada tubo.

Establecimiento de explantes
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Los tubos de ensayo que contenian los meristemas se llevaron a una camara de cultivo
durante 40 dias bajo un fotoperiodo de 16 h a una intensidad de 1000 lux y una

temperatura constante de 25 °C para promover la diferenciacion de tejidos.

Diagnéstico de PVY mediante analisis molecular
Extraccion de ARN

En primer lugar, vale aclarar que para la deteccién de PVY por RT-PCR, se realizaron
agrupaciones de plantas (pooles) segun lo indicado en el Capitulo Il de esta
investigacion. Por tanto, sabiendo que la deteccién de PVY es confiable teniendo 1 hoja
infectada en 9 hojas sanas, para el presente capitulo se han realizado pooles de 10
hojas por tubo de extraccion de ARN en el caso de las plantas que no manifestaron
sintomatologia tipica de PVY luego de su regeneracion a partir de meristemas. Por su
parte, aquellas plantas que presentaron sintomas tipicos de PVY fueron analizadas
individualmente.

Para la extracciéon de ARN se siguid la misma metodologia descripta en la seccién

“Analisis de sensibilidad de la técnica RT-PCR” del Capitulo II.

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR)

Sintesis de ADN copia (ADNCc)
La concentracion de ARN fue determinada con un espectrofotometro NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Technologies) a partir de la absorbancia a 260 nm, puesto que se
estima que A (260nm) = 1 equivale a 40 yg. mL™" de ARN. La pureza e integridad del
ARN total fue determinada por la relacién 260/280 nm y por la relacion 260/230 nm.

Para la sintesis de la cadena de ADNc se utilizé6 como templado 1 ng de ARN total, el
oligo d(T) primer M4T (5’-GTT TTC CCA GTC ACG AC (T)1s-3’), que hibrida con la cola
de poli Ay T del del virus, y la transcriptasa reversa Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase (M-MLV RT) (Promega ®), de acuerdo con las especificaciones

del fabricante.

Deteccion de PVY por RT-PCR

Para la deteccion del PVY se amplifico la regién que codifica para la proteina de la
capside del genoma viral (377 kb) mediante PCR. Se utilizaron los cebadores forward
1: 5 ATACCCACTCAAGCCAATCG 3’y reverse 1: 5 ACATGTTCTTGACCCCAAGC 3’

La mezcla de reaccion de la PCR se realiz6 segun la Tabla V.1.

Tabla V.1. Mezcla de reaccion de la PCR
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Reactivos Concentra | Volumen (pl)
cion final

H.O MilliQ* 19,48
Buffer 5X 1X 2,5
MgSOQO, (25 mM) 0,5 mM 0,5
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,5
Ceb. Forward 1 0,2 uM 0,5
Ceb. Reverse 1 0,2 uM 0,5
GoTaq DNA 0,04 U. pI 0,2
Polymerase (5 U. ul")
(Promega ®)
ADNc 1
Volumen final 25

*Agua libre de ARNasas

Cada muestra para analizar estuvo conformada por 24 pl de la mezcla de reacciéon mas
1 ul del ADNc correspondiente. La reaccion de PCR fue llevada a cabo con un ciclo de
desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 2 min seguido por 34 ciclos de 30 segundos a
94 °C, 1 minuto a 56 °C y 2 minutos a 68 °C con una extension final a 68 °C durante 5

minutos mediante un termociclador (My Cycler, Bio-Rad ®).

Visualizacién de los productos de amplificacion

Los productos de amplificacion fueron resueltos por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5% con bromuro de etidio (concentracién final de 0,5 ug. mL™") en buffer
TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). La corrida electroforética se realizo a voltaje constante (60

V) durante 1:15 h y los productos de amplificacion se visualizaron bajo luz UV.

RESULTADOS Y DISCUSION

- Objetivo: optimizacion del protocolo de cultivo de meristemas

Efecto de los tratamientos sobre la produccion de plantulas completas, la
formacion de callo, la hiperhidricidad y la mortandad de los explantes
De acuerdo con el andlisis estadistico de contraste de medias presentado en la Tabla

V.2, se pudo observar que la respuesta de los explantes de Calibrachoa Cv. Pampa
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Salmon INTA a los diferentes tratamientos dependié del tipo de regulador de crecimiento
presente en el medio de cultivo base.

En cuanto a la regeneracion de plantas completas a partir de meristemas apicales, los
tratamientos testigo, MS %2 + 0,01 mg L KIN; MS % + 0,01 mg L' ANA; MS %2 + 0,01
mg L IBA; y MS % + 0,01 mg L' ANA + 0,20 mg L' BAP, fueron estadisticamente
similares entre si, ya que obtuvieron los menores valores para este parametro (0, 0, 13,
13 y 0%, respectivamente), pero fueron significativamente diferentes al tratamiento
conformado por MS % + 0,01 mg L' BAP que pudo regenerar un 63% de plantas de
Calibrachoa var. Pampa Salmén INTA. Estos valores no coinciden con los obtenidos por
Kato et al. (2005), quienes lograron la mayor produccion de plantas de Calibrachoa
pigmaea, C. calycina 'y C. linearis a partir de la adicion de KIN al medio MS. Tampoco
coinciden con los resultados por Dill (2014), quien encontré en Calibrachoa sellowiana
los mayores valores para este parametro mediante la combinacion de 0,01 mg L' ANA
+ 0,20 mg L' BAP. La citoquinina BAP cumple un rol fundamental en la division celular
y en la diferenciacion de los explantes, asi como también participa en la activacién del
transporte de nutrientes (Figueroa, 2015), lo que podria explicar el mayor crecimiento
de los explantes y el alto numero de plantas completas obtenidas por el tratamiento
conformado por MS % + 0,01 mg L' BAP. Por su parte, los tratamientos conformados
por auxinas no lograron alcanzar altos valores de regeneracién de plantas completas ya
que, posiblemente, la presencia de este regulador de crecimiento ejercio cierta inhibicidn
en los niveles de citoquinina endégena de cada explante por medio de los mecanismos
de biosintesis (Cervantes Flores, 2014), lo cual pudo haber dificultado los procesos de
diferenciacion celular y la actividad metabdlica en los que intervienen las citoquininas
para favorecer el crecimiento de los explantes (Figueroa, 2015).

Por otro lado, los tratamientos testigo, MS %2 + 0,01 mg L' BAP; y MS %2 + 0,01 mg L
" IBA no mostraron diferencias significativas entre si en cuanto a la formacion de callo
(19%, 25% y 0%, respectivamente), pero si con respecto a los tratamientos MS 72 + 0,01
mg L™ KIN; MS %2 + 0,01 mg L' ANA; y MS %2 + 0,01 mg L' ANA + 0,20 mg L' BAP que
fueron ampliamente superiores por haber formado callo en el 69, 38 y 100% de los
explantes (Figura V.4). Tanto las auxinas como las citoquininas son capaces de inducir
la produccion de tejidos no organizados (Jordan y Casaretto, 2006), por lo cual se pudo
ver que la mayor produccién de callo se dio en estos ultimos tratamientos. Estos
resultados se relacionan con los obtenidos por Kato et al. (2005), quienes observaron
esta continua y activa divisién celular desorganizada en meristemas de C. parviflora
cultivados en un medio compuesto por 0,05 mg L™ KIN y 0,01 mg L ANA.

En cuanto a la hiperhidricidad, los tratamientos testigo y MS %2 + 0,01 mg L' BAP no

presentaron aspecto vitreo en ninguno de los casos (0%), lo cual fue estadisticamente
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similar a los tratamientos MS 2 + 0,01 mg L' IBAy MS %2 + 0,01 mg L"" ANA + 0,20 mg
L-"BAP, que presentaron vitrificacion en un 25%. Estos valores fueron significativamente
diferentes a los alcanzados por MS % + 0,01 mg L™ KIN; y MS %2 + 0,01 mg L' ANA,
donde la hiperhidricidad se manifesté en un 69 y 88%, respectivamente. Asimismo, la
mayor cantidad de explantes necrosados se dio en los tratamientos MS %2 + 0,010 mg
L' KIN y MS % + 0,010 mg L' ANA por encontrarse en un 44 y un 31% de los casos,
respectivamente. El exceso de agua en el apoplasto de los explantes quiza pudo haber
dificultado el intercambio gaseoso de las células, lo cual podria haber desencadenado
su muerte (Hongyang et al., 2017), ya que los mayores valores de hiperhidricidad
coincidieron con los mas altos de mortandad. Por su parte, los medios testigo; MS 2 +
0,01 mg L' BAP; y MS %2 + 0,01 mg L' IBA lograron los menores valores de mortandad
(25, 6 y 0%, respectivamente) y tuvieron diferencias estadisticas significativas a los
alcanzados por los tratamientos MS % + 0,010 mg L™ KIN; y MS %2 + 0,010 mg LT ANA.

Tabla V.2. Efecto de los tratamientos sobre la produccién de plantulas completas, la formacion
de callo, la hiperhidricidad y la mortandad de explantes de Calibrachoa Cv. Pampa Salmén INTA

a los 40 dias del cultivo in vitro de meristemas apicales

Tratamiento Regeneracion | Formacion | Hiperhidricidad Mortandad
planta de callo (%) (%)
completa (%) (%)

MS V2 0 (0/16) a 19 (3/16) a 0 (0/16) a 25 (4/16) a
MS % + 0,01 mg L™’ 0 (0/16) a 69 (11/16) b 69 (11/16) b 44 (7/16) b
KIN
MS % + 0,01 mg L’ 13 (2/16) a 38 (6/16) ab 88 (14/16) b 31 (5/16) b
ANA
MS % + 0,01 mg L’ 63 (10/16) b 25 (4/16) a 0 (0/16) a 6 (1/16) a
BAP
MS % + 0,01 mg L™’ 13 (2/16) a 0 (0/16) a 25 (4/16) a 0 (0/16) a
IBA
MS % + 0,01 mg L™’ 0 (0/16)a | 100 (16/16) 25 (4/16) a 0 (0/16) a
ANA + 0,20 mg L™ b
BAP

Letras distintas en columnas indican diferencias significativas (p < 0,05)

MS: Murashige y Skoog; KIN: kinetina; ANA: 4cido naftalenacético; BAP: bencilaminopurina; IBA:

acido indolbutirico
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Figura V.4. Efecto de los tratamientos sobre la produccion de plantas completas, la formacién

de callo, la hiperhidricidad y la mortandad de explantes de Calibrachoa Cv. Pampa Salmén
INTA a los 40 dias del cultivo in vitro de meristemas apicales. A: MS %.. B: MS %2 + 0,01 mg L™’
KIN. C: MS %2 + 0,01 mg L' ANA. D: MS %2 + 0,01 mg L-'BAP. E: MS %2 + 0,01 mg L' IBA. F:
MS 2 + 0,01 mg L-* ANA + 0,20 mg L' BAP

Efecto de los tratamientos sobre la produccion aérea y radical de los explantos
El analisis estadistico mostré que el tratamiento BAP resulté sensiblemente superior en
los principales parametros evaluados que son fundamentales para lograr la propagacion
de plantas de calidad. Otro tratamiento que resulta interesante, pero que
estadisticamente no mostré significancia en algunos parametros es el conformado por
IBA, por tanto, se decidi6 continuar el analisis con los tratamientos MS % + 0,01 mg L™
BAP y MS % + 0,01 mg L' IBA en comparacién con el tratamiento testigo.

De acuerdo con el andlisis de la varianza, la produccion de hojas/explante del
tratamiento MS% + 0,01 mg L' BAP fue significativamente superior (9,38) a la
produccién de los tratamientos testigo (1,63) y MS %2 + 0,01 mg L IBA (1,88), cuyos
valores fueron estadisticamente similares entre si (Figura V.5). Esta respuesta puede
explicarse ya que las citoquininas intervienen en la organogénesis vegetal, por lo tanto,
inducen la formacion de hojas y brotes (Figueroa, 2015), tal como sucedidé en el
tratamiento conformado por MS %z + 0,01 mg L' BAP que obtuvo el mayor nimero de
hojas/explante. Estos resultados no concuerdan con los observados por Dill (2014),
quien encontrd que la mayor produccion de brotes de C. sellowiana se dio en un medio
de cultivo MS suplementado con 0,01 mg L' ANA + 0,20 mg L' BAP.

En cuanto a la altura de los explantes se observd la misma tendencia que para la
variable N° de hojas/explante, donde se vio que el tratamiento MS 2 + 0,01 mg L' BAP

obtuvo la mayor longitud aérea (0,71), significativamente diferente al tratamiento testigo
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(0,11) y al tratamiento MS% + 0,01 mg L™ IBA (0,19) (Figura V.6). Tal como ya se
menciono, las citoquininas juegan un rol importante en varias fases del desarrollo de las
plantas. Ello involucra la desinhibicion y diferenciacion de yemas, el alargamiento celular
y el flujo de asimilados y nutrientes, por lo que producen mayor cantidad de
ramificaciones y mayor longitud aérea de las plantas (Lagoutte et al., 2009). Por ello, se
asume que el tratamiento compuesto por MS %2 + 0,01 mg L' BAP pudo diferenciarse
de los tratamientos restantes. Estos valores tampoco coinciden con los reportados por
Dill (2014), que observé la mayor altura de explantes de C. sellowiana en un tratamiento
conformado por MS + 0,01 mg L' ANA y otro compuesto por MS sin la adicién de
reguladores de crecimiento.

En el analisis de la longitud radical se vio que no hubo diferencias estadisticas
significativas entre ninguno de los tratamientos observados (0 en el tratamiento testigo;
0,38en MS %2+ 0,01 mg L' BAP y 0,59 en MS %2 + 0,01 mg L' IBA). Se sabe que tanto
las auxinas como las citoquininas intervienen en la formacion de raices (Bustamante et
al., 2012). Sin embargo, la baja produccion radical de los tratamientos conformados por
MS %+ 0,01 mg L' IBAy MS %2+ 0,01 mg L' BAP pudo deberse a que el tiempo que
el explante estuvo en contacto con el medio de cultivo no fue el adecuado para lograr
un alto desarrollo de raices. Por su parte, Kato et al. (2005) encontraron que los mayores
valores de crecimiento de raices de C. parviflora se dieron en un medio compuesto por
MS + 0,01 mg L' KIN, lo cual difiere notablemente de los resultados alcanzados durante
este experimento. Tal como se vio, tanto para la produccion aérea como para la radical,
el tratamiento testigo (MS'%2) no logré alcanzar valores significativamente superiores, ya
que la ausencia de reguladores de crecimiento en su composicion no permitié que los

meristemas pudieran lograr su correcta diferenciacion.
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Figura V.5. Efecto de los tratamientos sobre el nimero de hojas/explante

MS: Murashige y Skoog; BAP: bencilaminopurina; IBA: acido indolbutirico
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Figura V.6. Efecto de los tratamientos sobre la longitud aérea de los explantes

Sobrevivencia ex vitro de las plantulas

Finalizado el periodo de adaptacion se vio que el 100% de las plantas transferidas al

invernaculo (aquellas provenientes del tratamiento compuesto por MS % + 0,01 mg L™
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BAP) sobrevivieron al trasplante (Figura V.7), valor 6ptimo para la produccion de plantas

a partir de meristemas.

Figura V.7. Calibrachoa var. Pampa Salmén INTA regenerada a partir de meristemas apicales
mediante MS %2 + 0,01 mg L' BAP
MS: Murashige y Skoog; BAP: bencilaminopurina

- Objetivo: liberacion de PVY mediante cultivo de meristemas

Los meristemas de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA fueron capaces de regenerar
plantas en un 39 %. Se encontraron 26 plantas regeneradas libres de PVY, mientras
que 9 plantas individuales se detectaron infectadas por PVY luego de su analisis
molecular por RT-PCR (Figura V.8).
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Figura V.8. Perfil de amplificacién de ADNc de PVY. M: marcador de peso molecular
100 pb (Ladder PBL-Productos Bio-l6gicos ®); lineas 1 a 4: pooles de 5 plantas de C.
cv. Pampa Salmén INTA sin sintomatologia tipica de PVY; linea 5: pool de 6 plantas de
C. cv. Pampa Salmén INTA sin sintomatologia tipica de PVY; lineas 6 a 14: plantas
individuales de C. cv. Pampa Salmén INTA con sintomatologia tipica de PVY; linea 15:
control negativo de la RT-PCR; linea 16: control positivo de PVY (C. cv. Pampa salmén

INTA infectada); linea 17: control negativo de la PCR (reactivos sin ADN)

Analisis histoldgicos realizados en las secciones longitudinales de los brotes apicales
de Solanum tuberosum han demostrado que las plantas infectadas por PVYN™
contienen meristemas mas pequefos debido a un menor nimero de células en las
diferentes zonas del meristema, por lo que la zona periférica en la que se inducen los
meristemas se encontraba mayormente afectada por el virus (Dolenc et al., 2000). En
este trabajo, posiblemente los meristemas de menor tamafio producidos por la infeccion
de PVY no lograron regenerar plantas completas de C. cv. Pampa Salmén INTA luego
de su introduccién en el medio de cultivo probado con éxito anteriormente, por lo que el

valor de regeneracion de plantas descendié a 39 %.

La tasa general de eliminacion de PVY en C. cv. Pampa Salmon INTA a partir del

cultivo de meristemas fue del 74% (Tabla V.3).

Tabla V.3. Deteccion de Potato virus Y (PVY) y tasa de eliminacion del virus a partir de la técnica

del cultivo de meristemas de C. cv. Pampa Salmén INTA

Plantas de C. cv. Pampa Salmén INTA
Tasa de
Analizadas PVY (+) @ PVY (-) P eliminacion de
PVY (%) ©
35 9 26 74

a: plantas detectadas positivas a PVY segun RT-PCR
b: plantas detectadas negativas a PVY segun RT-PCR

c: numero de plantas negativas a PVY/total de plantas analizadas

Resultados similares fueron hallados por Zhang et al. (2019), quienes lograron la
eliminacion de PVY en plantas de papa en un 82,8% a partir del cultivo de meristemas.
Del mismo modo, Prammanee et al. (2011) lograron obtener plantas de Passiflora libres
de otro potyvirus (Passion fruit woodiness virus) mediante esta técnica, mientras que
Sasi y Bath (2018) alcanzaron una tasa de eliminacion de virus del 84 %, pero con

respecto al Piper yellow mottle virus en plantas de pimienta. En contraposicion, Wang y
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Valkonen (2008) encontraron que la técnica del cultivo de meristemas fallé en un 93%

para la eliminacion de otro potyvirus (Sweet potato feathery mottle virus) en batata.

Por su lado, Aguirre y Martinez (2001) encontraron mayor éxito en la combinacion del
cultivo de meristemas con termoterapia para lograr la eliminacion total de PVY de
plantas de Solanum tuberosum var. Salentuna y de otros virus fitopatégenos de este

cultivo, tales como Potato virus X, Potato leaf roll virus y Potato virus S.

Fernandez Cuba (2015) logro la eliminacion de PVY en un 100 % de las plantas de
Solanum tuberosum var. Leona y en otra variedad de S. tuberosum luego de combinar
las técnicas de termoterapia con electroterapia, mientras que Delgado et al. (2010)
lograron eliminar el Potato virus X en un 95% de las plantas de Solanum andigena var.
Tushpa luego de someterlas a un proceso de termoterapia anterior al cultivo de

meristemas.

Dadas estos experimentos y segun Park et al., (2021), la erradicacion de los virus se
puede lograr tanto por cultivo de meristemas como por termoterapia. Sin embargo, el
éxito de estas metodologias dependera de la especie y variedad vegetal de la que se
trate y de la especie viral presente, ya que la distribucion del virus en los tejidos de los
primordios foliares también influira directamente en el saneamiento de las plantas (Wang
y Valkonen, 2008).

A suvez, Verma et al., (2004) observaron que el tamafio del meristema también influira
en la eficiencia de la eliminacion: aquellos meristemas de mayor tamano disminuiran las
probabilidades de obtener plantas libres de virus, a diferencia de los de menor tamano
que resultardn mas exitosos por tener mayores probabilidades de encontrarse sin la
presencia de estos patdégenos. Es posible que la tasa de eliminacién de PVY obtenida
en este trabajo, que no alcanz6 un 100 % de efectividad, haya sido producto de que no
se seleccionaron meristemas por tamano durante el experimento, por lo que seria de
importancia investigar el uso de diferentes tamanos de meristemas y su combinacion
con técnicas de termoterapia y electroterapia, a modo de aumentar el porcentaje de

saneamiento final.

CONCLUSIONES
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La combinacién del medio de cultivo base MS 2 con 0,01 mg L' BAP resulta en
un método eficiente para la propagacion de Calibrachoa cv. Pampa Salmon INTA
a partir de meristemas apicales, ya que su empleo posibilita la obtencién de un
mayor numero de plantas completas regeneradas y, ademas, de una mayor
produccion aérea y radical que, en consecuencia, permiten una alta tasa de
sobrevivencia de plantas luego de su transferencia al invernaculo.

La técnica del cultivo de meristemas no mostré el 100 % de efectividad para
erradicar el PVY, lo que si se logré en el 74 % de las veces. Se considera que
se deberia abordar el estudio de la propagacién meristematica de acuerdo con
el tamano de los meristemas, y combinar este tratamiento con termoterapia o
electroterapia para intentar conseguir una técnica capaz de lograr la total

eliminacion del virus en la propagacion.
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CAPITULO VI

Estudio de la influencia de Potato virus Y sobre la sintomatologia de
Nigrospora oryzae en calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA y evaluacion del
comportamiento de Calibrachoa thymifolia y de Petunia integrifolia frente a

infecciones por N. oryzae

INTRODUCCION

Los hongos fitopatégenos son considerados uno de los mayores problemas de las
plantas, a las cuales provocan modificaciones del crecimiento, del desarrollo y de la
produccion (Abass y Mohammed, 2014).

En cuanto a las enfermedades causadas por hongos y organismos afines sobre
Calibrachoa hybrida, a nivel mundial se ha informado la presencia de los oomycetes
Phytophthora nicotianae (Lin et al., 2018), P. infestans (Becktell et al., 2006), P. capsici
y P. tropicalis (Enzenbacher et al., 2015) y de hongos como Thielaviopsis basicola
(Daughtrey, 2009; Becker, 2017), mientras que en la produccion nacional las variedades
de Calibrachoa también se han mostrado susceptibles a infecciones por Fusarium sp.
(Rivera et al., 2015), Alternaria tenuissima (Borrelli et al., 2021) y Nigrospora oryzae
(Borrelli et al., 2020).

Nigrospora oryzae (Berk. & Broome) Petch (Filo Ascomycota, Subdivision
Pezizomycotina, Clase Sordariomycetes) (Petch, 1924; Index Fungorum, 2021) es un
hongo patégeno que afecta cultivos tales como arroz, maiz, algodén, aloe vera,
mostaza, poa (Xiu et al., 2018) e higo (Zhai et al., 2013). Suele afectar plantas
debilitadas por causas nutricionales y climaticas o por enfermedades o insectos
(Sempere y Santamarina, 2008). Produce areas circulares cloréticas en las hojas que
se expanden y oscurecen con el avance del tiempo (Zhang et al., 2012). A su vez, puede
causar lesiones en las puntas de las hojas que, en infecciones graves, se unen con las
manchas circulares y, consecuentemente, provocan la muerte foliar (Zhai et al., 2013).
Sus estructuras de reproduccion asexual -conidios- son negros, esféricos y unicelulares,
y pueden visualizarse como signo de las lesiones de la superficie abaxial de las hojas
(Zhang et al., 2012). Este hongo patdgeno puede sobrevivir en las zonas infectadas de
la planta, que son la fuente de in6culo para una proxima infeccion. Ademas, puede
propagarse rapidamente por la dispersion de sus conidios mediante la accién del viento,
de la lluvia, de los insectos y de las herramientas de trabajo (Kee et al., 2019). En la

Argentina se lo ha encontrado como fitopatégeno de arandano (Munitz et al., 2013),
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Pinus taeda (Venedikian y Godeas, 1996), soja, tabaco, grama bahiana, Brassocattleya
hybrida, sorgo, arroz y calibrachoa (Nome Huespe et al., 2021).

Existen diferentes factores que predisponen a las plantas a una enfermedad. Ciertos
patdgenos atacan solamente plantas debilitadas, lo cual puede deberse a una pérdida
de vigor por déficit nutricional o bien por el ataque anterior de otro patdégeno como
sucede, por ejemplo, en papa, cuando la presencia de Phythophtora infestans favorece
la colonizacién de Fusarium coeruleum (Jauch, 1985). En plantas de Calibrachoa cv.
Pampa Salmon INTA producidas en el Instituto de Floricultura e infectadas con Potato
virus Y (PVY), se ha observado el desarrollo de manchas foliares ocasionadas por N.
oryzae (Borrelli, comunicacion personal). Esto hace necesario analizar el patosistema
de una forma integrada a partir del estudio de la interaccion entre ambos patégenos

(previamente citados sobre calibrachoa) y este hospedante.

HIPOTESIS
e Las plantas de calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA infectadas por Potato
virus Y tienen mayor susceptibilidad a Nigrospora oryzae que las plantas no
infectadas.
o Genotipos nativos de Calibrachoa thymifolia y Petunia integrifolia son

resistentes a la infeccion por Nigrospora oryzae.

OBJETIVOS
e Evaluar la influencia de Potato virus Y sobre la sintomatologia de N. oryzae
en C. cv. Pampa Salmén INTA.
o Evaluar el comportamiento de las especies nativas Calibrachoa thymifolia y

Petunia integrifolia frente a infecciones por N. oryzae.

MATERIALES Y METODOS

- Objetivo: evaluacion de la influencia de Potato virus Y sobre la sintomatologia de N.

oryzae en C. cv. Pampa Salmén INTA

Material vegetal

Se utilizaron 30 plantas de calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA infectadas con PVY 'y
30 plantas de Calibrachoa cv. Pampa Salmén INTA sin PVY, de las cuales, en cada
caso, 15 fueron tomadas como plantas testigo. Se utilizaron plantas naturalmente

infectadas que fueron testeadas para confirmar la presencia de Potyvirus mediante la
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técnica ELISA detallada en el Capitulo Il del presente trabajo. Todas las plantas fueron
cultivadas en sustrato tindalizado Z-Growmix® compuesto por compost, turba de musgo
Sphagnum, fertilizantes y humectantes, en macetas de 9 cm de diametro, las cuales
fueron colocadas sobre mesadas de un invernadero de polietileno ubicado en el INTA
Hurlingham, Buenos Aires, Argentina (Latitud Sur: 34,67; Longitud Oeste: 58,65)
durante el mes de septiembre de 2021. Se registraron las temperaturas maximas y

minimas diarias.

Preparacién del inéculo flingico
Se trabajo con la cepa N. oryzae INTA-IF 540 patégena de calibrachoa (Borrelli et al.,
2018) que fue cultivada en placas de Petri con agar papa glucosa a 24 + 2 °C durante
tres semanas. Se obtuvo una suspension de conidios en agua destilada estéril y para
calcular su concentracion se utilizé una camara de Neubauer (Figura VI.1) y un

microscopio Olympus® (Figura VI.2).

I'_-; - : 2 ‘-‘
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Figura VI.1. Camara de Neubauer

103



Figura VI.2. Microscopio utilizado para realizar el conteo de las esporas de N. oryzae

Prueba de patogenicidad

El follaje de las plantas fue inoculado con la suspension preparada, a razén de 4 mL por
planta, con un pulverizador manual (Borrelli et al., 2020). Los testigos fueron
pulverizados con agua destilada estéril. Finalizada la inoculacién, todas las plantas
fueron envueltas en bolsas de polietileno transparente a modo de generar un microclima
favorable para el desarrollo y establecimiento del patégeno, las cuales fueron retiradas
tres dias después (Figura VI.3). Las temperaturas registradas oscilaron entre 15y 25
°C. Transcurridos 4 dias desde la inoculacion se procedié a observar diariamente las
plantas con la finalidad de detectar la aparicion de sintomas. El ensayo se repitié con

idéntica metodologia con la utilizacién de 8 mL de indculo por planta.
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Figura VI.3. Plantas de C. cv. Pampa Salmon INTA envueltas con bolsas de polietileno

transparente luego de la inoculacion

- Objetivo: evaluacion del comportamiento de las especies nativas Calibrachoa

thymifolia y Petunia integrifolia frente a infecciones por N. oryzae.

Material vegetal

Se utilizaron 30 plantas de Calibrachoa thymifolia 201911E21E1, 30 plantas de C.
thymifolia 20191121D1#1, 30 plantas de C. thymifolia 20191118D3 y 30 plantas de
Petunia integrifolia, provenientes del banco de germoplasma del Instituto de Floricultura
INTA. De cada material, 15 plantas fueron tomadas como testigo. Todas fueron
cultivadas sobre sustrato Z-Growmix® desinfectado por tindalizacion en macetas de 9
cm de diametro, las cuales fueron colocadas sobre mesadas del invernadero descripto

para el objetivo anterior, durante el mes de septiembre de 2021.

Preparacion del inéculo fungico

Se trabajé con la cepa INTA-IF 540 de comprobada patogenicidad sobre calibrachoa
(Borrelli et al., 2018). El patdgeno fue cultivado en placas de Petri con agar papa glucosa
€ incubado a 24 + 2 °C durante tres semanas. La obtencion del indculo y el célculo de

su concentracion se realizaron con el mismo procedimiento descripto para el objetivo
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que comprende la evaluacion de la influencia de Potato virus Y sobre la sintomatologia

de N. oryzae en C. cv. Pampa Salmon INTA del presente capitulo.

Prueba de patogenicidad

Las plantas fueron pulverizadas con 8 mL de in6culo (Figura V1.4) y envueltas con bolsas
de polietileno transparente, permaneciendo asi durante tres dias. Los testigos fueron
tratados con agua destilada estéril. Las temperaturas registradas en el invernaculo

oscilaron entre 15y 25 °C.

Figura VI1.4. Planta de C. thymifolia 20191118D3 pulverizada con la suspension de N. oryzae

Las plantas permanecieron en observacion para la cuantificacién de sintomas. A modo
de comprobar que las hojas sintomaticas se encontraban efectivamente infectadas por
N. oryzae, se cortaron hojas con sintomas caracteristicos y bajo flujo laminar fueron
desinfectadas superficialmente por inmersion durante 1 minuto en alcohol 70 %, luego
durante 1 minuto en lavandina diluida (20 g CI/L) y seguidamente fueron lavadas con
agua destilada estéril. A continuacion, fueron introducidas mediante una pinza
esterilizada en placas de Petri con agar papa glucosa, e incubadas a 28 °C durante tres
semanas (Whang et al., 2017).

Transcurridos 4 dias desde la inoculacion, se procedié a observar diariamente las

plantas y a cuantificar los sintomas durante 10 dias consecutivos. Se observo el
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momento de aparicion de los sintomas y se registro el desarrollo de las lesiones foliares
en numero y tamafio, segun la escala proporcionada por Williams (1977):
- 0: sin sintomas

: 1 mancha por hoja, en menos del 50 % de las hojas
- 2: 1 mancha por hoja, en mas del 50 % de las hojas

: 2 a 3 manchas por hoja, en menos del 25 % de las hojas

: 2 a 3 manchas por hoja en mas del 50 % de las hojas

: mas de 4 manchas por hoja, en menos del 50 % de las hojas

: mas de 4 manchas por hoja, en mas del 50 % de las hojas

1
N OO o~ 0N -

: marchitez o abscisién, menos del 50 % de las hojas
- 8: marchitez o abscision, mas del 50 % de las hojas
Estos valores en la escala permiten categorizar a las plantas en resistentes (grado 0),

tolerantes (grados 1 a 3) y susceptibles (grados 4 a 8).

En forma complementaria, se registraron las dimensiones de las manchas foliares
caracteristicas de N. oryzae mediante el uso de regla milimetrada. Una vez obtenidos
los datos, se calculd el area de cada mancha foliar y se registré el porcentaje de hojas
manchadas por planta. Se llevé a cabo un analisis de la varianza con un nivel de
confianza del 95 % vy, al observar diferencias significativas, se realizd la prueba de
diferencia de medias de Duncan (p < 0,05) con el software estadistico Infostat versién
2020 (Di Rienzo et al., 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

- Objetivo: evaluacion de la influencia de Potato virus Y sobre la sintomatologia de N.

oryzae en C. cv. Pampa Salmén INTA

La suspension de conidios aplicada en la prueba de patogenicidad de N. oryzae
presentd una concentraciéon de 3,6 x 10° conidios mL'. Como resultado de las
observaciones, no se detectaron sintomas en ninguna de las plantas inoculadas, tanto
en las infectadas con PVY (Figura VI.5 A) como en las testigo (Figura VI.5 B). En esta
experimentacion, no se logré infeccion por N. oryzae con 4 ni con 8 mL de suspension
de conidios por planta. Con una concentracion de indculo del orden de 10° conidios mL-
', Borrelli et al. (2020) reprodujeron la sintomatologia de la enfermedad en el cultivar
INTA 06575, en pruebas de patogenicidad a 24 °C. En contraposicion, este estudio se

realiz6 bajo una temperatura promedio de 20 °C. Ello podria explicar la ausencia de
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sintomas, por tratarse de temperaturas menos conductivas para la enfermedad. En
efecto, Borrelli et al. (2021) observaron, también a 24 °C, que Pampa Salmén INTA
inoculada con N. oryzae desarrollé6 manchas foliares. Esto puede haber ocurrido en el
material infectado con PVY donde originalmente se observaron sintomas de N. oryzae.

Al comparar las diferencias de respuesta entre los cultivares, Borrelli et al. (2021)
observaron que Pampa Salmoén INTA se mostré como un genotipo de o6ptimo
comportamiento frente a inoculaciones con N. oryzae. El presente ensayo se llevo a
cabo con anterioridad a conocer estos resultados. En futuros experimentos, se podrian
incluir otros cultivares ademas de las diferentes temperaturas planteadas en el parrafo
anterior. Si bien hasta el momento no se puede aceptar la hipétesis planteada, nuevos
estudios deberan efectuarse para seguir estudiando la asociacion Potato virus Y-

Nigrospora oryzae en calibrachoa.

Figura VL.5. Plantas de C. cv. Pampa Salmén INTA 10 dias después de la inoculacién con N.
oryzae. A: infectada con PVY; B: sin infectar con PVY

- Objetivo: evaluacion del comportamiento de las especies nativas de Calibrachoa
thymifolia y de Petunia integrifolia frente a infecciones por N. oryzae
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Alos 5 dias de la inoculacion, el 100 % de las plantas de Petunia integrifolia comenzaron
a manifestar sintomas tipicos de la enfermedad producida por N. oryzae: pequenas
manchas circulares de color marrén oscuro-rojizo en las laminas foliares (Figura VI.6).
Esto coincide con lo indicado por Zhang et al. (2012), donde los sintomas de este
patégeno aparecieron luego de 5 dias de la inoculacion en plantas de
Gossypium hirsutum (algodon). También Borrelli et. al. (2020) observaron un comienzo

de desarrollo de sintomatologia en calibrachoas inoculadas con N. oryzae a los 5 dias.

Figura VI.6. Hojas de P. integrifolia con sintomas tipicos de N. oryzae: manchas foliares de

color marrén-rojizo en las laminas

De acuerdo con la escala de Williams (1977), las plantas de P. integrifolia fueron
clasificadas como susceptibles a N. oryzae por haber presentado una categoria media
de 4, la cual representa entre 2 a 3 manchas foliares por hoja en mas del 50 % de las
hojas (Tabla VI.1).

Tabla VI.1. Respuesta de P. integrifolia, C. thymifolia 201911E21E1, C. thymifolia
20191121D1#1 y C. thymifolia 20191118D3 a la inoculacién con N. oryzae

Categoria Area de Hojas
Tratamiento (Williams, mancha foliar manchadas
1977) (cm?) (%)
P. integrifolia testigo 0A 0A 0A
P. integrifolia inoculada 4B 0,7B 28B
C. thymifolia 201911E21E1 testigo 0A 0A 0A
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C. thymifolia 201911E21E1 inoculada 0A 0A 0A
C. thymifolia 20191121D1#1 testigo 0A 0A 0A
C. thymifolia 20191121D1#1 inoculada 0A 0A 0A
C. thymifolia 20191118D3 testigo 0A 0A 0A

C. thymifolia 20191118D3 inoculada 0A 0A 0A

Medias con una letra en comun entre columnas no son significativamente diferentes (p> 0,05) segun test

de Duncan

A su vez, en la Tabla VI.1 se puede observar la superficie que ocupan las manchas
foliares provocadas por N. oryzae en las plantas de P. integrifolia, las cuales mostraron
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los testigos (p< 0,05), asi
como también se puede visualizar el porcentaje de hojas manchadas. En la Figura VI.7

se pueden apreciar con detalle las caracteristicas de las manchas.

Figura VI.7. Hojas de P. integrifolia con manchas provocadas por N. oryzae

El aislamiento de colonias tipicas de N. oryzae a partir de las hojas de P. integrifolia
inoculadas que presentaron manchas permitié confirmar la patogenicidad de este
aislado en este hospedante (Figura VI.8). Por otro lado, tal como se observa en la Tabla
VI.1, las plantas de Calibrachoa thymifolia 201911E21E1, C. thymifolia 20191121D1#1
y C. thymifolia 20191118D3 inoculadas con N. oryzae no desarrollaron sintomas en
ningun momento, por lo que se las clasific6 como resistentes a la enfermedad (grado 0)
(Figura VI.9).
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La utilizacion de una escala resulta provechosa y permite categorizar la respuesta de
los materiales genéticos en resistentes, tolerantes y susceptibles, ademas de eficientizar

las mediciones, ya que la medida de las manchas foliares provocadas por el patégeno

insume mayor tiempo.

Figura VI1.8. N. oryzae cultivado en agar papa glucosa. A: cepa inoculada INTA-IF 540; B:
cultivo a partir de hoja de P. integrifolia infectada

Figura VL.9. Plantas asintomaticas de Calibrachoa thymifolia inoculadas con N. oryzae. A:
20191121D1#1; B: 201911E21E1; C: 20191118D3
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Los resultados obtenidos en esta investigacion evidencian que N. oryzae no presento
capacidad para infectar a todas las especies inoculadas, ya que no desarrollaron
sintomas los tres genotipos de Calibrachoa thymifolia estudiados, mientras que en
Petunia integrifolia ocasioné las manchas foliares caracteristicas. Esto permite aceptar
parcialmente la hipétesis planteada.

La diversidad en los resultados puede deberse, por un lado, a que este estudio se
realizd bajo una temperatura promedio de 20 °C, la cual es menos conductiva para la
enfermedad y, por tanto, podria ser una de las causas que expliquen la ausencia de
sintomas en C. thymifolia.

Por otro lado, podria deberse a que P. integrifolia no presenta determinantes de
resistencia contra la enfermedad, lo que establecio la infeccion de todas las plantas. Por
lo contrario, C. thymifolia posee tallos y hojas glanduloso-pubescentes (Greppi y
Stehmann, 2013), lo cual puede haber constituido un primer obstaculo contra la
penetracion del patégeno.

Si bien las plantas no tienen un sistema inmunolégico desarrollado como el de los
animales superiores, sus mecanismos de defensa son complejos y dinamicos. Por ello,
utilizan diversas estrategias contra los fitopatégenos. Por un lado, poseen herramientas
constitutivas que incluyen barreras fisicas, procesos de lignificacion, suberizacion y
formacion de calosa (Montes-Belmont, 2009). Por otro lado, poseen receptores de
reconocimiento que perciben los patrones moleculares de los patégenos (PAMP)
liberados por los hongos. Este reconocimiento conduce a la activacion de los
mecanismos de defensa que involucran el fortalecimiento de la pared celular y la
produccion de compuestos de defensa antifungicos. A su vez, los complejos inmunes
que contienen proteinas de resistencia (proteinas R) permiten que las plantas
resistentes reconozcan especificamente los efectores de virulencia del patégeno en el
apoplasto o en el interior de la célula y, entonces, refuercen la sefializacién de defensa
(Saur y Huckelhoven, 2021).

Seria deseable realizar la repeticion de este experimento con la posterior observacion
de las hojas de C. thymifolia inoculadas con la finalidad determinar si los conidios son

capaces de germinar alli.

Al parecer, los datos obtenidos durante esta investigacién constituyen los primeros
registros sobre el comportamiento fitosanitario de C. thymifolia y P. integrifolia en este
pais y a nivel global con excepcién de una cita sobre Ascochyta daturae sobre P.
integrifolia en Bulgaria (Vanev et al., 1997). La investigaciéon aporta informacién que
puede ser util en la busqueda de resistencia a N. oryzae y sirve de base para abordar

estudios sobre la naturaleza morfolégica o bioquimica de este comportamiento.
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CONCLUSIONES

e Calibrachoa thymifolia presenta comportamiento resistente frente a N. oryzae.

e Petunia integrifolia no muestra resistencia a N. oryzae.
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de meristemas apicales.
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ANEXO
CAPITULOII

e Resultado test de ELISA de tipo indirecto para el diagnéstico de Potyvirus
en Calibrachoa INTA:

1 2 3 4 5 6
A 0.02 0.025 2.38 2.59 2.98 2,64
B 2,43 2,2 2,15 2,23 2,62 29
C 1.98 2.19 1.08 1.27 2.67 2.67
D 1,91 1,98 2,1 2,33 2,11 2,5
E 2,46 2,3 0,68 1,25 1,47 1,98
F 1.99 1.93 1,87 1,88 1,92 1,18
G 1,56 1,37 2.32 2.55 1.95 1.84

Los numeros en azul indican el valor del blanco de reactivos, en negro el promedio de
los controles negativos y en verde los controles positivos. Los datos en color lila indican
los valores de absorbancia a 405 nm de las 10 muestras de Calibrachoa cv. Pampa
Salmoén INTA analizadas por duplicado, mientras que los de color rojo indican los valores
de absorbancia a 405 nm de las 9 muestras de Calibrachoa cv. Overa Fucsia INTA
analizadas por duplicado.

Desvio estandar (SD)= 0,00707107.

e Secuencia de bases obtenida del extremo 3’ de PVY:

PVY clon 10 T7

CAGATTGATATCTCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGA
GGCAGTGCGGAATGCATACGACATTGGGGAGACAGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTT
GGTGCATAGAAAATGGAACCTCGCCAAATATCAACGGAGTATGGGTAATGATGGATGGACAAGATCA
GGTTGAATACCCACTCAAGCCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACCCTTAGGCAAATCATGGCACATTT
CTCAGATGTCGCAGAAGCGTATATTGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGGTATGGTT
TAATTAGAAATTTACGTGATATAAGTTTGGCTCGCTATGCCTTCGACTTCTATGAGGTCACATCACGTAC
ACCGACTAGGGCCAGAGAAGCGCACATTCAAATGAAAGCAGCGGCCCTTAAGTCAGCCCAATCGCGCC
TTTTCGGATTGGACGGTGGCATCAGTACACAAGAGGAAAACACAGAGAGACACACCACCGAGGATGTT
TCCCCGAATATGCATACTCTGCTTGGGGTCAAGAACATGTGATTGTAGTGTCTTTCCGGACGATATATA
AATATTTATGTATGCAGTAAGTATTTTGGCTTTTCCTGTACTACTTTTATGGCGACTAGTAATCGGTTTTA
ATTTCTACACTTAGTAGGGGTGATGTGGCGATTCCGTCGTCATAGTGACCTTACTAGCTGTAACTGCGTT
ACTTAGTTTTATATAAAAGTGCCCGGTTGTTGTCGTTGTGGCTAATGTATCGATTGGGTGATGTTGCGAT
TCCGTCGTAGCAGTGACTATGTCTGCATTTAGTTACTTGGGTGGTGTCATGATTTCGTCATGGCAGTGA
CCGTAGATTTCAATCAGGAGACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

PVY cl 10 Sp6
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCNCNTATGGTCGANCTGC
AGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATT

GGAAACAACAGCGGTCAACCTTCCACCGTGGTTGATAACTCTCTTATGGTTGTTTTGGCCATGCACTAC
GCTCTCATCAAAGAAAATGTTGATTTTGATGCTATTGAGTCCGTTTGCAAGTTCTTTGTAAATGGTGACG
ATCTGCTGATAGCCATAAACCCAGAAAAAGAGCACATCCTCGATAACATGGCTCATCATTTTTCCGACCT
TGGTTTGAATTACGACTTTTCGTCAAGGACGAGGAACAAGGAGGAATTGTGGTTCATGTCGCACAGAG
GTCTACTGATTGATGGCTTATACATTCCAAAATTAGAACAGGAGAGGATTGTATCCATACTTCAATGGG
ATAGAGCGGATCTTCCAGAGCATAGGCTCGAAGCAATTTGTGCTGCAATGATTGAGTCTTGGGGTTATA
CTGAGCTGACACATCAAATCCGTAAATTCTATTCGTGGTTATTGGAACAGCAACCCTTTGCAACATTGGC
TCAGGAAGGAAAAGCGCCATATATAGCTAATATGGCTTTGAGGAGATTGTACACGAACCGAATGGTTG
ATGAAGAGGAACTGGAAGCGTTCATTAAAATGATGGTTGCATTGGATGATGATATTGAGTGCGATTCA
TGCGAAGTGCATCATCAGGCAAATGATACAATTGACGCTGGAGAGAGCGGCAAGAAAGATGAGAAAC
CTGCACAAGGCATCGTCNAGCCAAATTCCAACAAGAGCAAGGATAAGGATGTGAATGCTGGTACATCC
GGAACACATACTGTGCCAAGGATAAAGGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAAAGTAAAGGAGC
AGCCGTGTTGAACCTAGACCACTTGCTTGAATACACTCCACAACAGATTGATATCTCAAATACTCGAGC
AACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGA

NGNANTGCGGNANTGCATACNANATTGGGGNNANAGAAATGNCNANCTGNGATGNANTGGGCTN

PVY calib 1.7 clon 10

GGAAACAACAGCGGTCAACCTTCCACCGTGGTTGATAACTCTCTTATGGTTGTTTTGGCCATGCACTAC
GCTCTCATCAAAGAAAATGTTGATTTTGATGCTATTGAGTCCGTTTGCAAGTTCTTTGTAAATGGTGACG
ATCTGCTGATAGCCATAAACCCAGAAAAAGAGCACATCCTCGATAACATGGCTCATCATTTTTCCGACCT
TGGTTTGAATTACGACTTTTCGTCAAGGACGAGGAACAAGGAGGAATTGTGGTTCATGTCGCACAGAG
GTCTACTGATTGATGGCTTATACATTCCAAAATTAGAACAGGAGAGGATTGTATCCATACTTCAATGGG
ATAGAGCGGATCTTCCAGAGCATAGGCTCGAAGCAATTTGTGCTGCAATGATTGAGTCTTGGGGTTATA
CTGAGCTGACACATCAAATCCGTAAATTCTATTCGTGGTTATTGGAACAGCAACCCTTTGCAACATTGGC
TCAGGAAGGAAAAGCGCCATATATAGCTAATATGGCTTTGAGGAGATTGTACACGAACCGAATGGTTG
ATGAAGAGGAACTGGAAGCGTTCATTAAAATGATGGTTGCATTGGATGATGATATTGAGTGCGATTCA
TGCGAAGTGCATCATCAGGCAAATGATACAATTGACGCTGGAGAGAGCGGCAAGAAAGATGAGAAAC
CTGCACAAGGCATCGTCNAGCCAAATTCCAACAAGAGCAAGGATAAGGATGTGAATGCTGGTACATCC
GGAACACATACTGTGCCAAGGATAAAGGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAAAGTAAAGGAGC
AGCCGTGTTGAACCTAGACCACTTGCTTGAATACACTCCACAACAGATTGATATCTCAAATACTCGAGC
AACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAGGCAGTGCGGAATGCATACGACATTGGGGAGACAGAAA
TGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATAGAAAATGGAACCTCGCCAAATATCAACGGA
GTATGGGTAATGATGGATGGACAAGATCAGGTTGAATACCCACTCAAGCCAATCGTTGAGAATGCAAA
ACCAACCCTTAGGCAAATCATGGCACATTTCTCAGATGTCGCAGAAGCGTATATTGAAATGCGCAACAA
AAAGGAACCATATATGCCACGGTATGGTTTAATTAGAAATTTACGTGATATAAGTTTGGCTCGCTATGC
CTTCGACTTCTATGAGGTCACATCACGTACACCGACTAGGGCCAGAGAAGCGCACATTCAAATGAAAG
CAGCGGCCCTTAAGTCAGCCCAATCGCGCCTTTTCGGATTGGACGGTGGCATCAGTACACAAGAGGAA
AACACAGAGAGACACACCACCGAGGATGTTTCCCCGAATATGCATACTCTGCTTGGGGTCAAGAACAT
GTGATTGTAGTGTCTTTCCGGACGATATATAAATATTTATGTATGCAGTAAGTATTTTGGCTTTTCCTGT
ACTACTTTTATGGCGACTAGTAATCGGTTTTAATTTCTACACTTAGTAGGGGTGATGTGGCGATTCCGTC
GTCATAGTGACCTTACTAGCTGTAACTGCGTTACTTAGTTTTATATAAAAGTGCCCGGTTGTTGTCGTTG
TGGCTAATGTATCGATTGGGTGATGTTGCGATTCCGTCGTAGCAGTGACTATGTCTGCATTTAGTTACTT
GGGTGGTGTCATGATTTCGTCATGGCAGTGACCGTAGATTTCAATCAGGAGACAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAA
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GNNSGQPSTVVDNSLMVVLAMHYALIKENVDFDAIESVCKFFVNGDDLLIAINPEKEHILDNMAHHFSDLG
LNYDFSSRTRNKEELWFMSHRGLLIDGLYIPKLEQERIVSILOWDRADLPEHRLEAICAAMIESWGYTELTHQ
IRKFYSWLLEQQPFATLAQEGKAPYIANMALRRLYTNRMVDEEELEAFIKMMVALDDDIECDSCEVHHQAN
DTIDAGESGKKDEKPAQGIVXPNSNKSKDKDVNAGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGAAVLNLDHLLEYT
PQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVRNAYDIGETEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGVWVMMDGQDQ
VEYPLKPIVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDISLARYAFDFYEVTSRTPTRAR
EAHIQMKAAALKSAQSRLFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM*

Diseno de cebadores (primers)

Par de primers

Left primer (forward 1):

Secuencia: ATACCCACTCAAGCCAATCG

Start: 426 Length: 20bp Tm: 60.0°C GC: 50.0 % ANY: 2.0 SELF:
2.0

Right primer (reverse 1):
Secuencia: ACATGTTCTTGACCCCAAGC

Start: 802 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 50.0% ANY: 6.0 SELF:
2.0

Ta:55C
Tamanho producto: 377 pb

CAPITULO I

¢ Resultados test de ELISA de tipo indirecto para los cruzamientos
realizados durante el verano:

0 0,024 0,021 -0,016 -0,015 -0,016 -0,018 -0,018 -0,018 -0,016
-0,017 -0,015 -0,011 -0,016 -0,012 -0,017 -0,016 -0,012 -0,012 -0,015
-0,02 -0,015 -0,013 -0,013 -0,011 -0,009 -0,013 -0,021 -0,011 -0,012
-0,02 -0,014 -0,011 -0,011 -0,012 -0,009 -0,014 -0,011 -0,01 -0,015
-0,012 -0,007 -0,004 -0,001 0,007 -0,008 -0,003 -0,007 -0,008 -0,012
-0,009 -0,01 -0,005 0,004 -0,008 -0,007 -0,003 -0,006 1,302 1,358

Los numeros en rojo indican el valor del blanco de reactivos, en azul los controles
negativos y en verde los controles positivos.

Desvio estandar (SD)= 0,00212132
Promedio controles negativos= 0,045

Valor de corte= 0,045 + 2 x 0,0021= 0,049

¢ Resultados test de ELISA de tipo indirecto para los cruzamientos
realizados durante el otofo:
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0,106 0,001 0,012 0,002 0,003 0,004 0,003 0,002 0,001 0,002

0,001 0,004 0,003 0,006 0,003 0,004 0,014 0,019 0,002 0,001
0,004 0,003 0,004 0,002 0 0,002 0,001 0,003 0,001 0,004
0,001 0 0,001 0,002 0,003 0,001 0,004 0,002 0,003 0,002
0,012 0,007 0,004 0,004 0,007 0,002 0,003 0,001 0,002 0,002
0,003 0,002 0,003 0,001 0,003 0,004 0,003 0,001 1,324 0,69

Los numeros en rojo indican el valor del blanco de reactivos, en azul los controles
negativos y en verde los controles positivos.

Desvio estandar (SD)= 0,00777817
Promedio controles negativos= 0,0065

Valor de corte= 0,0065 + 2 x 0,0078 = 0,022

o Resultados test de ELISA de tipo indirecto para los cruzamientos
realizados durante la primavera:

0,096 0,006 0,008 0,005 0,002 0,004 0,005 0,005 -0,002 -0,016
-0,002 -0,001 -0,001 -0,005 -0,004 -0,001 0,001 -0,004 -0,008 -0,001
-0,005 0,004 -0,001 -0,005 -0,003 -0,003 -0,002 -0,003 0,002 -0,004
0,002 0 0,003 0,009 0,003 0,001 -0,008 -0,006 0,002 0,001
0,007 -0,01 0 -0,01 0,002 -0,002 -0,003 -0,004 -0,005 -0,003
0,003 0,001 0 -0,001 0,004 0,001 -0,003 -0,002 1,377 1,209

Los numeros en rojo indican el valor del blanco de reactivos, en azul los controles
negativos y en verde los controles positivos.

Desvio estandar (SD)= 0,00141421
Promedio controles negativos= 0,007
Valor de corte= 0,007 + 2 x 0,0014= 0,0098

e Datos para el analisis estadistico:
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Estacion del afio
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Verano
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Otofio
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera

e Analisis de geles de agarosa de los cruzamientos realizados

Cruzamiento
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreV x PadreSV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV
MadreSV x PadreSV

N°semillas N°plantas Deteccion de PVY
11
12
14

0
0
0
18
11
9
22
30
0 0
20 10
19 13
26 11
43 34
35
0
0
0
5
12
10
5
0
10
10
7
0
8
32
43
25
25
0
28
27
30
28
30
2
15
22
10
15
18
6
7
10
15
30
38
20
0
14
10
21
19
11
9
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- Analisis de pooles de plantas (verano):

Perfil de amplificacion de ADNc de PVY. M: marcador de peso molecular 100 pb
(Ladder PBL-Productos Bio-légicos ®); linea 1: control negativo de la PCR (reactivos
sin ADN); linea 2: control negativo de la RT-PCR (reactivos sin ARN); linea 3: pool
cruzamiento n°1; linea 4: pool cruzamiento n°2; linea 5: pool cruzamiento n°2; linea 6:
pool cruzamiento n°2; linea 7: pool cruzamiento n°3; linea 8: pool cruzamiento n°3;
linea 9: pool cruzamiento n°4; linea 10: pool cruzamiento n°4; linea 11: pool
cruzamiento n°4; linea 12: pool cruzamiento n°3; linea 13: control positivo (Calibrachoa

cv. Pampa salmén INTA infectada con PVY)

- Analisis individual de plantas:

M1'2 3 45 6 7 8 910 11 1213 14151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26'27 28 29

Perfil de amplificacion de ADNc de PVY. M: marcador de peso molecular 100 pb
(Ladder PBL-Productos Bio-légicos ®); linea 1 a 25: plantas individuales del

cruzamiento n°1; lineas 26 a 29: plantas individuales del cruzamiento n°2

30 31 323334 35 3637 38 39 4041 42 43 44 45 46 47 48 49 50 5152 53 545556 57 M
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Perfil de amplificaciéon de ADNc de PVY. Linea 30 a 49: plantas individuales del
cruzamiento 2; linea 50 a 55: plantas individuales del cruzamiento n°3; linea 56: control
negativo (reactivos de la PCR sin ADN); linea 57: control positivo (Calibrachoa cv.
Pampa salmon INTA infectada con PVY); M: marcador de peso molecular 100 pb
(Ladder PBL-Productos Bio-légicos ®)

- Analisis individual de plantas (otono):

10 11 12 13 14 15 16 17

Perfil de amplificacion de ADNc de PVY. M: marcador de peso molecular 100 pb
(Ladder PBL-Productos Bio-légicos ®); linea 1 a 10: plantas individuales del

cruzamiento n°2; linea 11 a 19: plantas individuales del cruzamiento n°3

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Perfil de amplificacién de ADNc de PVY. Linea 20 a 34: plantas individuales del

cruzamiento n°3; linea 35: control negativo de la RT-PCR (reactivos sin ARN); linea 36:

control negativo de la PCR (reactivos sin ADN); linea 37: control positivo (Calibrachoa
cv. Pampa salmén INTA infectada con PVY); linea 38: marcador de peso molecular 100
pb (Ladder PBL-Productos Bio-logicos ®)

- Andlisis de pooles de plantas (primavera):
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Perfil de amplificacion de ADNc de PVY. M: marcador de peso molecular 100 pb
(Ladder PBL-Productos Bio-légicos ®); linea 1y 2: pool de cruzamiento n°1; linea 3:
pool de cruzamiento n°3; linea 4 y 5: pool de cruzamiento n° 2; linea 6: pool de
cruzamiento n°3; linea 7 y 8: pool de cruzamiento n°3; linea 9 y 10: pool de
cruzamiento n°4; linea 11: control negativo de la RT-PCR (reactivos sin ARN); linea 12:
control positivo (Calibrachoa cv. Pampa salmén INTA infectada con PVY); linea 13:

control negativo de la PCR (reactivos sin ADN)

- Analisis individual de plantas:

M1 2 345 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15°16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Perfil de amplificacion de ADNc de PVY. M: marcador de peso molecular 100 pb

(Ladder PBL-Productos Bio-l6gicos ®); linea 1 a 9: plantas individuales del cruzamiento
n°2; linea 10 a16: plantas individuales del cruzamiento n°3; linea 17: planta individual
cruzamiento n°2; linea 18 a 23: plantas individuales cruzamiento n°3; linea 24: planta

individual cruzamiento n°2; linea 25: control negativo de la RT-PCR (reactivos sin
ARN); linea 26: control negativo de la PCR (reactivos sin ADN); linea 27: control

positivo (Calibrachoa cv. Pampa salmén INTA infectada con PVY)
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CAPITULO IV

e Resultado prueba de ELISA de tipo indirecto para el diagnéstico de
Potyvirus en plantas de Quenopodium quinoa, Calibrachoa cv. Pampa
Salmén INTA y C. cv. Overa Fucsia INTA:

1 2 3 4 5 6
A 0.000 0.013 1,706 1,646 1,556 1,508
B 0,991 0,945

Los numeros en azul indican el valor del blanco de reactivos, en negro el promedio de
los controles negativos y en verde los controles positivos. Los datos en color lila indican
los valores de absorbancia a 405 nm de las muestras de hojas de pooles de plantas Q.
quinoa, por duplicado. Los datos en color anaranjado indican los valores de absorbancia
de C. cv Pampa Salmén INTA, mientras que los de color rosado los de C. cv. Overa
Fucsia INTA.

Desvio estandar (SD)= 0,0028.

o Resultado prueba de ELISA de tipo indirecto para el diagnéstico de

Potyvirus en plantas de C. caesia, C. thymifolia, C. linoides, P. inflata y P.

integrifolia:
1 2 3 4 5 6

A 0.050 0.069 3,513 3,416 3,342 3,518
B 3,514 3,513 3,539 3,538 3,097 3,161
C 3,036 3,212 3,245 3.245 3,380 3,230
D 2,457 2,384 2,786 2,238 2,489 2,728
E 2,241 2,235 2,995 2,965 0,740 0,773
F 1,900 1,780 1,123 1,150

G

Los numeros en azul indican el valor del blanco de reactivos, en negro el promedio de
los controles negativos y en verde los controles positivos. Los datos en color lila indican
los valores de absorbancia a 405 nm de las muestras de hojas de pooles de plantas de
Calibrachoa caesia, por duplicado. Los datos de color rojo indican los valores de
absorbancia de C. thymifolia, los de color marrén indican los valores de C. linoides, los
de color celeste los de Petunia inflata y los de color rosado los de P. integrifolia.

Desvio estandar (SD)= 0,004.
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CAPITULO V

ANALISIS DE NORMALIDAD. PRUEBA DE SHAPIRO-WILKS

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n HMedia D.E. W* p (una cola)
RDUOC Planta completa 208 0,00 0,02 0,71 £0,0001
RDUO Callg 208 0,00 0,02 0,51 <0,0001
RDUO Hiperhidricidad 208 0,00 0,02 0,73 <0,0001
ROUO Mortandad 208 0,00 0,02 0,76 <0,0001

= Como p< 0.05 (0.0001) se rechaza la Ho de normalidad de varianzas y se afirma con 95 % de
confianza que existen diferencias entre las varianzas de los grupos.

ANALISIS DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS. PRUEBA DE LEVENE

Variable H E* ER* B3 CV

RAES Planta completa 208 0,65 0,63 109,95

Conadro de Analis=is de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo 0,02 12 2,0E-03 30,15 «0,0001
Tratamiento 0,02 12 2,0E-03 30,15 «0,0001
Error 0,01 185 6,6E-05
Total 0,04 207
Variable N E* ER=® &3 CW
RAB5 Callo 208 0,56 0,53 65,39
Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p—valor
Modelo 0,03 12 2,3E-03 20,63 «0,0001
Tratamiento 0,03 12 2,3E-03 20,63 «<0,0001
Error 0,02 185 1,1E-04
Total 0,05 207
Variable 2] E* ER* L3 CW
BABS5 Hiperhidricidad 208 0,64 0,62 108,68
Cnadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p—valor
Modelo 0,02 12 2,0E-03 . <(0,0001

P 28,86
Tratamiento 0,02 12 2,0E-03 28,86 «0,0001
i

Error 0,01 185 7,0E-05
Total 0,04 207
Variable H E= ER* B3 CWV

RABS5 Mortandad 208 0,51 0,48 350,13

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—valor
Modelo 0,02 12 2,1E-03 1&,90 <0,0001
Tratamiento 0,02 12 2,1E-03 16,90 «<0,0001
Error 0,02 185 1,2E-04
Total 0,05 207
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= Como p< 0.05 (0.0001) se rechaza la Ho de igualdad de varianzas y se afirma con 95 % de
confianza que existen diferencias entre las varianzas de los grupos para todas las variables de
andlisis (callo, planta completa, hiperhidricidad y mortandad).

Al no cumplirse la normalidad ni la homogeneidad de varianzas se debe realizar la prueba de distribucién
Chi cuadrado:

1. Calculo del estadistico H (valor que es aproximadamente el valor de F)

H = SC Variable/CM Total

CM Total = SC Total/gl Total

- Planta completa
CM total = 0.04/207=1.93x10-*
H=0.02/1.93E10*= 103.5

- Callo
CM total= 0.05/207= 2.42E-4
H=0.03/2.42E-4=124.2

- Hiperhidricidad
CM total= 0.04/207= 1.93x10*
H=0.02/1.93E10+“= 103.5

- Mortandad
CM total= 0.05/207= 2.42E-4
H=0.02/2.42E-4= 82.3

2. Calculo de probabilidades “Chi?”
- Planta completa
X>x=0
- Callo
X>x=0
- Hiperhidricidad
X>x=0
- Mortandad
X>x=0

Como en todos los casos el valor de la probabilidad X>x fue de 0, se puede decir que existen
diferencias significativas entre los tratamientos, ya que 0 es < 0,005. Por lo tanto, estas

diferencias entre las medias se deben realizar mediante el uso de contrastes.

3. Calculo de contrastes
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Analisis de la varianza >

Modelo | Comparaciones Contrastesl

Tratamientos . ’
= Seleccionar medias ..
T10 Tratamiento ﬂ [ Controlar Ortogonalidad
i1 Matriz de contrastes
T12 TEY5T12:00010000000-10 ~
T13 7125 TR 00010000-10000
T2 TAVS T/ 0000000070100
T3 TZVST1. 0010000000100
T4 THWST1: 1010000000000
LE] TIVST21000010000000
Ta T2VS T2 0000011000000
T7 TaWwsT4: 0000001100000
TE T4VWSTE OOODOOOO1O1000
T TEVS TS 0000000001004
TavsTio o1 000000000041 W
+| - | >>]
[ SCTipol Guardar
[ [ Residuos
[~ Predichos
[ Res estud.
[ Abs(residuos)
W/ Aceptar X Cancelar ? Ayuda ¥ Sobrescribir
Luego se analizan los resultados arrojados por el programa:
Variable H R®* R* Aj CW
Regeneracidn 13 1,00 sd 0,00
Cuonadro de Analisis de la Varianza (3C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 1,6E-03 12 1,3E-04 =d zd
Tratamiento 1,6E-03 12 1,3E-04 =d =d
Error 0,00 0O 0,00
Total 1,6E-03 12
Contrastes
Tratamiento 5C gl CcH F p-valor
T8 V5 T1z 1,8E-04 1 1,8E-04 =d =d
T12 W5 TS 3,2E-05 1 3,2E-05 =d =d
TS V5 T7 8,0E-06 1 B,0E-0D6 =d =d
TT V5 T11 8,0E-0&6 1 5,0E-0O&6 =d =d
T1l V5 T1 8,0E-0&6 1 8,0E-0&6 =d =d
Tl V5 T2 0,00 1 0,00 =d =sd
T2 V5 T3 0,00 1 0,00 =d zd
T3 V5 T4 0,00 1 0,00 =d =d
T4 V5 Té 0,00 1 0,00 =d =d
Te V5 To 0,00 1 0,00 =d =d
T3 V5 T10 0,00 1 0,00 =d =d
T10 W5 T13 0,00 1 0,00 =d =d
T13 W5 T8 T.,6E-04 1 T,8E-04 =d ad
Total 1,6E-03 12 1,3E-04 =d =d
T8 v= T1l1 6,1E-04 1 &,1lE-04 =d =d
T8 V= T 12 1,8E-04 1 1,BE-04 =d =d
T8 wv= T1 T,6E-04 1 7,6E-04 =d ad
Total 1,6E-03 12 1,3E-04 =d =d

Seguidamente se debe realizar un calculo a partir de estos datos para poner a prueba la hipotesis de
comparacion de medias:

Valor x = CM contraste/CMT

CM Total = SC Total/gl Total
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CMTOTAL=16E-3/12=133E-4

- T8 versus T12:
X=1.8e4/1.33e-4=1.35

- T12versus T5:
X=3.2e-5/1.33e-4=0.24

-t5 vs 7: 0.06

T11 versus T1:
X= 8e-6/1.33e-4= 0.06

T1vst2:0

T2 versus T3:
X=0/1.33e-4=0

T3vst4:0

T4 versus T6:
X=0/1.33e-4=0

T6vst9:0

T9 versus T10:
X=0/1.33e-4=0

T10vs t13=0

T13 vs T8: 5,71

I8vs T11:4.57
T8 vs T12: 1.35
T8 vs t1: 5.71

T8 vs T5: 2.71
T8 vs t7: 3.6

Como el valor de X de T13 vs T8 es superior a 3.84 (valor estandarizado de X de chi-cuadrado), se puede
decir que existen cifras significativas entre T8 y los demas tratamientos.

Calculo de probabilidades “Chi?”
Con el valor de X obtenido en el paso anterior se debe calcular el valor del Chi? mediante el programa

T8 versus T12:
X>x=0.25

T12 vs T5= 0.62
T5 versus T7
X>x=0.81

T11 versus T1
X>x= 0.81

T2 versus T3
X>x=1

T4 versus T6:
X>x=1

T9 versus T10:
X>x=1

T13 vs T8:
X>x=0.017

T8 vs T11:.0.03
T8 vs T12: 0.25

T8 vs 11:0.017
T8 vs T5: 0.1
T8 vs 17: 0.06
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= Finalmente, se concluye que existen diferencias significativas entre todos los tratamientos y T8, ya
que este arrojé un valor de p<a.

A continuacién, se sigue con las variables callo, hiperhidricidad y mortandad:

& Infostat/L - Datos Cali Pampz Para estadistica - [Resultados] - %

> Archivo Edicién Datos Resutados FEstadisticas Gréficos Ventanas Ayuda Aplicacianes _lalx
b @ (=) ul ¥ K A =

=W B As S

CAL1O 13 1,00 =4 0,00 ~

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sc gl oM F_p-valor
Modelo 2,8E-03 12 2,4E-04 sd sd
Tratamiento 2,9E-03 12 2,4E-04 sd sd
Error 0,00 o 0,00
Tocal 2,9E-03 12
Contrastes
Tratamiento  sC g1 o F_p-valor
svae 8,0E-06 1 &,0E-06 sd sd
av3 2,0E-04¢ 1 2,0E-04 sd sd
Bvs1 1,8E-05 1 1,8E-05 sd sd
1va 7,2E-05 1 7,2E-05 sd sd
sve 1,1E-05 1 1,1E-03 sd sd
s5ve 1,1E-05 1 1,1E-03 sd sd
Total 1,6E-03 5 3,3E-04 sd sd

Coeficientes de los contrastes
Tratamiento Cont.l Cont.2 Cont.3 Conc.4 Cont.5 Cont.§

T1 0,00 0,00 1,00 1,00 0,00 0,00
T10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T11 9,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T13 0,00 ©,00 0,00 60,00 0,00 0,00
T2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T3 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00
e 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TS 1,00 ©,00 0,00 60,00 1,00 1,00
T6 -1,00 -1,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 9,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
] 0,00 0,00 -1,00 0,00 0,00 0,00
o 0,00 ©,00 0,00 -1,00 -1,00 -1,00

v

ANAYE [AAVA [ANAVA [ARAVA [ANAVE [£HAVE  Arisv A iiiiiimmmmmmmmmmmmhmsmmnmmmmsmmmnm5mamanm——aaaaae
s

Provecto InfoStat

Valor x = CM contraste/CMT

CM Total = SC Total/gl Total
CMTOTAL=2.9E-3/12=2.42E-4

- T5 versus T6:
X=8e-6 /2.42e-4=0.033

-T3 versus T7:
X=0/2.42e-4=0

-T2 versus T8:
X= 2e-6/2.42e-4= 8.28e-3

-T1 versus T13:
X=0/2.42e-4=0

- T4 versus T9:
X= 3.2e-5/2.42e-4=0.13

-T10 versus T11:
X=0/2.42e-4=0

Calculo de probabilidades “Chi?”

- T5 versus T6
X>x= 0.86

- T3 versus T7
X>x=1

- T2 versus T8
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X>x=0.93

T1 versus T13
X>x=1

T4 versus T9:
X>x=0.72

T10 versus T11:
X>x=1

& Infostat/L - Datos Cali Pampa Para estadistica - [Resultados] - X

¥ Archive Edicion Datos Resultados Estadisticas Graficos Ventanas Ayuda Aplicaciones _ &%
b @ =] ul ¥ k= AE EZ

FERRILAL TGN

Hipernidricidad 15 1,00  sd 0,00 ~

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl oM F_p-valor
Modelo 0,01 12 7,9E-0% =@ sd
Tratamiento 0,01 12 7,9E-04 sd sd
Error 0,00 o 0,00
Total 0,01 12
Contrastes
Tratamiento  sC gl oM F_p-valor
10vs7 4,5E-05 1 ¢,5E-05 sd sd
Tvs11 4,5E-04 1 4,5E-04 sd =d
4vsa 3,2E-05 1 3,2E-05 sd sd
12vae 1,1E-0¢ 1 1,1E-04 sd sd
13vss 2,0E-03 1 2,0E-03 sd sd
13vs11 7,8E-04 1 7,8E-04 sd =d
13vss 1,5E-03 1 1,5E-03 sd sd
Tocal 4,1E-05 6 6,8E-04 sd sd

Coeficientes de los contrastes
Tratamiento Cont.1 Cont.2 Cont.3 Cont.4 Cont.5 Cont.6 Conmt.7

T1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T10 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T11 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00
T12 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00
T15 9,00 0,00 0,00 0,00 1,00 -1,00 1,00
T2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T3 0,00 ©,00 0,00 60,00 0,00 0,00 0,00
T4 0,00 0,00 1,00 -1,00 0,00 0,00 -1,00
15 9,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 -1,00 -1,00 0,00 ©,00 0,00 0,00 0,00
e 0,00 0,00 -1,00 0,00 -1,00 0,00 0,00
] 9,00 0,00 0,00 0,00 90,00 0,00 0,00

v
ANEYE [ANEVA [ANAA L ANEE [ANATE L A2 .,
e

Proyecto InfoStat

Valor x = CM contraste/CMT

CM Total = SC Total/gl Total
CM Total= 0.01/12=8.33e-4

T13 vs T2: 1.56E-4
T3VST9:0

T10 VS T7: 0.05
T11VST12: 0

T4 VS T6:0
T1VST5:0

Calculo de probabilidades “Chi?”

T13 vs T2: 0.99
T3VST9: 1
T10 VS T7: 0.82
T11VS T12:1
T4VS T6:1
T1VST5:1

Mortandad
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Variable N BT RT Bj CW
Mortandad 13 1,00 =d 0,00

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo 1,3E-03 12 1,1E-04 =d =d
Tratamiento 1,3E-03 12 1,1E-04 =d =d
Error 0,00 O 0,00

Total 1,3E-03 12

Contrastes

Tratamiento sC gl CH F p-valor
TS wersus Tl2 3,2E-05 1 3,2E-05 =d ad
T7 wersus T3 1,3E-05 1 1,3E-05 =d =d
TS wersus T4 &8,0E-0& 1 8,0E-0& =d =d
T8 wersus Tl1 0,00 1 0,00 =sd ad
Tl wersus T2 0,00 1 0,00 =ad ad
Te wersus T10 0,00 1 0,00 =4 =d
Total 5,3E-05 & B,BE-06 =d =d

Calculo de X

Valor x = CM contraste/CMT

CM Total = SC Total/gl Total = 1.08e-4

T5VS T12: 0.3
T7 VS T3:0.12
T9 VS T4:0.07
T8 VS T11:0
T1VST2:0
T6 VS T10: 0

Calculo de probabilidades “Chi?”

T5VS T12: 0.58
T7 VS T3:0.73
T9 VS T4: 0.79
T8 VS T11:1
T1VST2:1

T6 VS T10: 1

CAPIiTULO VI

Datos para el analisis estadistico de la Escala de Williams:

Planta P. Numero de Numero de hojas | Categoria
integrifolia hojas totales con sintomas (escala de
n° Williams,
1977)

1 110 45 5

2 150 26 3

3 140 36 5

4 143 46 5

5 100 32 5

6 70 7 3
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7 100 18 3
8 130 27 3
9 140 57 5
10 109 20 3
11 200 18 3
12 129 32 3
13 138 60 5
14 105 50 5
15 92 36 5

Andlisis de la varianza
Variable N R? RZAj CV
Escala de Williams 30 0,89 0,89 35,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)
F.V. SC _qa CM F p-valor
Modelo. 124,03 1 124,03 232,56 <0,0001
Planta 124,03 1 124,03 232,56 <0,0001

Error 14,9328 0,53

Total 138,97 29

Datos para el analisis estadistico de area de mancha foliar (cm?):

Planta Aerea de mancha (cm?)
P. integrifolia 0,5
P. integrifolia 0,5
P. integrifolia 1
P. integrifolia 2
P. integrifolia 0,28
P. integrifolia 1,5
P. integrifolia 2
P. integrifolia 0,5
P. integrifolia 0,12
P. integrifolia 0,21
P. integrifolia 0,5
P. integrifolia 0,5
P. integrifolia 1,5
P. integrifolia 1
P. integrifolia 0,35
P. integrifolia 0,3
P. integrifolia 0,75
P. integrifolia 1
P. integrifolia 0,25
P. integrifolia 1
P. integrifolia 0,35
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. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
. integrifolia
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo

0,15
0,4
0,2

0,25

0,15
0,6
0,5

0,12

0,21
0,3

0,35

0,5
0,4
0,35
0,12

)
N

O O O 0O O O 000000000000 O0OO0OO0OOoOOoOOoOOoOOoOo
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Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Testigo

C. thymifolia 201911E21E1 inoculada
C. thymifolia 201911E21E1 testigo

C thymifolia 20191121D1#1 inoculada
C thymifolia 20191121D1#1 testigo

C thymifolia 20191118D3 inoculada

C thymifolia 20191118D3 testigo

Analisis de la varianza :

Variable

N E= E= Aj

O O O O O OO OoO oo oo

o

0 (x15)
0 (x15)
0 (x15)
0 (x15)
0 (x15)
0 (x15)

cJ

fierea de mancha (mm2) 50 0,40

0,40 122,96

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

0,40909091
0,17333333
0,25714286
0,32167832
0,32

0,1

0,18
0,20769231
0,40714286
0,18348624
0,09
0,24806202

F.V. 5C gl CH F p-valor

Madelo 8, 18,59 52,91 <0,0001

Flanta &, 18,59 52,91 <0,0001

Error 12, 78 0,16

Total 21 75

o Datos para el analisis estadistico de hojas manchadas (%):

Planta Numero de hojas totales Numero de hojas con sintomas Porcentaje
P. integrifolia inoculada 110 45
P. integrifolia inoculada 150 26
P. integrifolia inoculada 140 36
P. integrifolia inoculada 143 46
P. integrifolia inoculada 100 32
P. integrifolia inoculada 70 7
P. integrifolia inoculada 100 18
P. integrifolia inoculada 130 27
P. integrifolia inoculada 140 57
P. integrifolia inoculada 109 20
P. integrifolia inoculada 200 18
P. integrifolia inoculada 129 32
P. integrifolia inoculada 138 60

0,43478261
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P. integrifolia inoculada
P. integrifolia inoculada

p
p
p
p
p
p
p
p
p
p
p
P.
p
p
p
C
C
C
C
C
C

. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo
. integrifolia testigo

105

Y]
N

O O OO OO OO0 oo oo oo

0

thymifolia 201911E21E1 inoculada 0
thymifolia 201911E21E1 testigo 0
thymifolia 20191121D1#1 inoculada 0
thymifolia 20191121D1#1 testigo 0
thymifolia 20191118D3 inoculada O
thymifolia 20191118D3 testigo 0

Analisis de la varianza

Variable

E E

Hel

oW

Porcentaje 120 0,83

B3
0,81 125,76

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

w
o O

OO0 000000 OO O OO0 O0OO0OOoOOoOOoOooo

F.V. S5C gl CH F p—valor
Modelo 1,03 7 0,15 75,88 «<0,0001
Planta 1,03 7 0,15 75,88 <0,0001
Error 0,22 112 1,5%E-03
Total 1,25 11%

0,47619048
0,39130435
0

O OO OO0 O OO OoOOoOOoOo o o

0 (x15)
0 (x15)
0 (x15)
0 (x15)
0 (x15)
0 (x15)
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