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RESUMEN

El virus del mosaico estriado del trigo (Wheat streak mosaic virus, WSMV), transmitido
por el acaro Aceria tosichella, es considerado plaga no cuarentenaria reglamentada en
Argentina. El objetivo general de esta Tesis fue caracterizar los componentes y su
diversidad del patosistema WSMV-A. tosichella-trigo necesarios para seleccionar
estrategias efectivas de manejo de la enfermedad. Se desarrolld una estrategia para la
amplificacion del genoma completo de WSMV y su posterior pirosecuenciacion. Se
obtuvo la secuencia completa de 13 aislamientos provenientes de Triticum aestivum,
Avena fatua, Digitaria sanguinalis y de diferentes regiones trigueras. Las estrechas
relaciones filogenéticas encontradas entre los aislados argentinos de WSMV, los
australianos y los de la region del Pacifico noroeste de Estados Unidos (APNW) sugieren
que la presencia del WSMV en nuestro pais se podria haber originado a partir de una Unica
introduccion desde la region APNW. Ademas, se realizé la caracterizacion de la poblacion
intra-hospedante mediante la reconstruccion de haplotipos y la busqueda de polimorfismos
de simple nucledtido de los 13 aislamientos. Tres aislamientos se distinguieron por su
mayor diversidad y distribucién de mutaciones a lo largo de su genoma, y los restantes
fueron menos diversos. Se determiné la presencia de Triticum mosaic virus completando el
complejo WSMV-HPWMoV-TriMV en Argentina. Se detectd solamente el linaje WCM2
de A. tosichella, considerado el mas invasivo. Se encontraron distintas especies de
Eriophyidae en cerelaes y malezas aledafias a trigo. Aculodes stipacolus proveniente de
Stipa sp. se describi6 por primera vez para América del Sur. Se identificé Abacarus hystrix
constituyendo una alerta por su capacidad transmisora de virus que no se encuentran en el
pais. También, se realizé la evaluacion del comportamiento de cultivares de trigos frente a
dos complejos WSMV-A. tosichella de Argentina. Los cultivares presentaron diferentes
niveles de tolerancia dependiendo de la virulencia del asilamiento de WSMV en
invernaculo y a campo. Estos resultados contribuyen al establecimiento de estrategias de

manejo efectivas para el patosistema WSMV-A. tosichella-trigo en Argentina.

Palabras claves: Wheat streak mosaic virus, Triticum mosaic virus, Aceria tosichella,

Eriophyidae, evaluacion de cultivares de trigo.



ABSTRACT

Wheat streak mosaic virus (WSMV) is transmitted by the mite Aceria tosichella and is
considered a regulated non-quarantine pest in Argentina. The general aim of this thesis
work was to characterize the components and their diversity of the WSMV-A tosichella-
wheat pathosystem required to select effective strategies for managing wheat streak mosaic
disease. A strategy for the amplification of the whole WSMV genome and further
pyrosequencing was developed. The whole sequence of 13 isolates from Triticum
aestivum, Avena fatua, Digitarias anguinalis and from different wheat producing areas
was obtained. The close phylogenetic relationships found among the WSMV isolates from
Argentina, Australia and the American Pacific northwestern (APNW) suggest that the
presence of WSMV in Argentina might have originated from a single introduction from
the APNW region. Moreover, the intra-host population was characterized by
reconstructing haplotypes and searching for single-nucleotide polymorphisms of the 13
isolates. Three isolates were distinguished for their greater diversity and distribution of
mutations along the genome, and the rest was less diverse. The presence of Triticum
mosaic virus was detected as completing the WSMV-HPWMoV-TriMV complex in
Argentina. Only the WCM2 lineage of A. tosichella, the most invasive one, was detected.
Different species of Eriophyidae were found in cereals and weeds adjacent to wheat.
Aculodes stipacolus from Stipasp. is described for the first time for South America.
Likewise, Abacarus hystrix was identified, which poses a threat due to its capacity of
transmitting viruses that are not present in the country. Moreover, the behavior of wheat
cultivars against two WSMV-A. tosichella complexes from Argentina was evaluated. The
cultivars exhibited different levels of tolerance, depending on the viral isolate virulence in
greenhouse and in the field. These results contribute to the development of effective

management strategies for the WSMV-A. tosichella-wheat pathosystem in Argentina.

Key words: Wheat streak mosaic virus, Triticum mosaic virus, Aceria tosichella,

Eriophyidae, evaluation of wheat cultivars.

Vi



TABLA DE CONTENIDOS

CAPITULOD L.ttt 1
INTRODUCCION GENERAL ......vvvevireereeieeeeesessesses s sesssssses s s 1
HIPOTESIS ..ottt 9
OBJETIVO GENERAL .....oooveiveeieseieseseseees s eesss s sssenss s esssnsse s esssn s essnseansnsenes 9
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 9
BIBLIOGRAFIA ..ot ss st 10
CAPITULO 2.ttt 18

DEL WSV .ttt ettt e e et e e st e e e s s e e e bt e e e s ne e e e nseeeaneeeanes 18
INTRODUGCCION.......ocoeiiieiieeieieeeeseesse e estsses s ass st esse s tss et enae s tsses st s s s 18
MATERIALES Y METODOS..........ooieieieeeieeiesestess st sesteses s s ssssssessssnsssansenssssn s 19
Obtencion del genoma completo del WSMYV de trigo y hospedantes alternativos............. 19
Andlisis de recombinacion y fillogen€tiCos..........cooiieiieiiieiee e 21
RESULTADOS ...ttt ettt be e be e ne e ne e 22

Obtencion de genoma completo del WSMV en trigo y hospedantes alternativos de

diferentes regiones de ANGENTING ......ccoiviiiiiiiiieieie e 22
Anaélisis de recombinacién y filogenéticos de la CP del WSMV ...........cccovvvivivcieicnienn, 24
DISCUSION ...ttt 26
CONGCLUSIONES. ... oottt st b et e sae e b e e anneene e 30
BIBLIOGRAFIA ..ottt 30
CAPITTULO 3ot 33

CARACTERIZACION DE LA POBLACION INTRA-HOSPEDANTE DEL WHEAT
STREAK MOSAIC VIRUS (WSMV) MEDIANTE ANALISIS DE SECUENCIACION MASIVA
DE SU GENOMA COMPLETO .....oiiiiiiiiie e 33



INTRODUGCCION .. ..ottt e e e e oot e e e e e e e et s e e et e e s e e e e et e s e e eeeran s 33

MATERIALES Y METODOS.........coiiiiiiieeeeee ettt 35
Obtencion del genoma completo del WSMV de trigo y hospedantes alternativos............. 35
Reconstruccion de haplotipos virales de genoma completo del WSMV..........cccccevvenane. 35

Anélisis de Polimorfismos de nucledtido simple (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms)

del genoma completo del WSIMV ... 36
RESULTADOS ...ttt e b e sr e e b e eesnn e e e 37
Pre-procesamiento de las secuencias (limpieza de datos) ..........cccccevveveiieie v 37
Reconstruccion de haplotipos virales del genoma completo del WSMV ..........ccccoveneee. 39

Anélisis de Polimorfismos de nucledtido simple (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms)

............................................................................................................................................. 44
DISCUSION ...ttt 49
CONCLUSIONES . ... .ot e e e e e e e e e e ene e e e naeeanneas 55
BIBLIOGRAFIA ...ttt 56
CAPTTULO 4.t 62
DETECCION DE LA PRESENCIA DEL TRITICUM MOSAIC VIRUS (TRIMV) EN EL

CULTIVODE TRIGO EN ARGENTINA .. oottt 62
INTRODUCCION ..ottt ettt 62
MATERIALES Y METODOS.........o oottt s et 64
Material EVAIUATO ...........ooeiiieiee e 64
Transmision Mecanica del THIIMV .....c.cooiiiiiiice e 65
Deteccion del TriMV mediante tECnicas SErolOgICas ..........cocvvvriririeiene e 66
Deteccion del TriMV mediante tEcnicas MOIECUIArES...........ccovvvirieieieie e 67
RESULTADOS ...ttt bttt b etk e et e sbe et e e neeenne e 68
DISCUSION ..ottt 72



CONCLUSIONES ... oottt et e s e e et e et e e s e e et e e s e e es e e s e e, 74
BIBLIOGRAFIA ..o oo et e e e et e e et e e e e ee e e et e s e e e e e e s e e ee s e, 74
(@Y 1 1 s U] 0 XSRS 77

DETERMINACION DE LAS ESPECIES DE ACAROS ERIOFIDOS EN TRIGO Y

CEREALES Y MALEZAS ALEDANAS .....cooeeeeeeeeeeeeeeeeee e oo er s, 77
INTRODUCCION . ... oottt et e e oot e e e et e e e et es e et e e s e e e e e et e e eeerae s 77
MATERIALES Y METODOS ..o oottt ee e e e et a e s e e er e e s e e s eeeeeseeenaaenenans 81

Determinacion de las especies cripticas de Aceria tosichella provenientes de las mismas

muestras de trigo utilizadas para caracterizar la diversidad del WSMV (Capitulos 2 y 3).81

Identificacion de especies de eriofidos en cereales y malezas aledafias en la zona de Mar y

Sierra de la provincia de Buenos Aires, por su posible rol como puentes verdes............... 83

Identificacidn de especie de eridfido en Stipa sp. en la subregidn triguera IV, por su

POSIDIE rOl COMO PUENTE VEITE........cciiieieieiee et enes 84
RESULTADOS ...ttt ettt sttt ne et et e s e nteeseeanaesseenteaneenneeneeanes 86

Determinacion de las especies cripticas de Aceria tosichella provenientes de las mismas

muestras de trigo utilizadas para caracterizar la diversidad del WSMV (Capitulos 2 y 3).86

Identificacion de especies de eridfidos en cereales y malezas aledafias en la zona de Mar y
Sierra de la provincia de Buenos Aires, por su posible rol como puentes verdes............... 90

Identificacion de especie de eriofido en Stipa sp. en la subregién triguera IV, por su

POSIDIE Ol COMO PUENTE VEITUE ... .eeiiieieie ettt 95
DISCUSION ..ottt 102
CONCLUSIONES. .....ovviiieeeeeee e teesee s s ss s ne s s s enes 106
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt 107
CAPITULO Bttt 111



EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DE CULTIVARES DE TRIGO FRENTE
ALWSMV'Y SU VECTOR ACERIA TOSICHELLA EN TRANSMISIONES

EXPERIMENTALES CONEL VECTOR .....ooiiiiiiie e 111
INTRODUCCION.......ocoeiiieeieeieseiese et esass st es sttt s st n s 111
MATERIALES Y METODOS.......ccooiiieiieeceeeeeteese et es et enes s ssnss s enes s senssanans 113
Multiplicacion de indculo y del ACAro VECLON .........cociiiieiiiieeeeeee e 113
Transmisién del complejo WSMV-A. tosichella bajo condiciones de invernaculo.......... 114
Transmisién del complejo WSMV-A. tosichella bajo condiciones de campo .................. 116
ANALISIS ESLAUISTICO ...ttt et 117
RESULTADOS ...ttt bttt sb et e et et e e nae e e nbeenree s 118
Transmisién del complejo WSMV-A. tosichella bajo condiciones de invernaculo.......... 118
Transmision del complejo WSMV-A. tosichella bajo condiciones de campo .................. 122
DISCUSION ...ttt 125
BIBLIOGRAFIA ...ttt 130
CAPTTULO 7 ittt 134
CONCLUSIONES GENERALES........coo i 134
ANEXO Lttt ettt et b et e b et et et e be e re e ne e 138
ANEXO Tttt ettt e et e et e e s ae e b e e be e e ee e 148

Especies de Aculodes asociadas a gramineas (Poaceae) descritas a nivel mundial utilizadas

para realizar la comparacion y descripcion de la nueva especie .........ccccoveveeveeeeieciennn, 148

PUBLICACIONES ... ..o 157



LISTA DE TABLAS

Tabla 2.1. Datos de los trece aislamientos de WSMV .........ccccoeviiiiiiieviese e 20
Tabla 2.2. Iniciadores disefiados para la amplificacion del genoma completo de WSMV .22

Tabla 2.3. Concentraciones, purezas y volimenes obtenidos de los productos de PCR
purificado desde gel de agarosa para cada uno de los 13 aislamientos de WSMV............. 23

Tabla 3.1. Procesado de lecturas obtenidas mediante tecnologia 454/Roche para la
reconstruccion de haplotipos, correspondientes a 13 aislados de WSMV argentinos......... 37

Tabla 3.2. NUmero y frecuencia de haplotipos de los 13 aislamientos de WSMV
=100 0151 (1 T [0TSR 41

Tabla 3.3. Detalles metodoldgicos, de aplicacion y bibliograficos de los diferentes métodos
para reconstruccion de haplotipos empleados en este eStudio...........ccceveverieveresieeieerienen, 42

Tabla 3.4. (Continuacién) Detalles metodoldgicos, de aplicacion y bibliograficos de los
diferentes métodos para reconstruccion de haplotipos empleados en este estudio. ............ 43

Tabla 3.5. Procesado de las lecturas obtenidas mediante tecnologia 454/Roche para la
basqueda de Polimorfismos de simple nucleétido (SNP, Single Nucleotide
Polymorphisms), correspondientes a los 13 aislados de WSMV argentinos secuenciados.45

Tabla 3.6 Numero de haplotipos reconstruidos mediante el método QuasiRecomb y de
SNP con frecuencias mayores a 2% encontrados para cada uno de los 13 aislados de
WSMV. Los datos de las infecciones mixtas con TriMV y los del linaje de A. tosichella
corresponden a los resultados obtenidos en el Capitulo 4 y 5 respectivamente. Se resaltan
los tres aislados més diversos (WSMV02, WSMV01 y WSMVO03) y el de menor
diversidad (WSMV08) detectados mediante analisis de haplotipos y SNP. ....................... 46

Tabla 4.1. Iniciadores utilizados para la amplificacion de Triticum mosaic virus (TriMV),
Wheat streak mosaic virus (WSMV) y un control interno de planta..............cccccoeveveiiennnn. 67

Tabla 4.2. Muestras de trigo y Triticale analizadas para Triticum mosaic virus mediante
MELOUOS SEFOIOGICOS. ...c.vvevieiectic ettt st sbe e re e be e tesreesreereenes 70

Tabla 4.3. Muestras de trigo y Triticale analizadas para Triticum mosaic virus mediante
MELOAOS MOIECUIAIES. ......c.vieeiceece e et sbeereens 71

Tabla 5.1. Poblaciones de &caros establecidas a partir de los muestreos dirigidos
provenientes de diferentes regiones trigueras argentings. ..........ccccceevveeviieiiieviesseesee e 86

Tabla 5.2. Detalles de la identificacion morfolégica y molecular de &caros recolectados en
la zona de Mar y Sierra en la provincia de Buenos Aires, Argentina............cccoceeevvevnennne. 92

Xl



Tabla 5.3. (Continuacion) Detalles de la identificacion morfologica y molecular de &caros
recolectados en la zona de Mar y Sierra en la provincia de Buenos Aires, Argentina........ 93

Tabla 5.4. (Continuacion) Detalles de la identificacion morfologica y molecular de acaros
recolectados en la zona de Mar y Sierra en la provincia de Buenos Aires, Argentina........ 94

Tabla 6.1. Aislados de Wheat streak mosaic virus (WSMV) y de A. tosichella utilizados
para evaluar CUItIVAres de trig0. ........cooiiiiieieieere e 114

Tabla 6.2. Escala de seis clases segun la metodologia de Langham (2009) para la
evaluacion de severidad de SINTOMAS...........cuoviieierierere e 115

Tabla 6.3. Categorizacion de los cultivares evaluados en funcion de los indculos GM-2009
y MJ-2010 en condiciones de invernaculo. Valores de Absorbancia relativa media,
significancia de la interaccién, segun prueba de comparaciones multiples DGC, y grados
de severidad. Los cultivares susceptibles, tolerante y los no infectados fueron resaltados en
color rojo, amarillo y verde respectivamente. Se resaltan en color gris los cultivares que se
comportaron como tolerantes o no infectados en condiciones de invernadero y campo. .121

Tabla 6.4. Categorizacion de los cultivares evaludados segun Medias de Absorbancia
relativa y grado de severidad en funcién de dos indculos diferentes, GM-2009 y MJ-2010
en condiciones de campo. Los cultivares susceptibles, tolerante y los no infectados fueron
resaltados en color rojo, amarillo y verde respectivamente..........cccccveevvveresieneenneieenenns 124

Tabla 1. Cambios a nivel de nucle6tido, aminoacido, codon, su posicion en el genoma,
efecto en la proteina, la cobertura y la frecuencia para cada SNP detectado en todo el
genoma para los 13 aislamientos de WSMV estudiados. ..........ccccovevveveieeiienecieseeinene 138

Tabla 2. Descripcion de 10 &caros eriofidos (hembras) recolectados sobre Stipa sp. Las
mediciones estan presentadas en micrdmetros (IMM). .......coceeieieeieiiie i 153

Xl



LISTA DE FIGURAS

Fig. 1.1. Representacion esquematica de la organizacion del genoma del Wheat streak
mosaic Virus (WSMV) y 1aS Proteinas VIrales. ...........cooeiriirinineieisenees e 4

Fig. 2.1. A: Ubicacion geografica de los 13 aislamientos de WSMV estudiados
provenientes de las provincias de Buenos Aires, Entre Rios y Cordoba durante el periodo
2009-2011. B: subregiones trigueras Il Norte, Il Sur, Ill, IV, V Norte y V Sur de
ATGENTING. ..ottt b bbbkt b bbb et e bbb bttt n e 21

Fig. 2.2. Gel de agarosa al 1,5% con los productos de PCR de aproximadamente 9384 pb
correspondientes a la amplificacion del genoma completo de los 13 aislamientos de
WSIMYV ESTUIAUDS. ...ttt sttt sttt bbb bt e s e enee e 24

Fig. 2.3. Arbol filogenético Maximum-likelinood (ML) realizado con modelo GTR+I+G
construido a partir de 99 secuencias correspondientes a la CP de WSMV. Solo se muestran
los valores de DoOtStrap >500. ........cciiiiiiiiiiiie e 25

Fig. 2.4. Arbol filogenético Maximum-likelihood (ML) realizado con modelo Tamura-Nei
construido a partir de 13 secuencias correspondientes a la CP de aislamientos argentinos de
WSMV. Solo se muestran los valores de bootstrap >500. .........c.ccceviiviiieiecie e, 26

Fig. 3.1. Distribucion del total de lecturas obtenidas para cada uno de los 13 aislamientos
de WSMV en funcion de la posicion de nucleétidos correspondiente al genoma completo
de referencia utilizado (GenBank FJ348359). .......c.cociiiiiiiiiiiiiiieece e 38

Fig. 3.2. Frecuencia de los SNP segun su posicion en el genoma para los 13 aislados de
WSMV. En color negro se presentan las mutaciones sindnimas y en rojo las no-sindnimas.

Fig. 3.3. N° total de SNP para cada proteina del WSMV correspondientes a los 13 aislados
VITAIES ESTUTIAUDS. ... ettt ettt et et sttt sreene e e et e e 49

Fig. 4.1. Representacion esquematica de la organizacion del genoma del Triticum mosaic
Virus (TriMV) y 1as proteinas VIrales. .........ccooiiiiiiiiiic e 63

Fig. 4.2. Lote de trigo, cultivar BioINTA 3005, con 100% de incidencia de WSMV en la
localidad de Leones, provincia de Cordoba en la campafa 2012...........ccccceeeveveieeiieenenne. 64

Fig. 5.1. Productos de PCR correspondientes a la amplificacion de la region ITS y 16S
empleando DNA de &caros obtenido en forma individual y utilizando grupos de 10 y 25
2Tt (0L USSR 87

Fig. 5.2. Arbol filogenético obtenido por analisis Neighbour-Joining (NJ) con modelo
Maximum Composite Likehood correspondiente a la region ITS1, realizado con los
haplotipos detectados a partir de todas las secuencias generadas en este estudio, incluyendo
los géneros Aceria, Abacarus y Aculodes. En color azul y rojo se sefialan los linajes

X1



WCML1 (o Type 1) y WCM2 (o Type 2) descritos para Aceria tosichella respectivamente,
en celeste Abacarus y en rosado Aculodes. El haplotipo de A. tosichella detectado en este
estudio esta incluido en x41 en JF960148. EI numero seguido de x significa el nimero de
secuencias utilizadas para el analisis. Se indica con asterisco (*) las secuencias generadas
BN ESTE BSTUAIO. ..ttt bbbttt bbb bbbt 89

Fig. 5.3. Arbol filogenético obtenido por analisis Neighbour-Joining (NJ) con modelo
Tamura-Nei correspondiente a la region 16S, realizado con los haplotipos detectados a
partir de todas las secuencias generadas en este estudio, incluyendo los géneros Aceria,
Abacarus y Aculodes. En color azul y rojo se sefialan los linajes WCM1 (o Type 1) y
WCM2 (o Type 2) descritos para Aceria tosichella respectivamente, en celeste Abacarus y
en rosado Aculodes. El haplotipo de A. tosichella detectado en este estudio esta incluido en
BRA-TA-36B-3 Atosichella WCM2 x51. El nimero seguido de x significa el nimero de
secuencias utilizadas para el andlisis. Se indica con asterisco (*) las secuencias generadas
BN BSEE BSTUTIO. ...ttt ettt e st et esbe et esre e beeneeeneenneeeeeneenrees 90

Fig. 5.4. Disefios esquematicos de Aculodes stipacolus Alemandri and Navia sp. nov. A:
vista dorsal completa de hembra. B: vista ventral completa de hembra.............cccoveneeneee. 100

Fig. 5.5. Disefios esquematicos de Aculodes stipacolus Alemandri and Navia sp. nov. (A):
region coxigenital de hembra, (B) detalles de microtubérculos en vista lateral, (C)
empodio, (D) pata 1, (E) pata 2 (F) vista lateral de hembra. ............ccccoceeveiiiiiiciece 101

Fig. 5.6. Fotografias digitales de Aculodes stipacolus Alemandri and Navia sp. nov. (A)
vista dorsal de hembra, (B) vista ventral de hembra, (C) vista lateral de hembra, (D) region
coxigenital de macho, (E) vista anterolateral de hembra, (F) empodio, (G) region
coxigenital de hembra bajo microscopio DIC, (H) regidén coxigenital de hembra bajo
microscopio de contraste de fase, (I) vista anterolateral con detalles de ornamentacion en
LSS oIN o [o 0[] €57 RSP URRRRR 102

Fig. 6.1. Ensayos de transmision del complejo WSMV-A.tosichella bajo condiciones de
campo (A y B) e invernaculo (D y E). Multiplicacion de inéculo viral y del acaro vector
bajo condiciones controladas (C Y F). ..o 116

Fig. 6.2. Absorbancia relativa de WSMV en funcion de los dos indculos GM-2009 y MJ-
2010, para cada cultivar evaluado en condiciones de invernaculo. Los nimeros por encima
de cada barra representan el porcentaje de plantas infectadas con GM-2009 y MJ-2010 en
rOJO Y QZUI FESPECLIVAMENTE. .. ..iiviiiie ettt e e e nree s 119

Fig. 6.3. Absorbancia relativa de WSMV para cada cultivar evaluado en funcion de dos
indculos diferentes, GM-2009 y MJ-2010, en condiciones de campo. Cultivares con
valores de Absorbancia relativa por arriba de 2 son considerados susceptibles. .............. 123

XV



LISTA DE ABREVIATURAS

%

°C

la

1b

2a

ADN
amiRNA
ANT

APNW

Ar

ARN
ARS
barcodes
BrSMV
BSMV
bv
BYDV
BYSMV
cDNA
CIAP
CNPq
Col

CP
CYDV

d

D2
DAS-
ELISA
DGC
DIC
DIECA
DNA
dNTP
EEA
EEUU
em
EMBRAPA
ep
ESALQ

porcentaje

grado centigrado

seta proximal en coxisternum |

seta anterior en coxisternum |

seta proximal en coxisternum 11

acido desoxirribonucleico

Artificial microRNA (micro RNA artificial)

Adenine Nucleotide Translocase

American Pacific Northwest (Region del Pacifico noroeste de Estados
Unidos)

absorbancia relativa

acido ribonucleico

Agricultural Research Service (Servicio de Investigacion Agricola)
cbdigos especificos

Brome streak mosaic virus

Barley stripe mosaic virus

ventral basifemoral

Barley yellow dwarf virus

Barley yellow striate mosaic virus

acido desoxirribonucleico copia

Centro de Investigaciones Agropecuarias

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
citocromo c oxidasa subunidad 1

capside proteica

Cereal yellow dwarf virus

seta pedipalp dorsal genital

region divergente 2

Double Antibody Sandwich- Enzyme Linked Immunosorbent Assay (Ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas con doble sandwich de anticuerpos)
Di Rienzo, Guzméan y Casanoves

microscopia diferencial de contraste de interferencia

dietil ditiocarbamato de sodio

acido desoxirribonucleico

desoxirribonucleotidos trifosfato

Estacion Experimental Agropecuaria

Estados Unidos

empodio tarsal (em)

Empresa Brasilefia de Investigacion Agropecuaria

seta pedipalp coxal

Escuela Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz'

XV



Food and Agriculture Organization (Organizacion de las Naciones Unidas

FAC para la Alimentacion y la Agricultura).
Fr frecuencia

ft' seta del tarso fastigial paraxial

ft" seta del tarso fasticial antaxial

GM General de Madariaga

ha hectarea

HPV High Plains virus

HPWMoV High plains wheat mosaic virus
INDEAR Instituto de Agrobiotecnologia de Rosario

INTA Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
IPAVE Instituto de Patologia Vegetal
ITS Internal Transcribed Spacer (espaciadores transciptos internos)

I seta tibial paraxial
[ seta antaxial genual

M molar

m? metro cuadrado

min minutos

miRNA micro RiboNucleic Acid (micro acido ribonucleico interferente)
MJ Marcos Juarez

ML Maximum Likelihood

mM minimolar

MN Macherey-Nagel

MRCV Mal de Rio Cuarto Virus

mtDNA DNA mitocondrial

nd no detectado

Next GenerationSequencing (secuenciacién masiva de nucledtidos, de alto

NGS - i
rendimiento o de nueva generacion)
NJ Neighbor-Joining
nr no realizado
ONMV Oat necrotic mottle virus
pb pares de bases
PCR reaccion en cadena de la polimerasa
pH pondus Hydrogenii = potentia Hydrogenii (potencial hidrégeno)
PROSUL  Programa Sul-Americano de Apoio as Atividades de Cooperagéo
PTGS silenciamiento génico postranscripcional
R resistente
rDNA DNA ribosomal nuclear
RGMV Ryegrass mosaic virus
RNA acido ribonucleico
rRNA RNA ribosomal
RT transcripcion reversa

XVI



Rubisco ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa

S susceptible

SBWMV  Soil borne wheat mosaic virus

sC seta escapular

SENASA  Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria

SNP Single Nucleotide Polymorphisms (polimorfismos de nucleétido simple)
SSRNA ARN de simple cadena

T total

™ transmision mecanica

TriMV Triticum mosaic virus

u' seta del tarso inguinal paraxail

United States Department of Agriculture (Departamento de Agricultura de
USDA )
Estados Unidos)
WCM Wheat Curl Mite
WMoV Wheat mosaic virus
WSMV Wheat streak mosaic virus

ug microgramo
ul microlitro

um micrémetro
uM micromolar

XVII



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

El trigo (Triticum aestivum L.) fue domesticado hace unos 10.000 afios y desde
entonces se ha extendido por todo el mundo hasta convertirse en uno de los cultivos més
importantes de la humanidad (Dubcovsky y Dvorak, 2007). La superficie de tierra cubierta
por trigo es la méas grande que cualquier otra cosecha de alimentos. Este cereal proporciona
alrededor de una quinta parte de las calorias consumidas por los seres humanos, con una
produccion estimada de 750 millones de toneladas para 2016/2017 en todo el mundo
(USDA, 2017). Su produccion es la tercera mayor de los cereales del mundo, después del
maiz y el arroz (FAO, 2013). La abundante decumentacion generada sobre evolucion y
genética del trigo no se equipara practicamente con ningun otro cultivo. La plasticidad del
genoma de este cereal sobresale como factor clave en su éxito destacandose por su
capacidad de adaptacion a diversos ambientes (Dubcovsky y Dvorak, 2007). Estudios de
relaciones genéticas indican que los primeros trigos cultivados fueron nativos de la region
sureste de Turquia (Nesbitt, 1998; Dubcovsky y Dvorak, 2007). En Argentina, el trigo se
introdujo a través del Rio de la Plata en 1527. La primera siembra del cultivo se realizé en
la provincia de Santa Fe y en la década de 1870 se produjo su expansién a colonias
agricolas de Santa Fe, Cordoba, La Pampa y Entre Rios atrayendo sucesivas oleadas de
inmigrantes (Miralles y Gonzalez, 2009). Actualmente, la region triguera argentina se halla
localizada en la region pampeana y se divide en siete subregiones ecoldgicas (Triguera I, 11
norte, 11 sur, I, 1V, V norte y V sur) de acuerdo a las caracteristicas locales de clima y
suelo. En el presente, el trigo es el cereal de invierno de mayor importancia econémica en
Argentina, tanto por la superficie sembrada (5,3 millones de ha) como por la produccién

de granos (13,9 millones de toneladas) (Minagri, 2016).

La produccion de trigo es afectada anualmente por diferentes factores limitantes
tanto abidticos como bidticos. Entre los primeros, revisten gran importancia el déficit
hidrico y nutricional y las temperaturas extremas en el estado critico del cultivo. En cuanto

a los bioticos se destacan las enfermedades de origen fungico y viral (Nisi et al., 2004;
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Truol, 2009). En Argentina, las principales enfermedades de origen flngico en trigo son la
roya de la hoja o roya anaranjada (Puccinia triticina), mancha amarilla 0 mancha parda
(Drechslera tritici repentis) y septoriosis (Septoria tritici) en hojas, y fusariosis en la
espiga (Fusarium graminearum) (Alberione, 2011; Annone, 2017). Respecto a las
enfermedades de origen viral se han reportado hasta el momento nueve virus: Barley
yellow dwarf virus (BYDV) (Truol et al., 1990), Mal de Rio Cuarto Virus (MRCV)
(Rodriguez Pardina et al., 1998), Barley stripe mosaic virus (BSMV) (Sagadin y Truol,
2003), Wheat streak mosaic virus (WSMV) (Truol et al., 2004), Soil borne wheat mosaic
virus (SBWMV) (Truol et al., 2005), Cereal yellow dwarf virus (CYDV) (Sagadin et al.,
2006), High plains wheat mosaic virus (HPWMoV) (Truol y Sagadin, 2007; Tatineni et
al., 2014), Barley yellow striate mosaic virus (BYSMV) (Dumén, 2011) y un rhabdovirus
relacionado al Maize yellow striate virus (Dumon, 2015). Cabe aclarar que HPWMoV
anteriormente fue Ilamado High Plains virus (HPV) (Jensen et al., 1996) o Wheat mosaic
virus (WMoV) (Skare et al., 2006).

WSMV es la especie tipo del género Tritimovirus perteneciente a la familia
Potyviridae (Stenger et al., 1998). Los Tritimovirus son transmitidos por &caros eriéfidos a
hospedantes monocotiledéneas y son filogenéticamente distantes de los Rymovirus
transmitidos por estos mismos organismos (Salm et al., 1996; Stenger et al., 1998). El
WSMV es naturalmente transmitido por el 4caro Aceria tosichella Keifer, conocido como
acaro del enrollamiento del trigo (Wheat Curl Mite, WCM) (Slykhuis, 1955). Los dos
principales sintomas causados por WSMV en trigo son mosaico y estriado en las hojas
(Murray et al., 1998; Ellis et al., 2003). Los sintomas pueden progresar a clorosis,
necrosis, enanismo severo, plantas estériles o con produccién de semillas marchitas y
eventualmente muerte de la planta (Wiese, 1987; Ellis et al., 2003). WSMV fue reportado
por primera vez en las Planicies Altas del centro de Estados Unidos en la década de 1920
(McKinney, 1937). WSMV es considerado el agente causal de una de las enfermedades
mas importantes en el cultivo de trigo a nivel mundial (Conner et al., 1991; Nyitrai, 1991;
Jiang et al., 1993; Makkouk y Kumari, 1997). En EEUU, se registraron pérdidas debido a
WSMV de 464 dolares/ha y, en ciertos casos, dafios totales (Edwards et al., 1988;

Velandia et al., 2010). Dichas pérdidas resultaron mayores en trigos con riego ya que se ha
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demostrado una menor eficiencia en el uso del agua cuando las plantas estan infectadas
con WSMV (Price et al., 2010). Del mismo modo, en Australia, WSMV ha producido
pérdidas de rendimiento de hasta 100% en algunos campos de trigo, con estimaciones de
mas de 5 millones de dolares en pérdidas anuales (Murray et al. 2013). Aunque esta virosis
ha sido motivo de preocupacion para productores de cereales y estudiado por
investigadores durante al menos seis décadas, sigue representando un desafio en términos
de medidas de control (Navia et al., 2013). Este virus, se encuentra ampliamente
distribuido en las regiones productoras de trigo de Ameérica del Norte (Slykhius y Bell,
1963; Brakke, 1987; al Sanchez-Sanchez et al., 2001), Eurasia (Reshetnik et al., 1996;
Nyitrai y Gaborjanyi, 1998; Makkouk y Kumasi, 1997), Africa (Kapooria y Ndunguru,
2004), Oceania (Ellis et al., 2003; Lebas et al., 2009) y América del Sur (Truol et al.,
2004; Mar et al., 2013). Actualmene, el WSMV es una virosis emergente en Australia y
Sudamérica representando una nueva amenaza para la produccion de cereales (Navia et al.,
2013).

En nuestro pais, el WSMV causal del mosaico estriado del trigo se detectd por
primera vez en el 2002 en el area central de la provincia de Cérdoba (Marcos Juéarez y
Jestus Maria) (Truol et al., 2004). Después de esta primera deteccién, el virus fue
considerado plaga no cuarentenaria reglamentada, segin Resolucion 248/2003 del Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA, 2003). La presencia del
WSMV fue reportada en las siguientes provincias: Salta, Tucuman, Santiago del Estero,
Cordoba, Entre Rios, Santa Fe, Buenos Aires y La Pampa (Sagadin y Truol, 2005, 2007;
Truol et al., 2008; Truol, 2009). Fueron registrados altos porcentajes de incidencia,
prevalencia y grados de severidad por WSMV en nuestro pais. En 2007, se reportd una
importante epifitia del WSMV en el sudeste de la provincia de Buenos Aires, principal
region productora de trigo del pais, con porcentajes de hasta un 100% de incidencia y
pérdidas totales en varios lotes analizados (Truol, 2009). En 2012, se observaron
condiciones similares de severidad y pérdidas de produccion en la regidn triguera de
Cordoba, con lotes enteramente afectados y no cosechados (Alemandri et al., 2014).
Asimismo, WSMV es una enfermedad de importancia en el marco de las exportaciones

debido a la certificacion de libre infeccion requerida al poseer transmision por semilla
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(SENASA, 2003; Jones et al., 2005; Lanoiselet et al., 2008; Sagadin et al., 2008). El
principal cultivo afectado por WSMV es trigo, aunque también infecta a cebada, avena,
triticale y maiz (Brakke, 1971). En Argentina, ademas de trigo, este virus se ha detectado
en otras gramineas cultivadas o espontaneas, tales como Avena sativa L., Hordeum
vulgare, Zea mays, Setaria italica, Digitaria sanguinalis L., Echinochloa crusgalli L.,
Panicum sp, Brachiaria sp., Grama sp, Cynodon dactilon L. y Sorghum halepense L.
(Sagadin y Truol, 2008; Truol, 2009; Truol et al., 2010). Esto ultimo indicaria la presencia

del vector en dichos hospedantes en nuestro pais.

En cuanto a las caracteristicas del genoma del WSMV, esta constituido por un
segmento de sSRNA sentido positivo de aproximadamente 9384 nucleétidos, el cual es
traducido como una Unica poliproteina (Choi et al., 2000; 2002). De su procesamiento (P1,
HC-Pro and NIla) se derivan hasta 9 proteinas maduras (P1, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2,
Nla, NIb, y CP) (Choi et al., 2000; 2002; Stenger et al., 2006). En la Fig. 1.1 se muestra la
representacion esquematica de la organizacion del genoma WSMYV. Estudios previos han
indicado que la mayoria de las proteinas de los Potyvirus son multifuncionales (Urcuqui-
Inchima et al., 2001). Se destacan por su funcion las siguientes proteinas: HC-Pro en
transmision por eriofidos (Stenger et al., 2005), P1 en la actividad supresora del
mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) (Stenger et al., 2007) y P3

en replicacion y movimiento (Choi et al., 2005).
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Fig. 1.1. Representacion esquematica de la organizacion del genoma del Wheat streak
mosaic virus (WSMV) y las proteinas virales.

En 2004, fue identificado el &caro vector, A. tosichella en Argentina, recolectandolo
mediante un método de lavado de plantas de trigo con sintomas caracteristicos de WSMV
(Navia et al., 2006). Luego fue detectado en Brasil (Pereira et al., 2009) y Uruguay
(Castiglioni y Navia, 2010). En la actualidad, A. tosichella esta presente en Europa

(Oldfield y Proeseler, 1996), América del Norte (Oldfield y Proeseler, 1996; Hoffmann y
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Lopez-Campos, 2000; Amrine, 2003), Africa (Meyer, 1981), Asia (Oldfield, 1970),
Oriente Medio (Oldfield, 1970; Makkouk y Kumasi, 1997; Denizhan et al., 2010), Oceania
(Halliday y Knihinicki, 2004) y Ameérica el Sur. Este eriéfido se encuentra principalmente
en trigo, pero puede desarrollarse en otros cereales como el maiz, avena, cebada, centeno y
mijo. A. tosichella se encontr en cerca de 120 especies hospedantes de la familia Poaceae
(Jeppson et al., 1975; Amrine, 2003). WCM puede sobrevivir durante al menos 3 meses a
temperaturas cercanas a cero, incluyendo varios dias alrededor de -18°C (Townsend y
Johnson, 1996). Ademas, este acaro tiene la capacidad de persistir tanto en éareas
semiaridas como templadas, con una distribucion limitada por calor y estrés por sequia
(Schiffer et al., 2009). Los dafios causados por A. tosichella incluyen decoloracion,
enrollado y desarrollo anormal de hojas y retraso en el crecimiento de las plantas. Dicho
retraso se produce debido a que las hojas infestadas no se expanden normalmente,
permaneciendo dentro de hojas mas viejas arqueando la planta (Oldfield, 1970; Jeppson et
al., 1975; Makkouk y Kumari, 1997). Las pérdidas de rendimiento en cultivos de trigo
debido a altas infestaciones de WCM pueden alcanzar el 30% (Harvey et al., 2002).

Ademas de transmitir WSMV, A. tosichella también es vector de HPWMoV (Seifers
et al., 1997). Generalmente, el WSMV y HPWMoV se encuentran en infecciones mixtas
en trigo (Mahmood et al., 1998; Jensen et al., 1996; Seifers et al., 2002; Skare et al.,
2006). Debido a esto, se refiere cominmente a esta problematica como el complejo de
virus transmitidos por A. tosichella. Se ha demostrado que WCM es transmisor de un
nuevo virus que infecta trigo en Estados Unidos perteneciente a la familia Potiviridae,
denominado Triticum mosaic virus (TriMV) (Siefers et al., 2008). El TriMV se encuentra
en infecciones mixtas con el WSMV con reportes de 91% de muestras coinfectadas
(Byamukama et al., 2013). Se ha demostrado que estos dos virus exhiben sinergismo
cuando coinfectan trigo produciendo un aumento en los titulos de ambos virus, una mayor
expresion de sintomas y consecuentemente un aumento en la pérdida de rendimiento
(Tatineni et al., 2010; Byamukama et al., 2014). En Argentina, hasta el momento, no se ha

investigado TriMV.



Actualmente, los acaros eri6fidos se convirtieron en organismos de importancia
econdmica en la agricultura no solo por su rol como vectores de virosis sino también como
plagas directas y especies invasoras (Lindquist et al., 1996; Navia et al., 2010). A.
tosichella pertenece a la superfamilia Eriophyoidea para la cual han sido descritas 4000
especies (Amrine, 2003), aunque se estima que solo el 1,6-8% de la fauna existente de
eriofidos se han descubierto (Amrine et al., 2003). Su pequefio tamafio, su simplicidad
estructural y el nimero limitado de rasgos de identificacion dificultan su determinacion
taxondémica (Lindquist et al., 1996). Resulta necesaria la identificacién precisa de estos
acaros eriéfidos para poder implementar estrategias de control y mitigacién de los mismo
asi como completar su sistematica. En Argentina, son escasas las investigaciones
relacionadas a la identificacion de acaros eriofidos en gramineas. Entre otras causas,

debido a la falta de profesionales expertos en esta tematica en el pais.

Por otra parte, estudios sobre resistencia de trigo a acaros y la capacidad de éstos
para transmitir virus evidenciaron la existencia de diferentes poblaciones de A. tosichella.
Harvey y col. (1995; 1999) observaron que diferentes poblaciones de WCM (de Kansas,
Nebraska, Montana, Alberta, South Dakota y Texas) variaron en el grado de virulencia
frente a diferentes fuentes de resistencia en trigo, clasificando las poblaciones en tres
biotipos. Estudios posteriores realizados por Malik y col. (2003) mostraron diferentes
respuestas de estos tres biotipos de acaros a numerosas lineas de Aegilops tauschii (especie
importante en estudios de genética del trigo). También, se ha demostrado que diferentes
cepas de A. tosichella variaron en su capacidad para transmitir WSMV y HPWMoV
(Seifers et al., 2002). Harvey y col. (2001) sugirieron que diferentes cepas de WCM

pueden variar en su capacidad para sobrevivir en diferentes hospedantes.

En los ultimos afos, el rapido desarrollo de marcadores moleculares basados en
DNA permitié contar con herramientas eficaces para la identificacion de especies de
animales. Existen marcadores mitocondriales y nucleares desarrollados para identificar
acaros eriofidos (Hebert et al., 2003; Sonnenberg et al., 2007) (Carew et al., 2004;
Skoracka y Dabert, 2009). Carew y col. (2009) utilizaron el gen mitocondrial 16S rRNA 'y

dos marcadores nucleares (Internal Transcribed Spacer 1 = ITS1 y Adenine Nucleotide
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Translocase = ANT) para estudiar poblaciones de A. tosichella. Estos investigadores
mostraron que WCM provenientes de trigo y otros hospedantes en Australia se componen
de, al menos, dos linajes separados que pueden representar diferentes especies
estrechamente relacionadas debido a la falta de evidencia de intercambio genético entre
ellos. Investigaciones posteriores apoyan el concepto de que WCM es un complejo de
especies (Skoracka et al., 2012, Miller et al., 2013) indicando que los &caros recolectados
en trigo se dividen en dos linajes genéticos distintos. Estos resultados son consistentes con
los estudios genéticos conducidos en Australia y Estados Unidos (Carew et al., 2009;
Seifers et al., 2002). En Argentina, se han caracterizado sélo algunas poblaciones de A.
tosichella recolectadas desde trigo, indicando que estan presentes los dos linajes descritos
anteriormente (Skoracka et al., 2012; Miller et al., 2013). Resulta imprescindible conocer
la variabilidad de A. tosichella en diferentes regiones trigueras de nuestro pais, ya que la
existencia de especies cripticas conlleva significativas implicancias en el establecimiento

de medidas de control eficientes (Bickford et al., 2007).

El manejo del patosistema WSMV-A. tosichella se halla enfocado principalmente en
la prevencion con el uso de medidas como précticas culturales y utilizacion de materiales
resistentes o tolerantes al virus y/o al acaro (Wegulo et al., 2008; McMullen y Waldstein,
2010). Para reducir el potencial de propagacion del virus se busca interrumpir el ciclo de
vida de A. tosichella destruyendo plantas de cereales voluntarias y malezas hospedantes
gue actian como puentes verdes (Navia et al; 2013). El cultivo de maiz juega un papel
importante proporcionando un hospedante alternativo para el virus y el vector desde la
cosecha del trigo hasta la emergencia del mismo en la préxima campafia. En Argenitna, se
ha desarrollado germoplasma de trigo con resistencia al WSMV vy al acaro vector mediante
seleccién asistida por marcadores moleculares (Bainotti et al., 2013). Resulta necesario
evaluar dichos materiales con nuestros aislamientos de WSMV vy especies de A. tosichella.
Por otra parte, se conoce que las poblaciones de virus de plantas son geneticamente
heterogéneas (Garcia Arenal et al., 2003). El andlisis de la estructura genética y evolucion
de poblaciones son de gran interés para el desarrollo de estrategias de control eficiente y
estable ya que a menudo éstas fallan debido a la evolucion de las poblaciones de los

patdgenos superando fuentes de resistencia utilizadas. Este aspecto cobra importancia para
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WSMV vya que una de las principales estrategias de manejo de la enfermedad, como se
menciono anteriormente, es el mejoramiento de la capacidad del hospedante para tolerar o

resistir a la infeccion viral (Fahim et al., 2012).

El WSMV se identifico primero en Argentina (2002) y luego en Brasil (2013), por
lo que resulta interesante comparar el comportamiento de este patosistema entre ambos
paises. Del mismo modo, el vector A. tosichella también fue registrado en los dos paises,
(2004 en Argentina y 2006 en Brasil). Sin embargo, en Brasil no ocurrieron epidemias
severas por WSMV vy los niveles de poblacion de A. tosichella en condiciones de campo
fueron bajos. Surge el interrogante si la diferencia de cultivares y hospedantes son
responsable de esa falta de epidemias en dicho pais. En este contexto, Argentina y Brasil
comenzaron a trabajar en forma conjunta desde 2006 en el marco de tres proyectos
internacionales referidos a este complejo de virus transmitidos por eri6fidos (Proyecto
Internacional PROSUL-CNPQ, 2006-2009; Proyecto CNPg/MAPA 2008-2010; Proyecto
de Cooperacion Internacional Bilateral Argentina-Brasil INTA-EMBRAPA, 2010-2014).

Cabe mencionar que los objetivos de la presente Tesis formaron parte de dichos proyectos.

En Argentina, el comportamiento del patosistema WSMV-A. tosichella-trigo plantea
interrogantes acerca de los factores que ocasionan su incidencia, prevalencia y severidad
en nuestro pais. Qué acaros eridfidos se encuentran presentes en nuestros cultivos?, cual es
la diferencia genética de los aislamientos de WSMV vy su diversidad?, existen otras
especies de virus involucradas en la enfermedad que podrian explicar su severidad?, como
es el comportamiento de los cultivares de trigo frente al complejo WSMV-A. tosichella
que utilizan nuestros productores?. El conocimiento de las poblaciones de patdgenos, sus
vectores, hospedantes y la interaccion entre ellos resulta de importancia para el
establecimiento de estrategias de manejo efectivas para este patosistema en uno de los

cultivos méas importantes de nuestro pais.

Por lo antes expuesto, se proponen en este trabajo las siguientes hipétesis y

objetivos.



HIPOTESIS

I - WSMV posee diversidad intra-hospedante en trigo.

Il - La enfermedad del mosaico estriado esta ocasionada por la presencia de un

complejo viral en Argentina.

Il - El vector A. tosichella se halla incluido en un complejo de especies cripticas

en Argentina.

IV - Los cultivares de trigo tienen diferente nivel de tolerancia frente a diferentes

aislamientos de WSMV en transmisiones experimentales con el vector A. tosichella.
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los componentes y su diversidad del patosistema WSMV-A.
tosichella-trigo necesarios para seleccionar estrategias efectivas de manejo de la
enfermedad del mosaico estriado del trigo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Establecer las relaciones filogenéticas de diferentes aislamientos argentinos del
WSMV.

-Caracterizar la diversidad genética intra-hospedante del WSMV mediante analisis

de secuenciacion masiva del genoma completo.

-ldentificar la presencia del Triticum mosaic virus (TriMV) transmitido también

por A. tosichella en el cultivo de trigo en Argentina.



-Determinar las especies de acaros eriofidos presentes en el agroecosistema
productivo de trigo.

-Evaluar el comportamiento de cultivares de trigo frente al complejo WSMV-A.

tosichella en transmisiones experimentales con el vector.
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CAPITULO 2

RELACIONES FILOGENETICAS DE DIFERENTES AISLAMIENTOS
ARGENTINOS DEL WSMV

INTRODUCCION

Wheat streak mosaic virus (WSMV) posee un genoma simple cadena en sentido
positivo de 9384 nucledtidos, cuya particula viral es filamentosa y flexousa (Stenger et al.,
1998). WSMV pertenece a la familia Potyviridae. Originalmente WSMV fue clasificado
en el género Rymovirus, el cual incluia a especies con genomas monopartitos, que infectan
a monocotileddneas y son transmitidos por eriéfidos, con Ryegrass mosaic virus (RGMV)
designado como especie tipo (Zagula et al., 1992; Van Regenmortel et al., 2000).
Mediante estudios filogenéticos se revel6 que determinados virus transmitidos mediante
acaros eriofidos constituian un grupo parafilético dentro de la familia Potyviridae (Salm et
al., 1996; Stenger et al., 1998), por lo que WSMV y Brome streak mosaic virus (BrSMV)
fueron removidos de Rymovirus y colocados en el nuevo género Tritimovirus, con WSMV
designado como especie tipo (Stenger et al., 1998; Mayo, 1999). La familia Potyviridae
estd dividida en ocho géneros, cuyos criterios taxonémicos se basan en rango de
hospedantes, caracteristicas gendmicas y filogenia. El criterio de demarcacién de especies
se basa en un valor <76% de identidad de nucle6tidos y <83% de identidad de amino
acidos para el marco de lectura largo o sus productos génicos. Si no se cuenta con el marco
de lectura largo completo, criterios similares se utilizan para la region que codifica la

capside proteica y su producto (Wylie et al., 2017).

El trabajo de Stenger y col. (2002) sobre filogenia de la secuencia de la capside
proteica de 49 aislamientos de WSMV, maés los reportados hasta ese momento en la base
de datos del GenBank, determind cuatro clados o grupos monofiléticos diferentes para
WSMV denominados A, B, C y D. El Clado A agrupa el aislado El Batan, originario de

México; el Clado B aislados originarios de Europa y Russia; el Clado C de Iran; y el Clado
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D contiene aislados de EEUU, Canada, Turquia, Argentina y Australia. (Stenger et al.,
2002; Rabenstein et al., 2002; Stenger y French 2009).

El objetivo del presente capitulo fue establecer las relaciones filogenéticas entre las
secuencias nucleotidicas del gen que codifica para la cépside proteica de 13 aislados
argentinos de WSMV provenientes de diferentes hospedantes y origen geografico.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del genoma completo del WSMYV de trigo y hospedantes alternativos

A partir de muestreos dirigidos, correspondientes a otros estudios, se seleccionaron
10 muestras de hojas infectadas con WSMV y con alta concentracion viral, pertenecientes
a distintas regiones productoras de trigo y los hospedantes alternativos, Digitaria
sanguinalis, Avena fatua y Triticale, para la amplificacion del genoma del WSMV. Los
muestreos se realizaron en la provincia de Buenos Aires, Entre Rios y Cérdoba durante el
periodo 2009-2011 incluyendo las principales subregiones trigueras: Il Sur, I, IV, V
Norte y V Sur. Las muestras con sintomas caracteristicos del virus se analizaron mediante
DAS-ELISA con antisueros especificos para WSMV (Agdia) para confirmar su infeccion,
las cuales se almacenaron a -80°C para su posterior analisis. En la Tabla 2.1 y Fig. 2.1 se
detallan los datos de los aislamientos estudiados. Se realizo la extraccion de RNA total de
planta empleando un kit comercial Macherey-Nagel (MN). Se disefiaron iniciadores para
la amplificacion del genoma completo de WSMV a partir de secuencias disponibles en
GenBank utilizando el software Geneious versién 4.8.3. Se ajustaron las condiciones de
reaccion de RT-PCR, cuyos parametros optimizados fueron: concentracion de magnesio
(1.6, 1.8 y 2 mM); iniciadores (0.05, 0.1 y 0.2 uM), enzima (1 y 2 ul) y cDNA (1 y 2 ul);
la temperatura de hibridacion de los iniciadores (55, 57, 60, 63 y 64°C) y nimero de ciclos
de la reaccion (25, 30 y 35). Luego, se amplifico el genoma completo de los 13
aislamientos de WSMV seleccionados mediante RT-PCR optimizado. Se probaron tres Kits
de extraccion de DNA desde gel: GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
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Healthcare) kit, Real Biotech Corp (RBC) HiYield™ Gel/PCR DNA Extraction Kit y

QIAEX lI® Gel Extraction Kit. El producto de PCR de cada aislamiento se corri6 en un

gel de agarosa 1% y la banda obtenida de aproximadamente 9384 pb se purificd del gel de
agarosa con el kit seleccionado (GFX PCR DNA and Gel Band Purification, GE
Healthcare). Se realizd una PCR con iniciadores especificos para WSMV a partir de los

productos amplificados de 9384 pb para confirmar la identidad del genoma de WSMV. Por

ultimo, se secuencio mediante la tecnologia 454/Roche GS FLX (INDEAR) cada genoma

completo de los 13 aislamientos de WSMV amplificados. Los datos de secuenciacion del

genoma completo se utilizaran para la concrecion de este capitulo y subsiguiente.

Tabla 2.1. Datos de los trece aislamientos de WSMV

Aislamiento Afio Provincia Localidad Hospedante Cultivar
WSMVO01 2009 BKierrégs 25 de Mayo Trigo Baguette 19
WSMV02 2009 B’Kierggs Energia Trigo Baguette 10
WSMV03 2009 Entre Rios Parana Trigo BioINTA 1007
WSMV04 2009 Cérdoba Manfredi Trigo nd
WSMV05 2009 BA”frggs Bordenave Trigo nd
WSMV06 2009 Cérdoba  Marcos Juarez Digitaria sanguinalis -
WSMVO07 2009 BA“frggs Tandil Trigo Baguette 11

Buenos General .
WSMV08 2009 Aires Madariaga Trigo Baguette 31
WSMV09 2009 Cordoba Salguero Trigo Baguette 13
WSMV10 2010 B'Kﬁr;gs Necochea Trigo Baguette 9
WSMV11 2010 B:\ﬁggs Necochea Avena fatua -
WSMV12 2011 Cérdoba Las Perdices Triticale -
WSMV13 2010 Cordoba  Marcos Juarez Trigo nd
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Fig. 2.1. A: Ubicacion geogréfica de los 13 aislamientos de WSMV estudiados
provenientes de las provincias de Buenos Aires, Entre Rios y Cérdoba durante el periodo
2009-2011. B: subregiones trigueras Il Norte, Il Sur, 1Il, IV, V Norte y V Sur de
Argentina.

Analisis de recombinacion y filogenéticos

El analisis filogenético se realizd con un fragmento de 1047 pb correspondiente a la
capside proteica (CP), debido a que es la proteina con mayor cantidad de secuencias
depositadas en el GenBank y es la que se utiliza para discriminar especies en potyvirus. A
partir de las secuencias consenso de los genomas completos de los 13 aislamientos se
cortaron las secuencias correspondientes de CP y se alinearon con 86 secuencias
correspondientes a la CP de WSMV disponibles en GenBank. Se alinearon todas las
secuencias de la CP empleando Muscle (Multiple Sequence Comparison, Edgar, 2004). La
secuencia de Oat necrotic mottle virus (ONMV), con nimero de acceso NC 005136, fue
utilizada como outgroup. Se realizé un analisis filogenético en red para examinar evidencia
de recombinacion utilizando el programa SplitsTree4 (Huson y Bryant 2006). Se realizo el
analisis filogenético con los algoritmos de Maximum Likelihood (ML) y Neighbor-Joining
(NJ) empleando PhyML y MEGA 5.05 respectivamente. Para seleccionar el modelo mas
adecuado se emple6 jModelTest. Se utilizo el modelo GTR + | + G para ML y Tamura-Nei

para NJ. Del mismo modo, se realizaron los analisis filogenéticos utilizando solo las 13
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secuencias argentinas generadas en este trabajo. La confiabilidad de cada nodo en la
topologia de los arboles obtenida por maxima verosimilitud se evalué por re-muestre6
mediante bootstrap no paramétrico con 1000 réplicas. Los arboles se visualizaron con
FigTree v1.3.1 y MEGA 5.05.

RESULTADOS

Obtencién de genoma completo del WSMV en trigo y hospedantes alternativos de

diferentes regiones de Argentina
Se detallan en la Tabla 2.2 las secuencias de los iniciadores disefiados para la
amplificacion del genoma completo de WSMV. Los mismos hibridaran en los extremos

del genoma por fuera de la regién codificante de la poliproteina de WSMV.

Tabla 2.2. Iniciadores disefiados para la amplificacion del genoma completo de WSMV

Nombre Iniciador Secuencia
WSMV 3’ ACCAACCCMAATCGATCTGACAACG
WSMV 5 GCGTCGCCCTAACCCACACA

A continuacion, se detalla el protocolo optimizado resultante de probar todas las
condiciones descritas en materiales y métodos. Se prepararon dos mezclas de reaccion de
RT para obtener un volumen final de 20 ul. La primer mezcla consistié de 1 ug de RNA
total, 1 pl de mezcla de dNTP (10 mM), 0.4 ul del iniciador WSMV 5” (10 uM) y cantidad
suficiente de agua para lograr un volumen de 12 pl. Se calentd la mezcla a 65°C durante 5
min e incubd en hielo por lo menos 1 min. Se agregd la segunda mezcla de reaccién que
consistié en: 4 ul de 5x First-strand buffer, 1 ul de DTT (0.1 M), 1 ul de RNaseOUT
Recombinant RNase Inhibitor (40 units/ul) y 2 ul de SuperScript 111 RT 400 units/ul. Se
incubé a 55°C por 60 minutos y a 70°C por 15 minutos. Se removiéo el RNA
complementario al cDONA agregando 1ul RNaseH de E. coli (2 units). Se incubé a 37°C

durante 20 min. Para la reaccion de PCR se realizo la siguiente mezcla: 1 ul de cDNA, 5
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ul de Buffer High fidelity PCR 10X, 1 ul de mezcla de dNTPs (10 mM), 2 ul de SO,Mg
(50 mM), 0.5ul de iniciador WSMV 3" (5 uM), 0.5ul de iniciador WSMV 5" (5 uM), 39.8
ul de agua y 0.2 ul de la enzima Platinum Taq High Fidelity. Las condiciones del ciclado
fueron: 30 segundos a 94°C, 25 ciclos de 15 segundos a 94°C, 10 segundos a 63°C y 10
minutos a 68°C, y finalmente 10 minutos a 68°C.

Se logré amplificar los genomas completos de los 13 aislamientos de WSMV
utilizando los iniciadores disefiados y las condiciones seleccionadas para RT-PCR. Se
purificaron los productos de PCR de cada aislamiento desde gel (Fig. 2.2), con el kit
seleccionado (GFX PCR DNA and Gel Band Purification, GE Healthcare), el cual se opto
por lograr concentraciones superiores a 1000 ng, requeridas para la secuenciacion
mediante la tecnologia 454/Roche GS FLX (INDEAR). En la Tabla 2.3 se detallan las

concentraciones y purezas obtenidas para cada producto de PCR purificado desde gel.

Tabla 2.3. Concentraciones, purezas y volumenes obtenidos de los productos de PCR
purificado desde gel de agarosa para cada uno de los 13 aislamientos de WSMV.

Aislamiento  ng/ml ml ng 260/280

WSMVO01 55,46 44 2440,2 1,86
WSMV02 39,79 44 1750,8 1,8
WSMVO03 48,36 44 21278 1,82
WSMV04 24,44 44 10754 1,74
WSMV05 21,25 76 16150 1,82
WSMVO06 30,1 44 13244 1,65
WSMVO07 30,16 44 1327,0 1,9
WSMV08 30,86 44 13578 1,85
WSMV09 27,81 44 12236 1,85
WSMV10 27,55 44 12122 1,76
WSMV11 25,83 44 1136,5 1,74
WSMV12 57,42 44 2526,5 1,85
WSMV13 46,71 44 2055,2 1,93
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Fig. 2.2. Gel de agarosa al 1,5% con los productos de PCR de aproximadamente 9384 pb
correspondientes a la amplificacion del genoma completo de los 13 aislamientos de
WSMYV estudiados.

Analisis de recombinacion y filogenéticos de la CP del WSMV

Detectar si hubo recombinacion es fundamental para el andlisis filogenético. La
ausencia de dicho evento es una condicion para este estudio. Aqui, no se observo
conflictos en el arbol de red no enraizado construido con el programa SplitsTree4.
Asimismo, el test phi arrojo un valor de p = 0.1298, demostrando que no hay evidencia

estadisticamente significativa de recombinacién entre las secuencias estudiadas.

Las 13 secuencias de la CP de los aislamientos argentinos de WSMV de diferentes
regiones trigueras y hospedantes agruparon en el clado denominado D en el arbol
filogenético de ML. Ademas, los aislamientos argentinos compartieron un ancestro comdn
reciente con los aislamientos de Australia y con los aislamientos ID96 (Idaho), MON96
(Montana), WA99 y WA94 de Washington de la regién del Pacifico noroeste de Estados
Unidos (APNW). Ningun aislado argentino se agrup6 con los aislados de Europa Central,
México y Rusia (Fig. 2.3). La topologia general de los arboles filogenéticos inferidos por
Maximum-Likelihood y Neighbor-Joining result6 similar.
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Fig. 2.3. Arbol filogenético Maximum-likelihood (ML) realizado con modelo GTR+I+G

construido a partir de 99 secuencias correspondientes a la CP de WSMV. Solo se muestran
los valores de bootstrap >500.

El arbol realizado sélo con las secuencias de la CP del WSMV generadas en este
trabajo para analizar relaciones filogenéticas entre ellos, mostré que los aislamientos de

WSMV provenientes de trigo y recolectados de la Region triguera IV y V Norte estan mas
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relacionados entre si que con los del grupo correspondientes a los aislamientos de la region
Il Sur, 11y V Sur de la Argentina. No se observo que los aislamientos del WSMV se

agruparan de acuerdo a la regidn geogréfica, ni por hospedante (Fig. 2.4).

A WSMV06 MarcosJuarez RVNorte 09
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Fig. 2.4. Arbol filogenético Maximum-likelihood (ML) realizado con modelo Tamura-Nei
construido a partir de 13 secuencias correspondientes a la CP de aislamientos argentinos de
WSMV. Solo se muestran los valores de bootstrap >500.

DISCUSION

Los resultados obtenidos y presentados en este capitulo permitieron establecer las
relaciones filogenéticas entre las secuencias nucleotidicas del gen que codifica para la
capside proteica de los 13 aislados argentinos de WSMYV estudiados, provenientes de
diferentes hospedante y abarcando una amplia region geografica de Argentina, y de la

totalidad de secuencias de aislados provenientes de otros paises descriptas a nivel mundial.
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Las estrechas relaciones filogenéticas de la totalidad de los aislados argentinos de
WSMV, sugieren que la presencia de esta virosis en nuestro pais se originé a partir de una
unica introduccion del virus, cuya fuente aparentemente seria la region del Pacifico
noroeste de Estados Unidos (APNW). Los aislados argentinos conformaron, junto con los
aislados australianos, un grupo monofilético denominado Clado D. Los resultados
obtenidos aqui concuerdan con los encontrados en el trabajo de Stenger y French (2009),
basado en analisis filogenéticos de varios aislados de WSMV detectados en el mundo, el
cual involucr6 a un solo aislado argentino, proveniente de trigo del area central del pais,
especificamente de Marcos Juarez en la provincia de Cordoba. Ese trabajo determiné que
ese aislado argentino de WSMV esté estrechamente relacionado a aislados del APNW de

Estados Unidos y Australia.

Este escenario, descripto para los aislados de WSMV argentinos, es similar al
documentado en Australia. El trabajo de Dwyer y col. (2007) muestra, mediante analisis de
secuencias de la CP, que 17 aislados australianos de WSMV estan estrechamente
relacionados entre si, asi como también agrupados todos en el Clado D, junto a los aislados
de la regiéon del APNW. También, se postula que la introduccion del WSMV en Australia
fue a partir de una Unica introduccion desde APNW. La enfermedad fue comunicada
formalmente y declarada de interés en ambos paises en forma simultanea en los afios 2002
y 2003 (Ellis et al., 2003; Truol et al., 2004). Mientras que en la region APNW, el WSMV
Clado D se halla presente desde 1994, 8 afios antes de la deteccion de WSMYV en Australia
y Argentina (Stenger y French, 2009). Se sugirié que esta invasion recientemente del
mismo linaje de WSMV en Argentina y Australia, dos continentes separados, se debio a
una introduccion desde una misma fuente desde los EEUU. Posiblemente, dicha
introduccidén ocurrié mediante semilla infectada con WSMV por ambos paises. Ademas, se
postula que el Clado D del WSMYV podria poseer un mayor porcentaje de transmision por
semilla que otros linajes (Stenger y French, 2009). Tanto en Australia, como en Argentina
se determinaron porcentajes de transmision de WSMV por semilla de hasta 1,5% (Jones et
al., 2005; Sagadin et al., 2008). Estos porcentajes son mayores al 0,1% reportado por Hill
y col. (1974), aunque éste fue detectado en maiz y cuestionado dado que el virus se detecto

solamente en una plantula y no se controlo la presencia de acaros (Jones et al., 2005). Por
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lo expuesto anteriormente, no se podria concluir que un mayor porcentaje de transmision
por semilla del Clado D fue el responsable de las epidemias en Argentina y Australia. Sin
embargo, Dwyer y col. (2007) concluyeron que el brote de WSMYV en Australia se debe a
una Unica introduccion, desde la region APNW de EEUU, la cual seria mediante semillas
de trigo importadas. Estas habrian pasado los sistemas de cuarentena donde fueron
multiplicadas y que posteriormente el virus fue dispersado a largas distancias en todo el
continente australiano a través de los centros de mejoramiento de trigo, responsabilizando
a la red de distribucién de semillas. Halliday (2004) sugirié que la posterior propagacion
de WSMV dentro de Australia habria ocurrido tanto por transmisién a través de semilla,

como por el acaro vector.

Por otra parte, el agrupamiento de dos aislados de Turquia (Turl TURKEY vy
Tur2_TURKEY) con aislados de EEUU. en el mismo Clado D (Fig. 2.3) soporta que la
introduccién de WSMV en América del Norte fuera desde Turquia. La misma habria sido
favorecida mediante un importante intercambio de germoplasma durante el siglo pasado,
debido a la popularidad de ciertas variedades de trigo originarias de la regién del Mar
Negro (Rabenstein y col. 2002). Durante la década de 1880, se habria incentivado el
cultivo de trigo en Dakota del Sur, Nebraska y Kansas influenciada por los inmigrantes
desde Crimea (Reitz y Heyne, 1944; Ross, 1969).

Al igual que ocurrié en Argentina, Australia y EEUU, en Europa también se
menciona la introduccién de WSMV a partir de un unico foco. Se mostr6 que 17 aislados
provenientes de diferentes paises de Europa (Republica Checa, Eslovaquia, Francia, Italia
y Turquia), presentaron limitada variacién de secuencias, y se agruparon en un grupo
monofilético bien definido (Gadiou et al., 2009). Dicho grupo, denominado WSMV-AE, se
caracteriza por una delecion de 3 nucleotidos, dando como resultado la falta del codon
Gly,761 dentro de la region de la CP. Estos autores mostraron que el grupo WSMV-AE se
encuentra ampliamente disperso por todo el continente europeo, y que la estrecha relacion
de sus aislados implica un unico ancestro comun. Asi mismo, mencionan que la ocurrencia
del mismo genotipo en todo el continente europeo sugiere un medio eficaz de dispersion,

probablemente a través de traslado de material infectado con WSMV, y una posterior
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diseminacion mediante el acaro vector. En este estudio no se incorporaron todas las
secuencias estudiadas por Gadiou y col. (2009), debido a que varias de ellas son méas cortas
y no comprenden la CP completa, criterio que se utilizé al momento de seleccionar las
secuencias obtenidas desde la base de datos, y que corresponde a los criterios taxondmicos
propuestos para los potyvirus. Ademas, se menciona que la secuencia AJ889242, obtenida
desde la base de datos referida como proveniente de Alemania de 2007 y utilizada en el
analisis filogenético, seria la cepa pv57 de WSMV de EEUU (Chen et al., 2001; Gadiou et
al., 2009). Schuber y col. (2015) demostraron que recién en 2013 fue detectado WSMV en
Alemania. Asimismo, no se incluyeron las secuencias de WSMV obtenidas en Brasil,
debido a que éstas no se encontraban disponibles en las bases de datos al momento de
realizar el estudio. Sin embargo, Mar y col. (2013) demostraron que todos los aislados
brasileros también estdn estrechamente relacionados entre si, y que igualmente se
agruparon en el Clado D, junto con los aislados de APNW, Australia, y Argentina. Estos
autores sugieren que el virus ingreso a su pais desde una fuente comin y/o directamente

mediante el acaro vector desde Argentina.

Por otra parte, a pesar de que en nuestro analisis en red no demostré evidencia de
recombinacion entre las secuencias de la CP utilizadas hay antecedentes de recombinacion
en WSMV (Robinson y Murray, 2013).

Las descripciones presentadas en esta discusion, respecto a la introduccion y
dispersion de WSMV en varios paises, manifiestan la importancia de la transmision por
semilla de WSMV. Se menciona el intercambio de semillas entre programas de
mejoramiento como practica comin en todo el mundo. Ademas, es importante considerar
el riesgo de introducir, mediante la semilla, formas mas virulentas del virus en areas donde
WSMV vya esté presente (Navia et al., 2013). Cabe aclarar que, Coutts y col. (2014)
encontraron que la transmision por semilla de WSMV fue solo en trigo, y no en cinco
gramineas estudiadas en Australia, lo cual no favorecia la dispersion de esta virosis.
Ademas, Lanoiselet y col. (2008), manifestaron que no se correlaciona dicha transmisién
con el tamarfio de la semilla, alertando al productor que, aunque éstas presenten un tamafo

normal, podrian estar infectadas. Si bien, los porcentajes de transmision por semilla de
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WSMYV parecieran bajos, éstos logran proporcionar una importante fuente de dispersion
del virus. Por ejemplo, si se considera un porcentaje de transmision por semillas de 0,1% y
una densidad de 100 plantas de trigo/m? significaria un potencial de 1000 plantulas
infectadas con WSMV por hectarea distribuidas al azar en todo el cultivo (Coutt et al.,
2014).

La estrecha relacion de los 13 aislados argentinos de WSMV estudiados,
provenientes de diferentes hospedante y abarcando una amplia region geografica del pais,
incentivan a los programas de mejoramiento a buscar tolerancia o resistencia al Clado D
del WSMV. No obstante, dada la capacidad evolutiva de los virus podria surgir una nueva

raza que quiebre la resistencia desarrollada.

CONCLUSIONES

Los aislados de WSMV presentes en diferentes regiones trigueras de Argentina
provenientes de trigo y otras gramineas estan estrechamente relacionados
filogenéticamente entre si y comparten un ancestro en comdn con los aislamientos de
Pacifico noroeste de Estados Unidos (APNW) y Australia. El ingreso de este virus a
nuestro pais se habria originado a partir de una Unica introduccion, desde la regién del

APNW al igual que lo sucedido en Australia.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACION DE LA POBLACION INTRA-HOSPEDANTE DEL Wheat
streak mosaic virus (WSMV) MEDIANTE ANALISIS DE SECUENCIACION
MASIVA DE SU GENOMA COMPLETO

INTRODUCCION

Los potyvirus constituyen la familia de virus de planta que contienen RNA como
material genético mas abundante e importante econdmicamente en agricultura. Los virus
con genoma RNA se caracterizan por poseer altas tasas de replicacion y mutacion, y
potenciado por la recombinacion, establecen poblaciones altamente polimoérficas (Elena y
Sanjuan 2007). La tasa de mutacion elevada se debe a que la polimerasa viral no cuenta
con la funcién de correccion de errores (reparacion del DNA) (Steninhauser et al., 1992).
Dichas caracteristicas hacen que los virus RNA existan dentro de sus hospedantes como
grandes poblaciones heterogéneas y complejas, comprendiendo un espectro de secuencias
gendémicas no idénticas, pero si estrechamente relacionadas entre si, sometidas a un
proceso continuo de variacion genética (mutacion y recombinacién), competencia y
seleccion (Eigen, 1971; Domingo, 1999; Holmes y Moya 2002; Orton et al.; 2013).

Un concepto comunmente utilizado, y ampliamente debatido, para describir dicha
dinamica evolutiva de los virus RNA, es el de modelo de cuasiespecie (Eigen, 1971;
Domingo et al., 1985; Eigen, 1996; Domingo et al., 2001; Domingo, 2002). Este modelo
difiere de otros de genética de poblaciones en varios aspectos claves (French y Stenger,
2005). Predicciones respecto al mismo han sido probadas experimentalmente, con
resultados coherentes con las expectativas teodricas (Miralles et al., 1999; Burch y Chao
2000; Codorier et al., 2006; Sanjuan et al., 2007). Sin embargo, varias de las suposiciones
del modelo original fueron consideradas no validas para poblaciones virales reales (Eigen,
1996). Debido a que tal concepto resulta controvertido, se ha sugerido utilizar el término
de nube o conjunto de mutantes, cuando se refiere a la replicacion de poblaciones virales
(Cuevas et al., 2015).
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Los primeros estudios sobre poblaciones virales se basaron principalmente en las
secuencias obtenidas por el método Sanger, que resultaba en una secuencia consenso de
los virus circulantes dominantes. La secuenciacion masiva de nucledtidos, también
conocida como de alto rendimiento o de nueva generacion (Next Generation Sequencing,
NGS), es capaz de producir millones de lecturas de secuencias permitiendo caracterizar la
nube poblacional viral y la deteccion de mutaciones con frecuencias extraordinariamente
bajas a un nivel de detalle sin precedentes y superando las limitaciones del método anterior
(Bimber et al., 2010; Borderia et al., 2010; Beerenwinkel y Zagordi, 2011; Domingo et al.,
2012). En dicha tecnologia se supone que las lecturas alineadas a una posicion gendémica
dada proceden de un replicén individual, dando a conocer asi una representacion de la

diversidad genética de la poblacion viral en su conjunto (McElroy et al., 2014).

Los antecedentes sobre aspectos de estructura poblacional y evolucion de WSMV
se realizaron con tecnologia de secuenciacion convencional de Sanger y principalmente
comprendiendo solo algunas de las regiones del genoma (Choi et al., 2001; Hall et al.,
2001a, 2001b; Stenger et al., 2002; French y Stenger, 2003). En nuestro pais, no hay
antecedentes sobre estudios de diversidad y estructura de las poblaciones del WSMV. Del
mismo modo, no se han realizado hasta el momento estudios sobre poblaciones de WSMV

mediante secuenciacion de nueva generacién a nivel mundial.

Es fundamental comprender la diversidad intra e inter-hospedante de un virus para
poder entender los mecanismos Yy las interacciones ocurridas en la enfermedad con miras a
establecer estrategias de manejo efectivas basadas en la utilizacion de cultivares con
resistencia. Por lo anterior, se plante6 como objetivo del presente capitulo caracterizar la
poblacion intra-hospedante del Wheat streak mosaic virus (WSMV) mediante analisis de
secuenciacion masiva de su genoma completo a partir de muestras de diferentes regiones

trigueras de la Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencidn del genoma completo del WSMV de trigo y hospedantes alternativos

Se utilizaron las secuencias completas del WSMV obtenidas mediante
pirosecuenciacion del genoma completo de 13 aislamientos argentinos descriptos en el
Capitulo 2 de esta Tesis. Para la caracterizacion de la poblacion del WSMV se utilizaron
dos metodologias, una mediante la reconstrucciéon de haplotipos y la otra mediante el
analisis de polimorfismos de nucledtido simple (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms)
del genoma completo del WSMV.

Reconstruccion de haplotipos virales de genoma completo del WSMV

En primer lugar, las lecturas de las 13 secuencias del genoma completo del WSMV
obtenidas mediante pirosecuenciacion se procesaron para filtrar por calidad y eliminacion
de cddigos especificos (barcodes) y adaptadores. Se convirtieron los archivos .ssf en
archivos .fastg. A continuacion, se utilizaron la herramienta FlexBar (Dodt et al., 2012) y
el paquete R para realizar los pasos de procesamiento. Se calcularon las distribuciones de
la longitud de las lecturas. Aquellas con una longitud por fuera del rango de los percentiles
0,05 y 0,95 fueron eliminadas. Posteriormente, se realizé el filtrado de las lecturas con al
menos una base no identificada y se recortaron los extremos derecho e izquierdo de las
lecturas con calidad inferior a un valor de PHRED 30 (Q30). Ademas, se identificaron y
separaron las lecturas segun un barcode, incorporado durante el proceso de secuenciacion,
y se eliminaron los adaptadores. Para la reconstruccion de haplotipos virales del genoma
completo del WSMV se emplearon las siguientes cuatro programas: QuasQ (Poh et al.,
2013), QuRe (Prosperi y Salemi, 2012), QuasiRecomb (Topfer et al., 2013) y PredictHaplo
(Prabhakaran et al., 2013). Debido a que las dos ultimas herramientas necesitan
alineamientos como archivos de entrada, se utilizo el algoritmo Bowtie2 con las lecturas
filtradas para el conjunto de datos de las 13 muestras. El algoritmo Bowtie2 fue
seleccionado debido a que es el utilizado por QuasQ, mientas que QuRe cuenta con un

método propio de ensamblado. El aislamiento argentino Arg2 de WSMV (numero de
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acceso GenBank FJ348359, Stenger y French, 2009) se utiliz6 como la secuencia de

genoma completo de referencia para las cuatro herramientas de ensamblado.

Analisis de Polimorfismos de nucledtido simple (SNP, Single Nucleotide

Polymorphisms) del genoma completo del WSMV

Para el andlisis de polimorfismos de nucle6tido simple (SNP, Single Nucleotide
Polymorphisms) se emplearon las lecturas obtenidas mediante la tecnologia 454/Roche GS
FLX filtradas mediante PrinSeq. Los pasos empleados para realizar dicho filtrado fueron,
eliminar las secuencias de adaptadores y de baja calidad, estableciendo una ventana de 10
nucleotidos para el calculo de calidad y cortando en el extremo 57, cuando la media de
calidad de la ventana fuera menor a un valor de 30. Como secuencia de referencia se
utilizaron secuencias del WSMV ensambladas de novo para cada uno de las muestras en
estudio. Los ensamblados de novo fueron obtenidos mediante el ensamblador Newbler.

Se utilizo el software Geneious 9.1.2 para la busqueda de los SNP. En primer lugar,
se realizdé un mapeado de las lecturas filtradas a la secuencia de referencia, en este caso,
cada uno de las secuencias completas del genoma ensambladas de novo para cada uno de
los 13 aislamientos del WSMV. Luego, en base a las lecturas mapeadas obtenidas, se
realizd la busqueda de SNP estableciendo los siguientes parametros: cobertura minima de

100, frecuencia de 0.001 y un valor de calidad de 30.

Se analizaron los SNP que provocaron o0 no cambios en el aminoacido (mutaciones
sinénimas y no-sinénimas), con frecuencias mayores al 2% en la poblacién, para cada
aislamiento del virus. La consideracién de los SNP con frecuencia mayor a la mencionada
se debio a que el error promedio estimado para la tecnologia 454/Roche fue de alrededor
de 1% (Gilles et al., 2011; Shao et al., 2013).
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RESULTADOS

Pre-procesamiento de las secuencias (limpieza de datos)

Se obtuvo la secuencia completa de 13 aislamientos argentinos del WSMV
mediante la tecnologia optimizada de amplificacién por RT-PCR del genoma completo y
luego pirosecuenciacion de los mismos. En la Tabla 3.1 se presentan los valores totales de
las lecturas obtenidas mediante la tecnologia 454/Roche GS FLX para cada aislamiento de
WSMV vy de las lecturas después de las etapas de procesado aplicando los diferentes
criterios de calidad. Después del procesado, las lecturas para todos los aislamientos,

resultaron entre un 89 y 90 % de las originales.

De los 13 aislamientos de WSMYV se obtuvo una cobertura del 100% del genoma
completo del virus. En la Figura 3.1 se presentan las distribuciones del total de lecturas
obtenidas para cada uno de los aislamientos en funcién de la posicion de nucledtidos

correspondiente al genoma completo de referencia del WSMV utilizado.

Tabla 3.1. Procesado de lecturas obtenidas mediante tecnologia 454/Roche para la
reconstruccion de haplotipos, correspondientes a 13 aislados de WSMYV argentinos

Total de Valores extremos Lecturas remanentes % de
Aislado de lecturas cuartiles (99.5y 0.05) de  después de las etapas lecturas
WSMV  obtenidas por la distribucién de la de procesado de
454 Roche longitud de lecturas conducido por Flexbar salida
WSMVO01 13649 34-531 12175 89.2
WSMV02 32427 34-532 29120 89.8
WSMV03 12706 32-529 11333 89.2
WSMV04 25777 33-531 22985 89.2
WSMV05 15752 33-530 14073 89.3
WSMV06 15585 33-532 13942 89.5
WSMV07 13399 34-530 11932 89.1
WSMV08 12592 32-531 11244 89.3
WSMV09 18101 33-529 16118 89.0
WSMV10 20292 34-531 18012 88.8
WSMV11 20962 34-531 18656 89.0
WSMV12 14130 34-532 12644 89.5
WSMV13 25113 46-547 22517 89.7
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Fig. 3.1. Distribucion del total de lecturas obtenidas para cada uno de los 13 aislamientos
de WSMV en funcién de la posicion de nucle6tidos correspondiente al genoma completo
de referencia utilizado (GenBank FJ348359).
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Reconstruccién de haplotipos virales del genoma completo del WSMV

En la Tabla 3.2 se presenta el numero y frecuencia de haplotipos reconstruidos
mediante los cuatro métodos empleados para cada uno de los 13 aislamientos de WSMV.
Se discrimina la reconstruccion de haplotipos del genoma de WSMV completo y parcial,
asi como también los de mayor y menor frecuencia al 1%. Esta tabla muestra que, si bien
se logré la reconstruccién de haplotipos de genoma completo con sus respectivas
frecuencias, existen diferencias notables en los resultados obtenidos con los diferentes
métodos de ensamblados. EI QuRe solo reconstruy6 haplotipos del genoma completo del
WSMV en 6 aislamientos, mientras que el QuasQ, QuasiRecomb y PredicHaplo lograron
la reconstruccion de haplotipos del genoma completo de los 13 aislamientos. Los cuatro
métodos permitieron definir en forma conjunta, al aislamiento WSMV02 como el mas
diverso por poseer el mayor ndmero de haplotipos, y al aislamiento WSMV08 como el
menos diverso. Los demas aislamientos presentaron diferentes nimeros de haplotipos
dependiendo del método utilizado. Este resultado inesperado, porque la utilizacion de
cuatro métodos fue con la finalidad de soportar tendencias de diversidad de haplotipos
independientemente del nimero de haplotipos para los distintos aislamientos de WSMV
argentinos, nos llevé a realizarnos varias preguntas. Para la seleccion de los cuatro
métodos de reconstruccion de haplotipos empleados se consideré su aplicacion para
analizar secuencias generadas por tecnologia 454 Roche. Se pens6 como probable causa la
solidez de cada método para reconstruir un haplotipo completo de aproximadamente 9000
pb, como es el genoma del WSMV. Por lo tanto, se reevalud la bibliografia para cada
método teniendo en cuanta esta aplicacion. En las Tablas 3.3 y 3.4 se presenta un resumen
de las caracteristicas y las citas bibliograficas para cada método seleccionado. Los Unicos
métodos utilizados para reconstruir genomas completos de virus fueron el PredicHaplo y el
QuasiRecomb. De estos dos métodos, seleccionamos los resultados obtenidos por el
QuasiRecomb por resultar el método méas adecuado para el analisis de nuestros datos dado
gue permitidé diferenciar los 13 aislamientos de WSMV en comparacién con los del
PrediHaplo. De esta manera, se consiguié identificar a los aislados WSMV02, WSMVO01 y
WSMVO03 como los de mayor diversidad, destacandose WSMV02 por poseer el mayor

numero de haplotipos reconstruidos. Tambiéen se identifico un grupo de diversidad menor
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conformado por los aislamientos WSMV09 y WSMV13 de trigo, y de los hospedantes
alternativos WSMV12 de Triticale y WSMV11 de A. fatua. Entre los aislados que
presentaron menor numero de haplotipos, se destacan el WSMV04, WSMV07 y WSMV08
de trigo. No se encontro relacion entre el nimero de haplotipo y el afio, region triguera,

cultivar u hospedante para los distintos aislamientos argentinos de WSMV.
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Tabla 3.2. Numero y frecuencia de haplotipos de los 13 aislamientos de WSMYV reconstruidos

Métodos de Ensamblado

Aislado QuasQ QuasiRecomb PredictHaplo QuRe
Completo Completo Completo Completo Parcial
T >1% Fr <1% Fr T S1%Fr <1%Fr T >1%Fr <1%Fr T >1%Fr <1%Fr T >1%Fr <1%Fr

WSMV02 621 19 602 10000 0 10000 4 3 1 0 0 0 8 8 0
WSMV01 28 7 21 166 12 154 2 1 1 3 2 1 0 0 0
WSMV03 22 4 18 91 5 86 2 2 0 1 1 0 0 0 0
WSMV09 36 4 32 45 12 33 2 1 1 0 0 0 2 2 0
WSMV12 20 5 15 29 8 21 1 1 0 1 1 0 0 0 0
WSMV13 215 2 213 27 9 18 2 2 0 0 0 0 5 3 2
WSMV11 117 5 112 20 6 14 2 2 0 0 0 0 2 2 0
WSMV06 58 4 54 8 5 8 1 1 0 0 0 0 2 1 1
WSMV05 28 2 26 8 5 3 1 1 0 1 1 0 0 0 0
WSMV10 38 2 36 7 3 4 2 2 0 1 1 0 0 0 0
WSMV04 183 3 180 4 3 1 3 2 1 0 0 0 3 2 1
WSMV07 63 8 55 4 4 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0
WSMV08 3 1 2 4 3 1 1 1 0 0 0 0 3 2 1

T: total de haplotipos. Fr: frecuencia.
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Tabla 3.3. Detalles metodoldgicos, de aplicacion y bibliograficos de los diferentes métodos para reconstruccion de haplotipos empleados en
este estudio.
Reconstruc Archivo Incluye

Método  cion de de Preproce Allnetz(;\)mlen Aplicacion Plataforma Referencia
haplotipos entrada sado
Algoritmo  Genoma completo, HIV. 10000 pb aprx. 454/Roche Macalalad et al., 2012
Smith—  Genes E2 1600 pb y NS5B 2600 pb. CSFV 454/Roche Topfer et al., 2013
Lecturas Wag%rtr:s - Genes proteinasa 300 pb y RT 700 pb aprox. HIV. 454/Roche Jayasundara et al., 2015
QuRe Local (-fasta) 3! (Gotoh, ~ 80% del genoma completo de FMDV (dos Illumina Jayasundara et al., 2015
1982) fragmentos de 4000 pb aprox.)
(Gotoh, ~ Gen NS3 1800 pb. HCV. [llumina Ogishi et al., 2015
1982). Genes Gag 500 pb aprx. y Pol 560 pb aprox. HIV  454/Roche Lorenzo-Redondo et al., 2016
QuasQ Global L(eg[:t;a;s Sl Bowtie2  Genes Gag y Pol HIV. 1500 pb 454/Roche Poh et al., 2013
Genes E2 1600 pb y NS5B 2600 pb, CSFV 454/Roche Topfer et al., 2013
Genoma completo, HIV. 8600 pb ﬁ?jrﬁg;,hgacBio Giallonardo et al., 2014
Gen NS3 1800 pb. HCV. IHlumina Ogishi et al., 2015
Genes Gag y Pol HIV. 1300 pb aprox. Ilumina Wu et al., 2014
QuasiRe  Global/Loc Alineam _ Gen NS3 WNV. 1800 pb. [llumina Grubaugh et al., 2015
comb al ('Eg:g) NO Bowtie2  Genoma completo EBOV. 18000 pb Ilumina Carrol et al., 2015
Gen NS5A HCV. 250 nt Ilumina Akamatsu et al., 2015
Gen Env HIV. 760 nt Ilumina Chachage et al., 2016
Gen PB2 IAV. 2300 nt PacBio Artyomenko et al., 2016
Genoma completo HRSV. 15000 pb aprox. Hlumina Aljabr et al., 2016
Gen Env HIV. 3100 nt IHlumina Oberle et al., 2016
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Tabla 3.4. (Continuacion) Detalles metodoldgicos, de aplicacion y bibliograficos de los diferentes métodos para reconstruccion de

haplotipos empleados en este estudio.

Reconstruc Archivo Incluye . .
Alineamien

Método  cion de de Preproce to Aplicacion Plataforma Referencia
haplotipos entrada sado
Gen pol HIV. 1245 pb 454/Roche Prabhakaran et al., 2013
. Genoma completo, HIV. 8600 pb 454/Roche, ol onardo et al., 2014
. Alineam Illumina, PacBio
PredictH Global/Loc = . . ]
lento NO Bowtie2  Gen proteinasa, 300 pb y gen RT 700 pb aprox. 454/Roche Jayasundara et al., 2015
aplo al (:sam)
' 0
80% del genoma completo de FMDV (dos Hlumina Jayasundara et al., 2015

fragmentos de 4000 pb aprox.)

43



Analisis de Polimorfismos de nucledtido simple (SNP, Single Nucleotide

Polymorphisms)

En primer lugar, se obtuvieron las lecturas filtradas mediante PrinSeq segun
parametros de calidad, las cuales representaron entre un 96 y 97% de las lecturas
originales para todos los aislamientos de WSMYV pirosecuenciados (Tabla 3.5). Como
resultado de los analisis de los SNP del genoma completo de los 13 aislamientos de
WSMYV se obtuvo un archivo de salida con la siguiente informacion: cambio en el
nucleotido, en el aminoacido, en el codon, la posicion en el genoma, la cobertura, el
efecto en la proteina y la frecuencia de la variante (Anexo 1). En la Tabla 3.6 se
presenta un resumen del numero de haplotipos reconstruidos con el método
seleccionado QuasiRecomb y el nimero de SNP con frecuencias mayores a 2% para
cada aislado de WSMV estudiado. Se resaltan los tres aislados mas diversos,
WSMV02, WSMV01 y WSMVO03, asi como el aislado de menor diversidad
WSMVO08, detectados mediante andlisis tanto de haplotipos como de SNP. El resto de
los aislamientos presentaron diversidad intermedia. Se analizaron los datos para
encontrar relacion entre la diversidad y alguna de las caracteristicas de los distintos
aislamientos como region triguera, macroregion, afio, hospedante, cultivar de trigo,
infeccion mixta con el TriMV (resultados presentados en el Capitulo 4) y linaje A.
tosichella (resultados presentados en el Capitulo 5). Los resultados obtenidos no

permitieron asociar a los aislados mas diversos con alguno los aspectos mencionados.
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Tabla 3.5. Procesado de las lecturas obtenidas mediante tecnologia 454/Roche para la
busqueda de Polimorfismos de simple nucledtido (SNP, Single Nucleotide

Polymorphisms),
secuenciados.

Lecturas
Total de N° de remanentes % de % de % de
Aislado lecturas después de las  lecturas lecturas |
. ecturas
de obtenidas etapas de con con de
WSMV mediante procesado calidad calidad salida
Roche 454 conducido por Q20 Q30
PrinSeq
WSMV01 13649 13172 95,0 79,1 96,5
WSMV02 32427 31164 95,2 79,8 96,1
WSMVO03 12706 12304 95,0 79,4 96,8
WSMV04 25777 24874 95,0 79,3 96,5
WSMV05 15752 15204 95,1 79,6 96,5
WSMV06 15585 15053 95,3 80,0 96,6
WSMV07 13399 12922 95,0 79,3 96,4
WSMV08 12592 12156 95,2 79,8 96,5
WSMV09 18101 17481 95,2 79,8 96,6
WSMV10 20292 19486 95,2 79,8 96,0
WSMV11 20962 20158 95,0 79,5 96,2
WSMV12 14130 13702 95,4 80,4 97,0
WSMV13 25113 24159 95,1 79,7 96,2

correspondientes a los 13 aislados de WSMYV argentinos
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Tabla 3.6 NUmero de haplotipos reconstruidos mediante el método QuasiRecomb y de SNP con frecuencias mayores a 2% encontrados para
cada uno de los 13 aislados de WSMV. Los datos de las infecciones mixtas con TriMV y los del linaje de A. tosichella corresponden a los
resultados obtenidos en el Capitulo 4 y 5 respectivamente. Se resaltan los tres aislados més diversos (WSMV02, WSMVO01 y WSMVO03) y el de
menor diversidad (WSMV08) detectados mediante analisis de haplotipos y SNP.

Comporta N° o .,
Region  Macroreg . o . miento . haplotipos N® SNP con In_feccmn Linaje A
. - Localidad Afo  Hospedante Cultivar Aislado . Frecuencia mixta con . X
Triguera  iones frente a QuasiRecom oYY TriMV tosichella
WSMV b °
A\ Sur Energia 2009 Trigo Baguette 10 st WSMV02 10000 87 Negativo WCM?2
Il Sur Sur  25deMayo 2009 Trigo Baguette 19 R? WSMVO01 166 28 F;’r%',tl“’f nd
. . BioINTA Positivo
Il Central Parana 2009 Trigo 1007 S WSMV03 91 84 Arl5 WCM2
VN Central  Salguero 2009 Trigo Baguette 13 nd WSMV09 45 5 PX?_';":’%O WCM2
. . Positivo
VN Central Las Perdices 2011 Triticale - nd WSMV12 29 10 A1l nd
IN  Central '\J"ua;feozs 2010 Trigo nd* nd WSMV13 27 20 nr WCM2
v Sur Necochea 2010  Avena fatua - nd WSMV11 20 2 Negativo nd
V Sur Sur Bordenave 2009 Trigo nd nd WSMV05 8 13 Negativo WCM2
IIN  Central Marcos 5599 ~ Digitaria - nd WSMV06 8 3 nr nd
Juérez sanguinalis
v Sur Necochea 2010 Trigo Baguette 9 S WSMV10 7 4 nr WCM2
VN Central Manfredi 2009 Trigo nd nd WSMV04 4 4 nr WCM2
v Sur Tandil 2009 Trigo Baguette 11 nd WSMVO07 4 4 nr WCM2
\Y) Sur G. Madariaga 2009 Trigo Baguette 31 R WSMV08 4 1 nr WCM2

's: susceptible, “R: resistente, *Ar: Absorbancia relativa [Absorbancia de planta analizada/(Absorbancia de planta sana promedio + 3 desvios estandar)], “nd: no detectado, °nr: no realizado.
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Se realizaron gréficos con todas las frecuencias de las mutaciones sinébnimas y no
sindnimas (superiores al 2%) para cada posicion variable a lo largo de toda la region
codificante del WSMV de los 13 aislamientos en estudio (Fig. 3.2). Se indica la
distribucion de las mutaciones para todas las proteinas P1, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, Nla,
NIb y CP en funcién de cada aislado. La distribucion de las mutaciones tanto sindnimas
como no sindnimas fue a lo largo de todo el genoma para los aislamientos més diversos
(WSMV02, WSMV01 y WSMV03) como para el WSMV13. En general, el resto presento
mutaciones en determinados sitios a lo largo del genoma. Se destacan cuatro mutaciones
no sinénimas con frecuencias altas, de alrededor del 60%, en las posiciones 636 de la P1,
2214y 2268 en la P3 'y 7402 en la NIb para el aislado WSMV02. También, se destacan las
mutaciones con frecuencias cercanas al 30-40%, en las posiciones 1145 de la HC-Pro y
2817 de la P3, y en 1769 de HC-Pro y 7782 de la NIb para los aislados WSMV09 y
WSMV12 respectivamente (Fig. 3.2, Anexo 1). Los resultados permitieron destacar a los
genes HC-Pro, P1, CI, NIb, Nla y CP como los que presentaron mayor numero de
mutaciones. Con menor variabilidad y nombrado de mayor a menor segun el nimero de

mutaciones se encontraron los genes P3, 6K1 y 6K2 (Fig. 3.3).

Se encontraron mutaciones en el mismo sitio gendémico para mas de dos
aislamientos. En el gen que codifica para la HC-Pro: la mutacién sindnima A1404 por G la
comparten los aislamientos WSMV02, WSMV04, WSMV07, WSMVO011, WSMV12, la
mutacion no-sinénima T-1406 por C (cambio de aa M por T) es compartida por los
aislamientos WSMV01, WSMV02, WSMV04, WSMV07 y WSMV12, y la mutacién no-
sinbnima A-1411 por C (cambio de aa N por H) es compartida por los aislamientos
WSMV02, WSMV04, WSMV05, WSMV07 y WSMV12. A su vez, tres de las mutaciones
mencionadas fueron compartidas por cuatro de los aislamientos WSMV02, WSMV04,
WSMVO05, WSMVO07 y WSMV12. En el gen P3, la mutacion A2635 por T (cambio de aa
M por L) es compartida por los aislamientos WSMV04, WSMV06, WSMV08, WSMV 12
y WSMV13. En el gen Nla, los aislamientos WSMV05, WSMV09, WSM10 y WSMV 13
comparten las mutaciones T6497 por G (cambio aa | por S) y A6505 por C (cambio de aa
N por H).
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Fig. 3.2. Frecuencia de los SNP segun su posicion en el genoma para los 13 aislados de
WSMV. En color negro se presentan las mutaciones sinénimas y en rojo las no-sindénimas.
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Fig. 3.3. N° total de SNP para cada proteina del WSMV correspondientes a los 13 aislados
virales estudiados.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente capitulo permitieron, mediante dos
metodologias diferentes, la reconstruccion de haplotipos y la basqueda de SNP,
caracterizar la poblacion intra-hospedante del WSMV mediante analisis de secuenciacion

masiva del genoma completo en poblaciones naturales en Argentina.

El empleo de cuatro programas diferentes para lograr la reconstruccion de
haplotipos del genoma completo del WSMV no mostrd, excepto para los aislamientos con
mayor y menor diversidad, una tendencia pareja entre ellos para soportar los resultados
obtenidos como se intentaba al utilizar mas de un método. Estudios previos (Topfer et al.,
2013; Giallonardo et al., 2014; Jayasundara et al., 2015a y b), mostraron que el obtener
distinto ndmero de haplotipos utilizando diferentes métodos de ensamblado, no
imposibilita detectar una tendencia, o identificar mayor o menor variabilidad en diferentes
muestras de forma equivalente, independientemente del nimero especifico de haplotipos
reconstruidos. Los resultados aqui obtenidos, mediante los cuatro métodos, permitieron
definir solamente en forma analoga al aislamiento WSMV02 como el mas diverso vy al
WSMV08 como el de menor diversidad. Una de las posibles causas de la falta de

consistencia entre diferentes métodos para el resto de los aislados podria deberse a la baja
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profundidad, es decir, bajo nimero de lecturas por base obtenidas con la tecnologia de
secuenciacion 454 de Roche. En este trabajo se seleccioné dicha tecnologia debido a que el
objetivo fue reconstruir haplotipos del genoma completo del WSMV, a diferencia de otros
estudios donde se enfocan generalmente en un solo gen en particular. La ventaja de la
tecnologia de secuenciacion de 454 de Roche es el tamafio del producto secuenciado
obtenido, de alrededor de 500 pb en comparacion con otra tecnologia, como Illumina con
la que se alcanzan fragmentos mas cortos, de aproximadamente 100 pb (Liu et al., 2012).
Considerando que QuasiRecomb fue disefiado y empleado para la reconstruccion de
genomas completos, asi como también mediante tecnologia 454 de Roche (Tabla 3.3),
condiciones semejantes a las de este trabajo, fue seleccionado como el conveniente para el
analisis de los resultados obtenidos. Ademas, como se observa en la Tabla 3.5, permitio
categorizar los aislamientos en grupos de mayor y menor diversidad en coincidencia con
los resultados de los anélisis de SNP. EI método QuRe no fue capaz de reconstruir el
genoma completo de gran parte de los aislados. Por otra parte, el QuasQ fue originalmente
disefiado y utilizado solamente para reconstruir haplotipos para fragmentos cortos,
implicando solamente a un gen (de aproximadamente 1500 pb) (Poh et al., 2013), a
diferencia de nuestros datos, los que involucraron a mas de 9000 pb (Tabla 3.3). En
relacion a PredictHaplo, el nimero de haplotipos reconstruidos fue demasiado bajo,
dificultando diferenciar a los distintos aislamientos.

La escasa diversidad intra-hospedante encontrada en 10 de las 13 poblaciones de
WSMV pirosecunciados (Tabla 3.5) sorprendié teniendo en cuenta que se esperan
poblaciones virales altamente polimorficas debido a sus altas tasas de replicacion, tasas de
mutacion y recombinacion (Elena y Sanjuan, 2007). La tasa de mutacion estimada para la
CP del WSMV fue de 5,8 x 10™/nt después de nueve pasajes seriales (French y Stenger,
2005). Tampoco, se encontré frecuencias de mutacion diferencial asociada a los diferentes
hospedantes estudiados (trigo, Triticale, A. fatua y D. sanguinalis) como se observo en
otros patosistemas. EI Cucumber mosaic virus (CMV) tiene mayor frecuencia de mutacion
en pimiento que en tabaco (Schneider y Roossinck, 2001). Varios factores determinan e
influyen en los valores de las tasas de mutacién, los cuales pueden ser clasificados en

factores propios del virus, factores intrinsecos del hospedante o factores ambientales
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(Combe y SanJuéan, 2014). Dentro de los factores virales, el tipo de mecanismo de
replicacion del virus, geométrica o “sellado” (stamping machine), determina la forma en
que se acumulan las mutaciones (Safari y Roossinck, 2014). EI modelo de replicacién
propuesto para los virus con genoma RNA simple cadena y polaridad positiva es
geométrica dado que el genoma parental (+) se replica a un molde de RNA (-) para una
segunda ronda de replicacion de genomas (+), posibilitando la acumulacion exponencial de
mutaciones. En tanto que en la replicacion “sellado” (stamping machine), el genoma
parental se replica generando los genomas de la progenie como en el caso de los virus con
genoma de dsRNA (Safari y Roossinck, 2014). El WSMV, a pesar de ser un virus ssSRNA
de polaridad positivo, se lo propone con un mecanismo de replicacién de stamping

machine con acumulacion de mutaciones lineal (French y Stenger, 2003).

Contar con el potencial para variar, no necesariamente llevara siempre a
poblaciones més variables. Garcia-Arenal y colaboradores (2003) consideraron que el alto
potencial de variacion no necesariamente resulta en tasas rapidas de cambios en las
poblaciones virales, mencionando datos de secuencias de estudios durante 10 afios
mostrando que la estabilidad genética es la regla y no la excepcion en poblaciones
naturales de virus de plantas. Asimismo, trabajos como los de Hall y col. (2001b) y Bartels
y col. (2016) mencionan varios virus de plantas, como por ejemplo al TriMV,
manifestando bajos niveles de variacién. Hay antecedentes que exponen a los cuellos de
botella y a la seleccion negativa, como las posibles razones que explicarian los bajos
niveles de dicha variacion (Rodriguez-Cerezo et al., 1991; Novella et al., 1995; Hall et al.,
2001b; Garcia-Arenal et al., 2003; Li y Roossinck, 2004; French y Stenger, 2005; Acosta-
Leal et al., 2011). Particularmente, el estudio de French y Stenger (2003), demuestra que
los cuellos de botella tienen lugar cuando el WSMV se mueve sistémicamente en la planta
contribuyendo al establecimiento de poblaciones genéticamente diferentes y a la

generacion de poblaciones en parches (Jridi et al., 2006).

Seria interesante relacionar la variabilidad del WSMV con la tolerancia de los
cultivares de trigo utilizados por nuestros productores basada en genes sensibles a la

temperatura y que actuan inhibiendo el movimiento del virus, en vez de por una reaccion
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de hipersensibilidad (Tatineni et al., 2016). Esta especulacion no se pudo analizar por la
falta de datos sobre el origen de la tolerancia que portaban los cultivares de donde se
aislaron los genomas de WSMV. La transmision a través de vectores también provoca un
cuello de botella (Ali et al., 2006). La forma de transmision del virus también puede ser
importante ya que se ha observado en muchos casos que una transmision por semilla
genera tasas elevadas por lo que tal vez se podria especular que los aislamientos
WSMV02, WSMVO01 y WSMVO03 podrian derivar de infeccion por semilla, mientras que
el resto de los aislamientos, que presentaron baja diversidad de infeccion, mediante el

acaro vector.

El aislado WSMV13 presentd mayor numero de haplotipos y SNP que el aislado
WSMV08. Estos resultados se pueden relacionar con los obtenidos en el Capitulo 6 de esta
Tesis, donde el aislado WSMV 13, infecté mayor nimero de plantas en relacién al aislado
WSMVO08 en los ensayos de evaluacion de cultivares. Estos resultados animan a continuar
con estudios sobre la importancia de seleccionar un aislamiento virulento que podria estar

relacionado con presentar mayor diversidad en la evaluacion de resistencia al WSMV.

Con excepcidn de la distribucion de las mutaciones en los aislamientos WSMV02,
WSMVO01, WSMV03 y WSMV13 que fueron a lo largo del genoma, en el resto de los
aislamientos las mutaciones fueron en determinados sitos. Hay antecedentes para el
WSMV, pero solo para la CP, en el cual demuestran que las sustituciones se distribuyeron
aleatoriamente respecto a la posicion del genoma para esa proteina (French y Stenger,
2005). Sin embargo, estudios de tres cepas de WSMV (dos de EEUU y una de México),
mostraron que las sustituciones de nucledtidos encontradas no se distribuyeron
aleatoriamente en el genoma viral, encontrando més variacion dentro de las proteinas P1,
HC-Pro y CP, y menos dentro de la P3 (Choi et al., 2001; Stenger et al., 2002).

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los estudios antes
mencionados dado que los genes P1 y HC-Pro fueron los que presentaron mayor nimero
de mutaciones y el P3 menor. La proteina P1 modula la replicacion viral y es supresora del

silenciamiento génico de RNA, esta ultima funcidén caracteristica exclusiva de los
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tritimovirus (Young et al., 2012). Ademas, la region amino-terminal de las proteinas
virales son clivadas autocataliticamente por la proteasa P1 para producir la proteina
madura (Choi et al., 2002). Es de esperar que la proteina P1, que posee maltiples funciones
con interaccion con las proteinas del hospedante, presente variabilidad. Mientras que para
el gen que codifica para la HC-Pro ademaés de presentar una variabilidad alta se localizé un
nacleo de 3 sitios con mutaciones sindbnimas y no-sindénimas cercanas compartidas por
cuatro aislamientos. La HC-Pro comparte dos funciones, una es la mediacion de la
transmision por vector, en este caso, trasmision de forma semipersistente del WSMV por
el acaro; y la otra, actividad cystein proteinasa, como la HC-Pro de los potyvirus (Stenger
et al., 2005). Antecedentes sobre analisis de mutacién sugieren que la HC-Pro del WSMV
no posee un rol indispensable en la replicacién, el movimiento o la encapsidacién como en
otros potyvirus (Stenger et al., 2006). Las mutaciones aqui encontradas para la HC-Pro y
localizadas en el extremo 5 proximal, donde hay antecedentes que mapean los
determinantes de la transmision por el &caro, podrian indicar alguna presion selectiva
diferencial en la trasmision por su vector. Otro gen en donde se encontrd un sitio con
mutaciones no-sinénimas, en la region central de la proteina, compartidas por cinco
aislamientos de WSMV es el que codifica para la P3. La proteina P3 fue relacionada en
cuanto a su funcion, con la replicacion y el movimiento (Choi et al., 2005). Choi y col.
(2001) encontraron una region de 400 nucleétidos, correspondiente al extremo 3" de la
proteina P3, sorprendentemente deficiente en sustituciones silenciosas, y propusieron que
la falta de tales sustituciones se debid a un elemento RNA regulador en cis (Stenger et al.,
2002).

Otro nicleo de sitios con mutaciones no-sinénimas cercanas y compartidas por
cuatro aislamientos esta localizado en el gen que codifica para la proteina de inclusion
nuclear menor Nla. La Nla posee dos dominios que mediante autoprotolisis produce dos
productos, la proteina viral VPg en el dominio amino-terminal y la serin-proteasa (Nla-
Pro) en el carboxilo terminal. VPg es una proteina multifuncional involucrada en la
replicacion, traduccion y movimiento (Schaad et al., 1997; Puustinen et al, 2004; Eskelin
et al., 2011). VPg se une al extremo 5° del genoma viral mediante un residuo Tyr y recluta

los factores iniciadores de la traduccion elF4E o su isoforma elF(iso)4E, interaccion
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crucial para la infeccion (Robaglia y Caranta, 2005). Nla-Pro posee actividad de union a
RNA e interactia con la polimerasa RNA dependiente de RNA (proteina NIb) en la
replicacion viral (Allison et al., 1986; Domier et al., 1987; Daros et al., 1999). Existen
reportes de otros productos derivados del extremo carboxilo-terminal de Nla (Parks et al.,
1995). Con relacién al gen que codifica para la CP, encargada de encapsidar el genoma
viral y con antecedentes que el extremo carboxilo-terminal esta involucrado en la
determinacion del rango de hospedantes mediando el movimiento a larga distancia
(Tatineni et al., 2014), no se encontraron sitios con mutaciones compartidas por distintos

aislamientos del WSMV en este trabajo.

Los genes 6K1 y 6K2 presentaron el menor numero de mutaciones para todos los
aislamientos del WSMV estudiados (Fig. 3.3). 6K1 y 6K2 son las proteinas mas pequefias
codificadas por el WSMV y de similar peso molecular (Stenger et al., 1998). Por el
momento, no tienen una funcién establecida para este virus, solo se postula a la proteina
6K1 involucrada en la replicacion viral. Estudios recientes sobre la funcion de 6K1 para el
potyvirus Plum pox virus (PPV) demostraron que la mutacion por deleccidn de una region
de la proteina o de cualquier motivo corto (desde 5 a 13 aa) impide la replicacion del virus
(Cui y Wang, 2016). Sobre 6K2 se demostr6 para el Tabacco etch virus (TEV), otro
potyvirus, que es una proteina integral de membrana que induce la formacion de vesiculas
derivadas del reticulo endosplasmatico, relacionadas con los cloroplastos para formar el
complejo de replicacion (Restrepo-Hartwig y Carrington, 1994). La replicacion de los
virus con genoma de RNA esta asociada con la formacion de vesiculas membranosas
intracelulares derivadas del virus, las cuales representan la estructura donde se ancla el
complejo de replicacién viral confinandolo y de esta manera protegiéndolo de los
mecanismos de defensa de la planta inducidos por dsRNA, productos intermedios de la
replicacion viral. Para el caso de los potyvirus, se sugirio que secuencialmente recluta el
reticulo endosplasmatico y luego el cloroplasto para la replicacion del virus (Wei et al.,
2010). Los resultados de este trabajo sugieren que las proteinas 6K1 y 6K2 del WSMV
podrian tener una funcion homologa en la replicacion viral, ser conservada dentro de los

potyvirus y cualquier mutacion podria ocasionar disminucion de la replicacion.
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La informacion molecular de las proteinas virales del WSMV descritas
anteriormente contribuye a entender los mecanismos de infeccion del virus y a desarrollar
estrategias antivirales duraderas. Por ejemplo, los genes 6K1 y 6K2 se postulan como
excelentes candidatos para construir eventos transgénicos resistentes al WSMV por la
escasa variabilidad que presentaron. Sin embargo, las construcciones desarrolladas hasta el
momento para generar plantas de trigo transgénicas al WSMV fueron: la secuencia
completa de la NIb y de la CP (Sivamani et al., 2000; Sivamani et al., 2002), una hebilla
de RNA con blanco en la secuencia Nla (Fahim et al., 2010), y un ami-RNA policistronico
blanco de 5 secuencias gendmicas (5"UTR, de la P3 en la region pipo y aguas arriba de la
misma, P1, HC-Pro) (Fahim et al., 2012). En este ultimo caso, la seleccion de las
secuencias blanco se realizd6 mediante la utilizacion de programas que buscan sitios
adecuados para construccion de miRNA en regiones conservadas del genoma viral, sin
tener en cuenta la variabilidad intra-hospedante de esas regiones. Resulta interesante
incluir en tal disefio los datos de variabilidad del genoma aportados en este trabajo para

generar resistencia a largo plazo evitando posibles quiebres de la misma.

CONCLUSIONES

Se encontraron diferentes grados de diversidad intra-hospedante y distribucion de
mutaciones sinénimas y no sinénimas a lo largo del genoma dependiendo del aislamiento
de WSMV. Tres aislamientos provenientes de tres subregiones trigueras diferentes se
distinguieron por su mayor diversidad y distribucién de mutaciones a lo largo de su
genoma. Sin embargo, diez presentaron baja diversidad intra-hospedante. Se logro
identificar regiones de baja variabilidad genética que serian blancos adecuados para
desarrollar plantas transgénicas resistentes al WSMV. Ademas, se registraron sitios con
mutaciones no-sindnimas interesantes para estudios de interaccion trigo-WSMV-A.

tosichella.
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CAPITULO 4

DETECCION DE LA PRESENCIA DEL Triticum mosaic virus (TriMV) EN EL
CULTIVO DE TRIGO EN ARGENTINA

INTRODUCCION

Durante el afio 2006, lineas de trigo con resistencia termo-sensible a Wheat streak
mosaic virus (WSMV), entre ellas la denominada RonL, presentaron sintomas sistémicos
de mosaico caracteristicos de virosis en el estado de Kansas en EEUU. Sin embargo, esas
plantas no estaban infectadas con WSMV sino con un nuevo virus cuyo hombre propuesto
fue Triticum mosaic virus (TriMV) (Seifers et al., 2008). EI mismo grupo de
investigadores luego demostr6 que TriMV es transmitido por el acaro eriéfido Aceria
tosichella (Seifers et al., 2009), el mismo vector de WSMV (Slykhuis, 1955) y High
Plains wheat mosaic virus (HPWMoV) (Seifers et al., 1997). Desde entonces, se comenzd
a referir a A. tosichella como el vector de un complejo viral conformado por WSMV,
HPWMoV y TriMV (de Oliveira, 2013; Navia et al., 2013; McMechan et al., 2014).

La presencia de TriMV se ha reportado hasta el momento solamente en EEUU.
Después de su primera descripcion, TriMV se ha identificado en varias zonas de ese pais
incluyendo los estados de Nebraska, Oklahoma, Dakota del Sur, Wyoming, Texas,
Colorado, Dakota del Norte, Montana y Kansas (Seifers et al., 2011; Byamukama et al.,
2013). Se han reportado perdidas de rendimiento de hasta el 70%, ocasionada por esta
virosis dependiendo del cultivar de trigo en ese pais (Seifers et al., 2011; Byamukama et
al., 2014). TriMV infecta a trigo y también hay reportes de infeccién a cebada, centeno,
avena, triticale y ciertas especies de malezas como hospedantes alternativos de este virus
(Seifers et al., 2010; Tatineni et al., 2010). Por el contrario, se ha demostrado que TriMV
no infecta maiz (Seifers et al., 2010). Por otra parte, hasta el momento, no se conoce si

TriMV se transmite por semilla.
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Se ha caracterizado molecularmente al TriMV, ubicandolo como la especie tipo del
género Poacevirus en la familia Potyviridae (Fellers et al., 2009; Tatineni et al., 2009;
Adams et al., 2011). TriMV esté constituido por un segmento de RNA simple cadena de
sentido positivo, de 10266 nucle6tidos con organizacion gendémica similar a otras especies
de potyvirus (Fig. 4.1) (Fellers et al., 2009; Tatineni et al., 2009).

- S
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Fig. 4.1. Representacion esquematica de la organizacion del genoma del Triticum mosaic
virus (TriMV) y las proteinas virales.

TriMV induce sintomas que resultan indistinguibles a los de WSMV los cuales
incluyen principalmente mosaico, moteado y rayas clordticas, haciendo dificultosa la
identificacion de ambos virus basados en la sintomatologia (Seifers et al., 2008; Tatineni et
al., 2013). Predominantemente, TriMV se presenta en trigos de EEUU en infecciones
dobles con WSMV (Byamukama et al., 2013). Se ha demostrado que la coinfeccidn de
WSMV y TriMV en trigo da como resultado un sinergismo con un aumento de la
severidad de sintomas, una elevacion en la concentracion de ambos virus Yy
consecuentemente un aumento en la pérdida de biomasa que depende del cultivar (Tatineni
et al., 2010; Byamukama et al., 2012). En la campafia 2012, se presenté en nuestro pais
una epifitia de origen viral en la zona sureste de la provincia de Cordoba, especificamente
en las localidades de Leones, Corral de Bustos y Monte Buey. Se observaron lotes de trigo
con incidencia de hasta el 100% en el cultivar BioINTA 3005, con sintomas de mosaico
intenso, enanismo Yy severa disminucion en la produccion, llegando algunos casos a no ser
cosechados (Fig. 4.2). Las plantas fueron analizadas y se confirmd la presencia de WSMV
y HPWMoV (Alemandri et al., 2013). Debido a la intensidad de los sintomas observados y
a la alta incidencia presentada, se especuld sobre la posibilidad de la presencia del tercer

virus del complejo transmitido por A. tosichella.
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Fig. 4.2. Lote de trigo, cultivar BioINTA 3005, con 100% de incidencia de WSMV en la
localidad de Leones, provincia de Cordoba en la campafa 2012.

El objetivo del presente capitulo fue detectar la presencia del Triticum mosaic virus

(TriMV) en trigo, en Argentina.
MATERIALES Y METODOS
Material evaluado

Se analizaron muestras de hojas de trigo, y una de Triticale, de diferentes fuentes
con el fin de contar con material vegetal en condiciones que permitieran realizar analisis

serolégicos y moleculares.

Para las detecciones seroldgicas (Tabla 4.2), se utilizd material vegetal recolectado
a campo correspondiente a estudios previos, infectado con WSMV y conservado a -20°C
(Muestras N°1 a 9), plantas provenientes de los mismos muestreos de trigo utilizadas para
caracterizar la diversidad del WSMV en los Capitulo 2 y 3 de esta Tesis (se utilizaron
muestras de 7 de los 13 aislados debido a que no se contaba con material vegetal
suficiente) (Muestras N°10 a 14), y muestras recolectadas a campo en la camparia 2012 en
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las localidades de Leones, Corral de Bustos y Monte Buey (sureste de la provincia de
Cordoba) (Muestras N°15 a 21). Estas tres localidades se seleccionaron debido a que,
como se menciono en la introduccion de este capitulo, lotes de trigo presentaron en ese afo
una sintomatologia caracteristica de virosis muy severa y una incidencia de plantas con
sintomas de hasta el 100%. Los sintomas observados en esos lotes fueron mosaico intenso,
enanismo y severa disminucion en la produccion. También, se analizaron muestras de un
ensayo a campo de transmision de WSMV mediante el &caro vector (Muestras N°22 a 24)

correspondiente a otro estudio (Alemandri et al., 2015).

Para los anélisis moleculares (Tabla 4.3), se emplearon muestras conservadas a -
80°C, las que incluyeron las mismas muestras recolectadas a campo en la campafia 2012
descritas anteriormente (Muestras N°1 y 2), otras correspondientes a tres de los aislados de
WSMV empleados para los estudios de diversidad (Muestras N°3 a 5) y material del
ensayo a campo transmitido con WSMV mediante el acaro vector (Muestras N° a 8)
(Alemandri et al.; 2015). También, se analizO material vegetal fresco, el cual incluyd
plantas transmitidas mecanicamente con WSMV y TriMV (Muestras N°9 a 11) y plantas
de trigo sobre las cuales se mantuvieron colonias de acaros A. tosichella transmitiendo
WSMV originarias de Monte Buey y Marcos Juarez (Muestras N°12 a 15) mantenidas en
sala de cria bajo condiciones controladas, en el Instituto de Patologia Vegetal del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria, (IPAVE-INTA). Para dicha transmision por vector,
se colocaron plantas infectadas con el virus y vector sobre plantulas de trigo recién
emergidas, las cuales fueron renovadas a plantas nuevas cada 15 dias.A continuacion, se

detallan las condiciones de la trasmision mecanica de TriMV.

Transmisidon mecanica del TriMV

Con el fin de obtener material vegetal fresco infectado con TriMV para poder
realizar las detecciones moleculares, se inocularon mecénicamente 29 plantas de trigo
Baguette Premium 11 al estado de primera hoja verdadera, con un extracto preparado a
partir de plantas conservadas a -20°C, correspondientes a la muestra N°8: Tandil Premium

11, resultando positiva para el TriMV segun método seroldgico (Tabla 4.2). El extracto se
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prepard macerando las plantas infectadas con TriMV con tampon fosfato de sodio pH 7,4
en una relacion 1:5 (peso/volumen), agregando una pequefia cantidad de carbon vegetal y
DIECA (dietil ditiocarbamato de sodio), como agente quelante de cobre, y carborundum
como abrasivo. Las plantas se mantuvieron bajo condiciones controladas de luz
(fotoperiodo de 16 hs. de luz) y temperatura (25 + 3 °C), y luego se evaluaron los sintomas
y se recolectaron las muestras de hoja a los 29 dias después de la inoculacion. Las mismas
fueron almacenas a -80°C para los posteriores analisis seroldgicos y moleculares, en
algunos casos, y en otros fueron directamente utilizadas para la deteccion del virus. De
ellas, se seleccionaron tres plantas con sintomatologia méas severa para ser analizadas por

serologia y molecularmente (Muestras N°9 a 11, Tabla 4.3).

Deteccion del TriMV mediante técnicas serologicas

Se utilizaron tres sueros diferentes para la detecciéon de TriMV. En primer lugar, se
utilizé un suero enviado por el Dr. Jacob Price (Suero Price), del Plant Pathology, Texas
AgriLife Research, Amarillo, Texas, Estados Unidos. Luego, se utilizé un suero comercial
de Agdia (Suero Agdia). Cabe sefialar, que estos dos sueros fueron obtenidos de conejo a
partir de virus purificados (Price et al., 2010; Agdia, 2011). Por ultimo, se us6 un suero
policlonal obtenido a partir de la expresion de una proteina recombinante correspondiente
a la capside proteica del virus, cedido por el Dr. Satyanarayana Tatineni (Suero Tatineni)
del United States Department of Agriculture (USDA), Agricultural Research Service
(ARS), Nebraska, Estados Unidos. Las condiciones empleadas para la realizacion de las
detecciones con el Suero Agdia fueron las sugeridas por el comerciante, y para los Sueros
Price y Tatineni fueron las descritas en Price y col. (2010) y Tatineni y col. (2013)
respectivamente. Se utiliz6 un control positivo de TriMV enviado por el Dr. Price para el
Suero Price, y un control positivo comercial de Agdia cuando fueron empleados los otros
dos sueros. En la Tabla 4.2 y 4.3 se presentan los valores de Absorbancia relativa (Ar),
definida como Ar = Absorbancia de planta analizada/(Absorbancia de planta sana
promedio + 3 desvios estandar). Las muestras con valores Ar mayores a 1 se consideraron

positivas.
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Deteccion del TriMV mediante técnicas moleculares

Se realizé la extraccion de RNA total de plantas empleando un kit comercial
Macherey-Nagel (MN). Se utilizaron tres juegos de iniciadores para la amplificacion de
TriMV detallados en la Tabla 4.1. Se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR para
amplificar los fragmentos del TriMV de diferentes tamafios segun los iniciadores
correspondientes. Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa 1.5% con
tampon TAE. Ademas, se usaron iniciadores (RBCL-C705, RBCL-H535) que amplifican
un fragmento de 171 pb, correspondiente a la subunidad mayor de ribulosa bisfosfato
carboxi oxigenasa (RubiscolL), empleada como control interno de planta (Nassuth et al.,
2000). También, se usaron iniciadores para WSMV como control de la calidad de RNA
para la amplificacion de un virus vegetal en la misma muestra. Fue utilizado un control
positivo para TriMV, otorgado por el Dr. Francisco M. Ochoa Corona, del Department of
Entomology & Plant Pathology, Oklahoma State University. Dicho control consistié en un
plasmido con un fragmento inserto correspondiente a la secuencia parcial de la proteina
P1, a partir de la cual fueron disefiados los iniciadores TriMV-F1APC y TriMV-R1APC
(Caasi et al., 2013).

Tabla 4.1. Iniciadores utilizados para la amplificacién de Triticum mosaic virus (TriMV),
Wheat streak mosaic virus (WSMV) y un control interno de planta.

Nombre Proteina Tamafo
Iniciador Secuencia donde de banda Referencia
hibrida (pb)
TriMV-F CAGTTAATGATGGATTCACG Ryba-White et
HC-Pro 138
TriMV-R GGGTGTTAAATTCAACCATT al. 2009
TriMVcp-F AATCTGGTGTTGTTAAGGATC John Fellers
CcP 844 ]
TriMVcp-R GACACGTGTACGACCATAA (no publicado)
TriMV-F1APC AACACAACGCACGACTTTCT Caasi et al.
P1 122
THMV-R1APC GCAACCCATTCCTTCTTCC 2013
WSMV-F CAATCTAATAACGTATCTGTCATGGC CP Myslik et al.
540
WSMV-R CATAATGGCTCGAAGTGATGGC CP 2001
RBCL-H535 CTTTCCAAGGCCCGCCTCA Nassuth et al.
171
RBCL-C705 CATCATCTTTGGTAAAATCAAGTCCA 2000
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RESULTADOS

En la Tabla 4.2 se muestran los resultados obtenidos mediante analisis serolégicos.
De 24 muestras analizadas, 13 resultaron positivas para TriMV, lo cual representa un 54%
de muestras co-infectados con WSMV y TriMV. Respecto a las muestras de campo
recolectadas en la campafia 2012 al sureste de la provincia de Cordoba (muestras N°10 a
14, Tabla 4.2), donde se registré una epifitia de WSMV con lotes de hasta 100% de
incidencia y con presentacion de sintomatologia muy severa, resultaron estar infectadas
con TriMV. Las demas muestras de campo positivas fueron las provenientes de Salguero
(aislado WSMV09 de 2009) y Las Perdices (aislado WSMV12 de 2011) de la provincia de
Cordoba, de 25 de Mayo (aislado WSMVO01 de 2009) de la provincia de Buenos Aires, y
de Parana (aislado WSMV03 de 2009) de la provincia de Entre Rios.

En relacion a la transmision mecénica de TriMV a partir de plantas
fehacientemente enfermas para lograr obtener material vegetal fresco, de las 29 plantas
trasmitidas con la muestra N°8 (Tandil, Premiun 11), 8 presentaron sintomas acentuados
de mosaico y estriado en las hojas. Las tres plantas seleccionadas por su sintomatologia
mas severa y analizadas resultaron serolégicamente positivas para TriMV, logrando asi
transmitir mecénicamente el virus al cultivar Baguette Premium 11 (Muestra N°9, 10 y 11,
Tabla 4.3).

Respecto a los resultados obtenidos mediante métodos moleculares (Tabla 4.3), no
se logré la deteccion de TriMV utilizando tres iniciadores diferentes en las condiciones
aqui empleadas, a pesar de resultar serologicamente positivas las muestras estudiadas. Sin
embargo, se logré amplificar la banda esperada correspondiente a la subunidad mayor de
ribulosa bisfosfato carboxi oxigenasa (RubiscolL) utilizada como control interno de planta,
y en los casos que no se realizo este control, se obtuvo amplificacién para WSMV
indicando que la calidad de los RNA utilizados fueron adecuados y que no hubo presencia
de inhibidores. Ademas, se logr6 amplificar el control positivo de TriMV cuando fue
utilizado el iniciador correspondiente a dicho control. Respecto a la transmision de TriMV

mediante el acaro vector, si bien, las plantas de trigo sobre las cuales se mantuvieron
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colonias de &caros transmitiendo WSMYV resultaron serol6gicamente positivas para TriMV
(Muestras N°12 a 15), no fue posible la amplificacion de bandas a partir de ellas.
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Tabla 4.2. Muestras de trigo y Triticale analizadas para Triticum mosaic virus mediante métodos seroldgicos.

Ne Muestra ID Fuente TriMV WSMV
1 Colonia Caroya. Escorpion 2002  Campo Negativo. Suero Price Positivo
2 Marcos Juarez 2002 Campo Negativo. Suero Price Positivo
3 Jesus Maria WSMV Campo Negativo. Suero Price Positivo
4 Marcos Juarez 2006 Campo Negativo. Suero Price Positivo
5 Venado Tuerto Campo Negativo. Suero Price Positivo
6 G. Montaner La Fe Ing Quatrocho Campo Negativo. Suero Price Positivo
7 Miramar TE 2009 Campo Negativo. Suero Price Positivo
8 Tandil Premmm 11,2009 Campo Positivo 1A1r.1,4. Suero Price  Positivo
9 Buenos Aires. Miramar 2009 Campo Negativo. Suero Price Positivo
10 M 1: Corral de Bustos 2012 Campo Positivo Ar:1.7. Suero Agdia  Positivo
11 M 2: Leones 2012. Bicinta 3005 Campo Positivo Ar:2 9. Suero Agdia Positivo
12 M 3: Monte Buey, B 17 J1, 2012 Campo Positivo Ar:1.7. Suero Agdia  Positivo
13 M 4: Monte Buey, B 17J2.2012 Campo Positivo Ar:3.1. Suero Agdia  Positivo
14 M 5: Monte Buey, B 11, 2012 Campo Positivo Ar:2 3. Suero Agdia Positivo
15 Aislado WSMV 02 Campo Negativo. Suero Agdia Positivo
16 Aislado WSMV03 Campo Positivo Ar:1.5. Suero Agdia  Positivo
17 Aislado WSMV 05 Campo Negativo. Suero Agdia Positivo
18 Aislado WSMV 09 Campo Positivo Ar:1.3. Suero Agdia  Positivo
19 Aislado WSMV 12 (Triticale) Campo Positivo Ar:1.1. Suero Agdia  Positivo
20 Aislado WSMV 01 Campo Positivo Ar:1 4. Suero Agdia  Positivo
21 Aislado WSMV 11 Campo Negativo. Suero Agdia Positivo

22 M 9, KS93WGR C27/P.Super
23 M 42, TBIO Pionero
24 M 43, Baqueano

Ensayo campo con vector + WSMV y TriMV Positivo Ar:2 3. Suero Tatineni Positivo
Ensayo campo con vector + WSMV v TriMV Positivo Ar:1 5. Suero Tatineni Positivo
Ensayo campo con vector + WSMV y TriMV Positivo Ar:1.8. Suero Tatineni Positivo

Ar: Absorbancia relativa [Absorbancia de planta analizada/(Absorbancia de planta sana promedio + 3 desvios estandar)].
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Tabla 4.3. Muestras de trigo y Triticale analizadas para Triticum mosaic virus mediante métodos moleculares.

Ne Muestra ID Fuente ELISA RT-PCR
TriMV WSMV
Nombre imciador
TeriMVep-  TriMV-

TriMV TAMVETri FTriMVep- FIAPCTri Comtrol= VoV

MVR R MWRIAPC TriMv FWMVR

1 M4:Monte Buey.B1772.2012 Campo -80°C Positivo Ar3 1. Suero Agdia Negativo Negativo nr nr Negativo
2 M35:Monte Buey.B11.2012 Campo -80°C Positivo Ar:2.3. Suero Agdia Negativo Negativo nr nr Positivo
3 Aislado WSMV03 Campo -80°C Posttivo Ar:1.5. Suero Agdia Negativo Negativo nr nr Posifivo
4 Aislado WSMV09 Campo -80°C Positivo Ar:1.3. Suero Agdia Negativo Negativo nr nr Positivo
5 Aislado WSMV 12 (Triticale) Campo -80°C Posttivo Ar:1.1. Suero Agdia Negativo Negativo nr nr Posifivo
6 MOKSO3WGRC27/P.Super Ensayo campo c/vector + WSMV yTriMV  Posttivo Ar:2.3. Suero Tatineni *nr nr Negativo Posittvo Positivo
7 MA42:.TBIO Pionero Ensayo campo c/vector - WSMVyIriMV Posttivo Ar:1.5. Suero Tatineni nr nr Negativo Positivo Posifivo
8§ M43:Baqueano Ensayo campo c/vector + WSMV yIriMV Posttivo Ar:1.8. Suero Tatineni nr nr Negativo Posittvo Posifivo
9 M3:Baguette 11 TMconN®§ +WSMV y TriMV Positivo Ar:3.6. Suero Price Negativo Negativo nr nr Posifivo

10 M12:Baguette 11 TMconN®8 + WSMV y TriMV Posttivo Ar:1.3. Suero Price Negativo Negativo nr nr Negativo
11 M25:Baguette 11 TMconN®8 + WEMV y TnMV Positivo Ar:1.1. Suero Price Negativo Negativo nr nr Positivo
12 Ml:Inoculo Monte Buey 2012.1 Colonia acaros infectadas con WSMV Positivo Ar4.7. Suero Tatineni nr nr Negativo Positivo Posifivo
13 M2Inoculo Monte Buey 2012.2 Colonia acaros infectadas con WSMV Posttivo Ar:2.7. Suero Tatineni nr nr Negativo Positivo Positivo
14 M3:Inoculo Marcos Juarez 2013.1 Colonia acaros infectadas con WSMV Posttivo Ar:3.5. Suero Tatineni nr nr Negativo Positivo Posifivo
15 Md4:Inoculo Marcos Juarez 2013.2  Colonia acaros infectadas con WSMV Posttivo Ar:25. Suero Tatineni 1nr nr Negativo Positivo Posifivo

TM: transmisién mecénica; “Ar: Absorbancia relativa [Absorbancia de planta analizada/(Absorbancia de planta sana promedio + 3 desvios estandar)]; °nr: no

realizado.
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DISCUSION

Fue detectado TriMV en muestras de trigo y una de Triticale, provenientes de
campo de diferentes localidades de la region triguera argentina mediante métodos
seroldgicos. Las muestras de trigo de la region del departamento Marcos Juérez de la
provincia de Cordoba recolectadas en 2012, donde se registrd una sintomatologia muy
severa y altos niveles de incidencia de virosis, resultaron positivas para TriMV. Debido a
que dichas plantas también estaban infectadas con WSMV y HPWMoV (Alemandri et al.,
2013), la severidad particularmente observada en esa zona en 2012, pudo deberse a la
presencia de los tres virus. Se ha demostrado que infecciones mixtas de WSMV y TriMV
cobran importancia debido a que estos virus exhiben sinergismo cuando coinfectan el
cultivo de trigo. Dicho sinergismo se presenta mediante un aumento en los titulos de
ambos virus, una mayor expresion de sintomas y un aumento en la pérdida de rendimiento
(Tatineni et al., 2010; Byamukama et al., 2012). Respecto a la interaccion de WSMV con
HPWMoV, es escaso lo que se conoce, debido a que HPWMoV no se transmite
mecanicamente y es necesario utilizar A. tosichella como vector, lo cual hace mas
dificultoso los estudios de este virus en forma aislada. No obstante, se reconocieron
sintomas mas severos en plantas infectadas con estos dos virus en observaciones a campo e
inverniculo (Mahmood et al., 1998; Skare et al., 2006; Truol, 2009). El 54% de las
muestras positivas para WSMV que se analizaron en este estudio, también estaban
infectadas con TriMV. Estos resultados concuerdan con estudios previos realizados en
EEUU, donde generalmente las muestras positivas para TriMV estaban coninfectadas con
WSMV (Byamukama et al., 2013).

Probablemente, TriMV esté presente en nuestro pais desde, aproximadamente siete
afos, en tres provincias argentinas, ya que las muestras recolectadas a campo en 2009 en
Salguero (Cordoba), Parana (Entre Rios) y 25 de Mayo (Buenos Aires) resultaron positivas

para esta virosis.

Respecto a la transmision por vector, los acaros originarios de las localidades de
Monte Buey y Marcos Juarez serian capaces de transmitir TriMV, ya que las plantas
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recolectadas de las colonias de eriofidos correspondientes a cada localidad resultaron
también estar infectadas con dicho virus. De esta manera se logré la transmision de TriMV

mediante su vector A. tosichella bajo condiciones controladas.

Todas las muestras que resultaron positivas para TriMV en este estudio fueron
analizadas mediante técnicas seroldgicas. Sin embrago, no se logré la identificacion
molecular. Los resultados obtenidos con los controles positivos y negativos en los analisis
de ELISA y RT-PCR manifestaron la correcta ejecucion de las dos técnicas empleadas.
Por otra parte, se descarta la posibilidad de reaccion cruzada con el suero Tatineni por
tratarse de anticuerpos obtenidos mediante la expresion de proteina recombinante.
Asimismo, los otros dos sueros empleados tampoco presentarian reaccion cruzada con
WSMV, ya que el 46% de las muestras enfermas con WSMV resultaron negativas para
TriMV (Tabla 4.2). Una de las causas que podrian explicar estos resultados es que TriMV
se encuentre en muy baja concentracion en las muestras. También, el disefio de los
iniciadores utilizados podria ser no adecuado para la deteccion de aislados de TriMV de
Argentina. Con el fin de confirmar los resultados obtenidos por serologia, se realizaron en
este estudio nuevas reacciones de RT-PCR con modificaciones empleando los iniciadores
correspondientes al control positivo de TriMV, presumiendo una muy baja concentracion
viral. Las mismas implicaron, extender el tiempo de incubacién durante la transcripcion
reversa, asi como también incrementar (duplicar y triplicar) el volumen de cDNA para
entrar a la reaccion de PCR. A pesar de las modificaciones realizadas, no se logré la
deteccion molecular de TriMV en las muestras analizadas. Se deberd continuar con las
modificaciones y ajustes necesarios en las reacciones de RT-PCR para poder amplificar
este virus. Entre otras cosas, se podra implementar la técnica de PCR anidada, una variante
de la PCR convencional, la cual comprende dos amplificaciones con distintos pares de
iniciadores con el fin de incrementar la sensibilidad en la deteccion, asi como también se

podran disefar iniciadores degenerados para lograr amplificacion y luego secuenciacion.

La deteccion de TriMV en nuestro pais hace mas compleja la comprension de la

ocurrencia de la enfermedad del mosaico estriado en el cultivo de trigo, implicando nuevos
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desafios para el establecimiento de medidas de manejo para este patosistema, sefialando a

su vez la necesidad de su incorporacién en los planes de mejoramiento.

CONCLUSIONES

Triticum mosaic virus (TriMV) estd presente en Argentina, por lo que la
enfermedad del mosaico estriado esta compuesta por el complejo viral conformado por
WSMV-HPWMoV-TriMV.
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CAPITULO 5

DETERMINACION DE LAS ESPECIES DE ACAROS ERIOFIDOS EN TRIGO Y
CEREALES Y MALEZAS ALEDANAS

INTRODUCCION

La importancia econdmica de los acaros eriofidos, fitéfagos obligados, (Acari:
Eriophyoidea) estd aumentando en todo el mundo (Skoracka et al., 2012). Un gran nimero
de especies ha logrado establecerse como plagas para ciertos cultivos y muchas otras
representan una amenaza cuarentenaria para varios paises (Duso et al., 2010). Algunas de
las caracteristicas de estas especies de eriofidos tales como son su tamafio pequefio, su
simplicidad estructural y su limitado nimero de rasgos caracteristicos llevan con
frecuencia a diagnosticos erréneos los que pueden afectar tanto la sistematica de este
grupo, asi como también a las estrategias agricolas de manejo y de mitigacion de riesgo
(Lindquist et al., 1996; Skoracka et al., 2012).

Las estimaciones sugieren que s6lo menos del 8% de los eridéfidos se han descripto
(Amrine et al., 2003). Al presente, la taxonomia de los Eriophyoidea se basa en rasgos
morfologicos (referidos a idiosoma, gnatosoma, escudo prodorsal, l6bulo frontal, patas,
region coxisternal, genitalia, opisthosoma, setas, etc.) (Lindquist et al., 1996). Sin
embargo, se estan empleando otros métodos como los basados en comportamiento y
principalmente los genéticos para la clasificacion taxonomica de este grupo. Los métodos
moleculares han comenzado a utilizarse en la sistematica de los eridfidos hace
aproximadamente unos 15 afios, los cuales han proporcionado avances significativos para
abordar cuestiones fundamentales sobre la biologia de los mismos. Mediante estos
métodos se lograron aclarar dudas sobre sindnimos, probar hipotesis de especies cripticas,
examinar ocurrencia de biotipos, asi como también entender patrones de colonizacion de
especies invasoras (Navajas y Navia, 2010). Se ha demostrado la importancia del empleo

de mas de un locus en los estudios moleculares de eriofidos, complementando informacion
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obtenida mediante secuencias tanto nucleares como mitocondriales, implicando diferentes
niveles taxondmicos. Las regiones nucleares empleadas en investigaciones con eriofidos
incluyen los espaciadores transcriptos internos (ITS, Internal Transcribed Spacer) del DNA
ribosomal nuclear (rDNA) y genes asociados (18S, 5.8 y 28S); la regién D2 (region
divergente 2) de la subunidad mayor del rDNA; y la region ANT (Adenine Nucleotide
Translocase). Entre los genes mitocondriales utilizados se destacan la subunidad menor
ribosomal 16S del DNA mitocondrial (mtDNA) y el gen mitocondrial citocromo c oxidasa
subunidad 1 (COI) (Navia et al., 2005; Carew et al., 2009; Skoracka y Dabert 2010;
Skoracka et al., 2012; Miller et al., 2013).

Respecto a los acaros eriofidos en gramineas en América del Sur, su conocimiento
es escaso. Solo ocho especies pertenecientes a los géneros Aceria, Abacarus, Catarhinus y
Schizacea han sido descritas o reportadas en el continente. Los géneros Aceria y Abacarus
estan reportados en el cultivo de trigo y asociados a la transmisién de virus (Keifer 1959,
1976, 1977, 1978; Flechtmann y Aranda 1970; Flechtmann 2000; Navia et al., 2006;
Pereira et al,. 2009; Castiglioni y Navia 2010). En Argentina, el Gnico eriéfido descrito
que afecta gramineas es Aceria tosichella. A partir de la primera deteccion del WSMV en
nuestro pais en el afio 2002, se comenzd con la blusqueda de su &caro vector en cultivos de
trigo. Como ocurre generalmente con los eri6fidos, por su dificultad en detectarlos se logro
identificarlo recién dos afios después cuando se analizaron muestras de trigo con sintomas
e infectadas con WSMV, provenientes de la localidad de Azul, provincia de Buenos Aires.
Las muestras fueron sometidas a una inspeccion acaroldgica mediante un método de
lavado, logrando obtener adultos eriofidos los cuales fueron identificados como A.
tosichella por Navia y col. (2006).

Anteriormente, se reconocia taxonomicamente a A. tosichella como una simple
especie. Sin embargo, ciertas caracteristicas llevaron a pensar que en realidad podria
tratarse de un complejo de especies cripticas. Entre las particulares de este eriéfido que
fomentaron dicho supuesto fue su elevado nuimero de plantas hospedantes. Fueron
registradas aproximadamente 90 especies en 48 géneros de Poaceae como hospedantes,

posicionando de esta manera a A. tosichella como una excepcion entre los eriofidos en esta
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caracteristica (Amrine, 2003; Navia et al., 2013). Por otra parte, estudios sobre resistencia
de trigo a este acaro y la capacidad del mismo para transmitir virus evidenciaron la
existencia de diferentes cepas de A. tosichella. En EEUU observaron que diferentes
poblaciones de A. tosichella (de Kansas, Nebraska, Montana, Alberta, South Dakota y
Texas) variaron en su comportamiento frente a diferentes fuentes de resistencia (Harvey et
al., 1995; Harvey et al., 1999). Estudios posteriores mostraron distintas respuestas de esas
mismas poblaciones a numerosas lineas de Aegilops tauschii, especie importante en
estudios de mejoramiento genético del trigo (Malik et al., 2003). También, se ha
demostrado que diferentes cepas de A. tosichella variaron en su capacidad para transmitir
WSMV vy High Plains wheat mosaic virus (HPWMoV) (Seifers et al., 2002).
Investigadores australianos demostraron, mediante marcadores moleculares, que A.
tosichella en ese pais consiste de al menos dos linajes, llamados WCM1 y WCM2, los
cuales podrian representar diferentes especies, aunque estrechamente relacionadas (Carew
et al., 2009). Asimismo, el mismo grupo de investigacion mostrd que solo uno de los dos
linajes (WCM2) logré transmitir WSMV en condiciones controladas de laboratorio
(Schiffer et al., 2009). Posteriormente, investigadores estadounidenses separaron mediante
técnicas moleculares, cinco colonias de acaros provenientes de diferentes estados de su
pais en dos grupos genéticos diferentes (Type 1y Type 2), los cuales se correspondieron a
los dos descritos por los australianos (Hein et al., 2012).

Recientemente, se realizaron dos importantes estudios sobre la caracterizacion
molecular y morfoldgica de poblaciones de A. tosichella involucrando acaros de diferentes
continentes (Skoracka et al., 2012; Miller et al., 2013). En el trabajo de Skoracka y col.
(2012), se analizaron poblaciones de cinco paises, Australia, Francia, Polonia y América
del Sur, incluyendo Argentina y Brasil. En Miller y col. (2013) se amplié la colaboracion
con investigadores de EEUU y Europa, involucrando a Siria, Turquia y EEUU, ademas de
los cinco paises mencionados anteriormente. En ambos trabajos se encontrd que los
analisis moleculares, utilizando marcadores independientes (nucleares y mitocondriales)
no soportaron la monofilia de las poblaciones de A. tosichella estudiadas. Se definieron
linajes, indistinguibles morfolégicamente, cuyos niveles de divergencia interespecifica

permitieron considerar a A. tosichella formando parte de un complejo de especies cripticas
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reafirmando de esta manera lo que se hipotetizaba en un comienzo. Ademas, Aceria
tulipae, reconocida como una especie biolégicamente distinta, se posiciono
filogenéticamente en medio de las poblaciones de A. tosichella, agrupadas éstas en dos
grupos claramente definidos. Dos de las especies o linajes descritos fueron encontradas en
trigo tanto en Argentina, como en Brasil. Que una especie plaga en un cultivo
econdmicamente importante estd conformando un complejo de especies cripticas puede
tener implicancias enormes para su control (Bickford et al., 2007). Las especies que
conforman un complejo pueden diferir en caracteristicas biologicas y ecologicas, como por
ejemplo, el rango de hospedantes, capacidad de transmitir patdgenos, resistencia a
pesticidas y su potencial de invasion (Perring, 2001; Dres y Mallet 2002; Bickford et al.,
2007).

El manejo del patosistema WSMV-A. tosichella esta enfocado principalmente en la
prevencion mediante practicas culturales y utilizacion de materiales resistentes o
tolerantes. Se ha demostrado que una de las practicas mas importantes es el control de los
Ilamados puentes verdes, hospedantes alternativos reservorios del virus y vector. Resulta
importante interrumpir el ciclo de vida de A. tosichella para reducir el potencial de
propagacion del virus destruyendo plantas de cereales voluntarias y malezas hospedantes
que actian como puentes verdes (Navia et al., 2013). Se conoce que A. tosichella puede
sobrevivir sin alimentos ni agua durante sélo 8 horas a 24°C y 30-40 horas a 3°C, lo cual
indica su debilidad contra la deshidratacién (Jeppson et al., 1975). Es necesario conocer
los hospedantes donde sobreviven los &caros y el virus durante el periodo que no se
encuentra el cultivo de trigo implantado, para predecir la epidemiologia del patdgeno y

elaborar estrategias de control mas eficaces (Navia et al., 2013).

Con el fin de investigar en mas detalle la variabilidad de A. tosichella en Argentina
y considerando que identificaciones inadecuadas conlleva a seleccionar estrategias de
control ineficaces para este patosistema, el objetivo del presente capitulo fue determinar
las especies cripticas de A. tosichella y las especies de acaros eridfidos presentes en

cereales y malezas aledarias al cultivo de trigo por su rol como puentes verdes.
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MATERIALES Y METODOS

Determinacion de las especies cripticas de Aceria tosichella provenientes de las
mismas muestras de trigo utilizadas para caracterizar la diversidad del WSMV
(Capitulos 2y 3)

Obtencion de poblaciones de Aceria tosichella provenientes de trigo de diferentes regiones

trigueras argentinas.

A partir de los muestreos dirigidos descritos en el Capitulo 2 para la obtencién de
aislamientos del WSMV de trigo y hospedantes alternativos de diferentes regiones de
Argentina se establecieron poblaciones de acaros. Para ello, se colocaron hojas infectadas
(confirmado mediante DAS-ELISA con antisueros especificos para WSMV, Agdia Inc.,
USA) provenientes de campo en macetas con plantas de trigo cultivar Biointa 3005
asintomaticas recién emergidas. Estas hojas infectadas corresponden a las mismas plantas
donde se realiz6 la extraccion de RNA total para obtener los aislados del virus descritos y
estudiados en el Capitulo 2 de esta Tesis. Estas fueron mantenidas en sala de cria bajo
condiciones de 25 + 3 °C y fotoperiodo de 16 hs. de luz, hasta la aparicién de sintomas
(enrollado de hojas) que evidenciaron el establecimiento de la colonia (aproximadamente
15 dias). Los adultos de A. tosichella fueron recogidos bajo lupa y preservados en etanol

100% para los andlisis moleculares.

Extraccion de DNA

Con el fin de corroborar una adecuada extraccion de DNA y amplificacion de las
regiones estudiadas utilizando un solo acaro por tubo, se realizo la extraccion de DNA en
forma individual y utilizando grupos de 10 y 25 &caros. La extraccion de DNA se realizo
mediante el método de Chelex (Carew et al., 2004). Para realizar la molienda de los acaros

se utilizaron tips modificados.
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Amplificacidn y secuenciacion

Se realiz6 PCR con iniciadores especificos para amplificar dos regiones genomicas
independientes (una mitocondrial y otra nuclear), la subunidad menor ribosomal 16S del
mtDNA y una regién de los espaciadores transciptos internos (ITS) del rDNA. La
metodologia empleada fue similar a la utilizada por Navia y col. (2005) en estudios
realizados con Aceria guerreronis Keifer. La amplificacion a través de PCR de la region
ITS fue realizada utilizando iniciadores localizados respectivamente en la extremidad 3’ de
18rDNA y en la 5' de 28S, para amplificar un fragmento de 987 pb. El fragmento 16S de
400 pb fue amplificado utilizando los iniciadores LR-J 12887F y 16SWCMR. Reacciones
de PCR fueron realizadas para cada muestra de DNA y los productos de éstas fueron
reunidos y purificados utilizandose el kit QIAquick PCR® (Qiagen). Los productos fueron
secuenciados directamente en ambas direcciones utilizando un secuenciador automatico
ABI 3130XL (Applied Biosystems).

Analisis filogenéticos

Para los anélisis filogenéticos se utilizaron las secuencias generadas en este estudio
y las correspondientes a ITS y 16S de poblaciones de A. tosichella de Australia, EEUU,
Polonia, Brasil y Argentina, disponibles en GenBank y descritas en estudios previos (Hein
et al., 2012; Skoracka et al., 2012; Miller et al., 2013). Se utilizaron como outgroup
secuencias correspondientes a A. tulipae, A. eximia, A. guerreronis y cuatro especies del
género Cecidophyopsis. No se incorporaron secuencias de otras especies de Aculodes ya
gue no se encontraron disponibles al momento de realizar este estudio. Para el analisis del
ITS se utiliz6 un fragmento menor al secuenciado, de 348 pb para poder incorporar al
estudio las secuencias reportadas pero incompletas de Australia y EEUU. El estudio
comprendié un total de 95 y 87 secuencias ITS1 y 16S respectivamente. Las mismas
fueron alineadas utilizando el programa de alineamiento multiple ClustalW (Thompson et
al., 1994) implementado en Bioedit ver. 7.0.4 (Hall, 1999). Se empleé DnaSP v5 para la
determinacion del nimero de haplotipos. El andlisis filogenético fue realizado con los

haplotipos encontrados y mediante la utilizacion del programa MEGA ver. 5, con el
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algoritmo de Neighbor Joining (NJ). Fueron empleados los modelos Maximum Composite
Likelihood y Tamura-Nei para ITS y 16S respectivamente, tal como lo indicd el analisis de

busqueda del mejor modelo implementado en MEGA ver. 5.

Identificacion de especies de eriofidos en cereales y malezas aledafias en la zona de
Mar y Sierra de la provincia de Buenos Aires, por su posible rol como puentes verdes

Muestreo

Se realiz6 un muestreo en la Zona de Mar y Sierra en noviembre de 2013,
especificamente en las localidades de Azul y Loberias. Fue seleccionada esta zona de
muestreo debido a que solamente en la localidad de Azul fueron identificados, en estudios
previos, los dos linajes de A. tosichella descritos en Argentina (Skoracka et al., 2012;
Miller et al., 2013). Se recolectaron plantas de trigo, avena, maiz, ryegrass y diferentes

malezas, las cuales se detallan en las Tablas 5.2, 5.3 y 5.4.

Recoleccidn de dcaros mediante un método de lavado

Las plantas recolectadas fueron lavadas segln el método descrito por Bianchin y

col. (2010), para la recoleccién de los eriofidos.

Identificacién morfolégica

Los acaros recolectados fueron montados en medio Berlese modificado (Amrine y
Manson, 1996). Las laminas fueron cubiertas con cubreobjetos y llevadas a una estufa a
55°C durante 7 dias para su secado. Una vez transcurrido el periodo de secado, las laminas
fueron enviadas a Embrapa Recursos Genéticos y Biotecnologia, Brasilia, Brasil para su

identificacion morfoldgica (Dra. Denise Navia).
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Extraccion de DNA, amplificacion, secuenciacion y andlisis filogenéticos

Fueron empleadas las mismas condiciones descritas anteriormente para la
determinacion de las especies cripticas de A. tosichella. Se analizaron molecularmente
solamente acaros correspondientes a las muestras N° 15 y 26, ya que no se contd con
material suficiente para el resto de las muestras (Tablas 5.2, 5.3 y 5.4).

Identificacidon de especie de eriofido en Stipa sp. en la subregion triguera 1V, por su

posible rol como puente verde

Muestreo

Se colectaron &caros eriéfidos sobre Stipa sp. en bordes de cultivos de trigo
infectados con WSMV y HPWMoV en la localidad de Necochea, provincia de Buenos
Aires (38° 4510 S; 58° 4525 W), en el mes de enero de 2012. Dicha recoleccion,
formo parte de prospecciones de acaros eriofidos en gramineas realizadas en Argentina,
Ilevadas a cabo en investigaciones conjuntas con otro grupo de trabajo, con el objetivo de
determinar el rango de hospedantes de A. tosichella. Los acaros fueron conservados en
alcohol 96% hasta la realizacion de los preparados, para su caracterizacién taxonémica, y

la extraccion de DNA para los estudios moleculares.

Identificacién morfolégica

Los acaros fueron montados en medio Berlese modificado (Amrine y Manson,
1996). Se realizaron mediciones y captura de imagenes utilizando un microscopio 6ptico
de contraste de fase y de interferencia diferencial (DIC) (Nikon Eclipse 80i), con camara
clara acoplada a una camara digital con objetivo de 100x. Se elabord su descripcion,
utilizando la terminologia de Lindquist (1996). Se midieron 70 estructuras morfoldgicas de
10 hembras y un macho. Las medidas se tomaron en objetivo 100x y fueron presentadas en
micrometros (um) (Anexo Il). Se elaboraron disefios de aspecto dorsal, ventral, lateral,

patas, genitalia, empodio y detalles de otros caracteres importantes para el diagnéstico. En
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la descripcion de la hembra, cada medida del holotipo precede al rango correspondiente a
los paratipos. No se pudieron tomar algunas mediciones de paratipos debido a la posicion
en la que se montaron los especimenes. El recuento de los anillos opisthosomales ventrales
comenz6 desde el primer anillo completo detras de los genitales. Los anillos opistosomales
dorsales se contaron desde el primer anillo anular completo detras de la mitad del borde
posterior del escudo prodoral. Cuando no se presentd la longitud de los estiletes
quelicerales, significa que no fue posible medir este caracter, ya que estaba inmerso con
otras estructuras gnatosomales. Las mediciones se realizaron segun de Lillo y col. (2010),
excepto por lo siguiente: (1) la longitud del cuerpo, la cual se midié desde la punta del
I6bulo frontal hasta el extremo final del 16bulo anal, sin considerar los pedipalpos; (2) la
medida del espacio de los tubérculos (distancia entre los tubérculos), no la distancia de las
setas sc; (3) longitud de empodio, la cual incluye su porcién basal insertada en el tarso. No
se encontraron etapas inmaduras y solo se encontrd y estudié un macho. Los genitales
internos femeninos no fueron visibles en los especimenes estudiados. Los especimenes
tipo se depositaron montados en diapositivas en colecciones de acaros en Embrapa
Recursos Genéticos y Biotecnologia, Brasilia, Brasil, y en el Departamento de
Entomologia, Fitopatologia y Zoologia Agricola, de la Escuela Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz (ESALQ), de la Universidad de Sao Paulo, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

Extraccion de DNA, amplificacion, secuenciacién y analisis filogenéticos

Fueron empleadas las mismas condiciones descritas anteriormente para la

determinacion de las especies cripticas de A. tosichella.
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RESULTADOS

Determinacion de las especies cripticas de Aceria tosichella provenientes de las
mismas muestras de trigo utilizadas para caracterizar la diversidad del WSMV
(Capitulos 2y 3)

Obtencion de poblaciones de Aceria tosichella provenientes de trigo de diferentes regiones

trigueras argentinas.

Se establecieron 10 poblaciones de acaros eriofidos a partir de los muestreos
dirigidos, provenientes de diferentes regiones trigueras argentinas, descritos en el Capitulo
2. No se logro establecer colonias a partir de las muestras de Digitaria sanguinalis, Avena

fatua y Triticale, por lo que no fue posible analizarlas molecularmente (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Poblaciones de acaros establecidas a partir de los muestreos dirigidos
provenientes de diferentes regiones trigueras argentinas.

Aislamiento Afio  Provincia Localidad  Hospedante zopla0|on ITS 16S
e acaros
WSMVO01 2009 Buenos Aires 25 de Mayo Trigo Si No No
WSMV02 2009 Buenos Aires Energia Trigo Si Si Si
WSMV03 2009 Entre Rios Parana Trigo Si Si  Si
WSMV04 2009 Cordoba Manfredi Trigo Si Si Si
WSMVO05 2009 Buenos Aires  Bordenave Trigo Si Si  Si
WSMV06 2009 Cordoba Marcos Juarez D|g|t_ar|q No No No
sanguinalis

WSMV07 2009 Buenos Aires Tandil Trigo Si Si Si
WSMVO08 2009 Buenos Aires Mig’;flr:éa Trigo S o
WSMV09 2009  Coérdoba Salguero Trigo Si Si Si
WSMV10 2010 Buenos Aires Necochea Trigo Si Si  Si
WSMV11 2010 Buenos Aires Necochea Avena fatua No No No
WSMV12 2011 Cérdoba Las Perdices Triticale No No No
WSMV13 2010 Cordoba Marcos Juarez Trigo Si Si Si
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Identificacion molecular de las especies cripticas de Aceria tosichella provenientes de las
mismas muestras de trigo utilizadas para caracterizar la diversidad del WSMV, de
eriofidos en cultivos y especies aledafias en la zona de Mar y Sierra, y de eriéfido en Stipa

sp. en la subregion triguera IV, por su rol como puentes verdes

Se corroboré una adecuada extraccion de DNA y amplificacion de la region ITS y
16S utilizando un solo acaro por tubo, asi como también con grupos de 10 y 25 4caros. En
todos los casos, se obtuvo la banda esperada de 987 pb y 400 pb para ITS y 16S
respectivamente (Fig. 5.1). Por consiguiente, se realizé la extraccion de DNA en forma

individual para los &caros recolectados de las colonias establecidas.

N° acaros N° acaros
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Fig. 5.1. Productos de PCR correspondientes a la amplificacion de la regiéon ITS y 16S
empleando DNA de éacaros obtenido en forma individual y utilizando grupos de 10 y 25
acaros.

Se logro la amplificacion de las regiones ITS y 16S para 9 de las 10 colonias de A.
tosichella establecidas. Del mismo modo, se logré la amplificacion de ambas regiones para
los eridfidos A. tulipa, los obtenidos mediante el método de lavado en la zona de Mar y
Sierra, asi como también los recolectados en Stipa sp. (Tablas 5.2, 5.3 y 5.4). Por el
contrario, no se logroé la amplificacion de una sola banda a partir del DNA de los &caros de
la poblacion de 25 de Mayo (Tabla 5.1). De esta manera, se obtuvieron 34 secuencias de
ITS, de las cuales corresponden 24 a A. tosichella, 3 a A. tulipae, 4 a Abacarus spy 3 a
Aculodes stipacolus. Asimismo, se obtuvieron 32 secuencias 16S, de las cuales

corresponden 25 a A. tosichella, 2 a A. tulipae, 2 a Abacarus sp. y 3 a A. stipacolus.
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Para la totalidad de secuencias estudiadas, se determinaron 17 y 20 haplotipos
correspondientes a ITS1 y 16S respectivamente, comprendiendo el género Aceria y los
demas. Todas las secuencias ITS1 de A. tosichella aqui generadas correspondieron a un
haplotipo ya descrito. Las mismas estan incluidas en JF960148 Atosichella. WCM-2 x41
(ARG-BR-AUST-POL-USA), comprendidas en uno de los dos grupos filogenéticos
obtenidos para A. tosichella (circulo rojo en Fig. 5.2). Por otra parte, las secuencias ITS1
de los acaros provenientes de la Zona de Mar y Sierra (descrito mas adelante como
Abacarus sp.) resultaron en dos haplotipos. Uno de ellos incluye a las muestras n° 15y 26,
recolectadas sobre Festuca y Phalaris respectivamente (Tablas 5.3 y 5.4); mientras que el
otro haplotipo incluye solamente eriofidos recolectados en Phalaris. Este dltimo grupo de
secuencias (Abacarus sp.), resultdé en un grupo filogenético definido y marcadamente
separado del género Aceria. Las secuencias ITS1 correspondientes a los acaros eriofidos
recolectados sobre Stipa (descrito mas adelante como A. stipacolus) resultaron en un
mismo haplotipo, y del mismo modo que los acaros de la zona de Mar y Sierra, en un

grupo filogenético definido y marcadamente separado del género Aceria (Fig. 5.2).

Por otra parte, en la Fig. 5.3 se presenta el arbol filogenético obtenido para la
region 16S. En el mismo se puede observar dos grupos para A. tosichella, de la misma
manera que lo obtenido para ITS1 (en azul y rojo Fig. 5.3). Todas las secuencias generadas
en este estudio para A. tosichella resultaron en un haplotipo ya descrito. Estas secuencias
estan representadas en BRA-TA-36B-3 Atosichella WCM2 x51 (ARG-BR-AUST-POL)
(circulo rojo en Fig. 5.3), comprendidas en uno de los dos grupos filogenéticos obtenidos
para A. tosichella. Del mismo modo que para la region ITS1, las secuencias 16S de los
acaros provenientes de la zona de Mar y Sierra (descrito méas adelante como Abacarus sp.)
resultaron en dos haplotipos, los cuales incluyen la muestras n° 26, recolectada sobre
Phalaris (Tabla 5.4). Las secuencias 16S correspondientes a los &caros eriofidos
recolectados sobre Stipa (descrito mas adelante como A. stipacolus) resultaron en un
mismo haplotipo. Igualmente, A. stipacolus y Abacarus sp., resultaron en grupos

filogenéticos definidos y separados del género Aceria.

88



ss; @ JF960160_A tosichella WCM-1 x23 (ARG-BR-FRA- |
s A TEae 1™ AUST-POL-USA)
@ JF960148_Atosichella_WCM-2 x41 (ARG-BR-

& L EU734724_A tosichella WCM-2b AUST-
JF960151_Poland_Bromus inermis FOLNE)
EU734727_Australia_Aceriasp. B %24 ARG™

L AS722 A. eximia

100 EU734723_Australia_Aceria sp. D

— EU734725_Australia_Aceria sp. C
100 L— DQO060620 A guerreronisx10 ]
*
100 Abacarus-1 ARG x3 ]_ Abacarus
L& Abacarus-3 ARG*

@ CErisfido en Stipa x3*].Aculodes

61

10 — Aceria

o

= AJ297577 C psilaspis = Aculodes
— AJ297572 C grossulariae stipacolus
Cecidophyopsis

— AJ297574 C ribis
?|——AJ297569 C alpina
T
Fig. 5.2. Arbol filogenético obtenido por analisis Neighbour-Joining (NJ) con modelo
Maximum Composite Likehood correspondiente a la region ITS1, realizado con los
haplotipos detectados a partir de todas las secuencias generadas en este estudio, incluyendo
los géneros Aceria, Abacarus y Aculodes. En color azul y rojo se sefialan los linajes
WCML1 (o Type 1) y WCM2 (o0 Type 2) descritos para Aceria tosichella respectivamente,
en celeste Abacarus y en rosado Aculodes. El haplotipo de A. tosichella detectado en este
estudio esta incluido en x41 en JF960148. El nimero seguido de x significa el nimero de
secuencias utilizadas para el analisis. Se indica con asterisco (*) las secuencias generadas
en este estudio.
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Fig. 5.3. Arbol filogenético obtenido por analisis Neighbour-Joining (NJ) con modelo
Tamura-Nei correspondiente a la region 16S, realizado con los haplotipos detectados a
partir de todas las secuencias generadas en este estudio, incluyendo los géneros Aceria,
Abacarus y Aculodes. En color azul y rojo se sefialan los linajes WCM1 (o0 Type 1) y
WCMZ2 (o0 Type 2) descritos para Aceria tosichella respectivamente, en celeste Abacarus y
en rosado Aculodes. El haplotipo de A. tosichella detectado en este estudio esta incluido en
BRA-TA-36B-3 Atosichella WCM2 x51. EIl nimero seguido de x significa el nimero de
secuencias utilizadas para el analisis. Se indica con asterisco (*) las secuencias generadas
en este estudio.

Identificacidén de especies de eriéfidos en cereales y malezas aledafias en la zona de

Mar y Sierra de la provincia de Buenos Aires, por su posible rol como puentes verdes
La recoleccidon de acaros eriofidos mediante un método de lavado en la zona de

Mar y Sierras, permitié identificar mediante caracteres morfolégicos dos especies del

género Aceria, diferentes a A. tosichella, en ryegrass y Festuca; Abacarus hystrix en
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Festuca; y otra especie de Abacarus en ambas gramineas, asi como también en Phalaris

(Tablas 5.2, 5.3 y 5.4). No fue detectada A. tosichella en las muestras evaluadas.

Respecto a la identificacion molecular, se obtuvieron cuatro secuencias
correspondientes a ITS y tres a 16S (Tablas 5.2, 5.3 y 5.4), tal como se presento
anteriormente. En el arbol filogenético obtenido con secuencias ITS, se pudo observar
como las secuencias de Abacarus sp. resultaron en un grupo claramente separado del
género Aceria (Fig. 5.2). Del mismo modo, en el arbol de secuencias 16S, las secuencias
de Abacarus sp. se separaron tanto del género Aceria como de Abacarus hystrix,
corroborando la deteccion de otra especie de Abacarus, diferente de A. hystrix, como

sugirié la identificacién morfologica (Fig. 5.3).
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Tabla 5.2. Detalles de la identificacion morfoldgica y molecular de acaros recolectados en la zona de Mar y Sierra en la provincia de

Buenos Aires, Argentina.

Material
o . . e . para Fecha de
N° Localidad Hospedante Slides Identificacion de &caros DNA/N® slides
secuencias
1 Al Trigo SY300 2 slides (1ay 1b) Acar:ngé;igcg:ggnﬁigc'sgoé & faeg;g'stos de no 10/12/2013
2 Azul Trigo - - no 13/12/2013
3 Aul Avena Calem 1 slide Tarsonemidae - acaros fungivoros o no 13/12/2013
asociados a insectos. No fitéfagos.
4 Azul Avena Calem 1slide Tarsonen)ldae ¢ Tyde_lc!ae - acaros no 05/12/2013
fungivoros. No fitofagos.
5 Azul Avena - - no 03/12/2013
6 Azul Trigo ACA 303 - - no 06/12/2013
7 Azul Cebada - - no 16/12/2013
8a Tydeidae - &caros fungivoros. No
. fitéfagos.
8 Azul Cebada Scarlett 2 slides (8a 'y 8b) 8b Acaridae - 4caros asociados a detritos de no 06/12/2013
matéria organica. No fitdéfagos.
9 Azul Trigo ACA 366 - - no 06/12/2013
. . Tarsonemidae - 4caros fungivoros o
10 Azl Malz 1 slide asociados a insectos. No fitofagos. no 12/12/2013
11 Azul Trigo - - no 16/12/2013
Steneotarsonemus sp. (Tarsonemidae) -
12 Azul Cebadilla Criolla 1 slide acaros fitéfagos. Una sola hembra. No fue no 11/12/2013

posible identificacion especifica.
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Tabla 5.3. (Continuacion) Detalles de la identificacion morfoldgica y molecular de acaros recolectados en la zona de Mar y Sierra en la
provincia de Buenos Aires, Argentina.

Material
o . . e . para Fecha de
N° Localidad Hospedante Slides Identificacion de &caros DNA/N® slides
secuencias
Tarsonemus sp. - acaros fungivoros. No
fitéfagos. Steneotarsonemus sp.
13 Azul Avena fatua 1 slide (1 eriofido) (Tarsonemidae) — acaros fitofagos. Unasola  1eriéfido  17/12/2013
hembra. No fue posible identificacion
especifica
1 slide (14 Abacarus sp.1 (Eriophyidae) — Diferente de

14 Al Ryegrass eriofidos) Abacarus hystrix. Seta escapular muy corta. no 06/12/2013

4 slides (15a:8, . . . 4 eriofidos/1
15 Azl Festuca 150:6; 15c9,  yrooards oP- 1 (Eriophyidae) - Diferente de ooy encia 1271272013

15d:11 erifidos) ystrx. P yeora. 15y 116s
16 Azul Stipa - - 1eriofido  13/12/2013
17 Azul Avena fatua 1 slide Tydeidae - acaros fungivoros. No fit6fagos. no 09/12/2013
18 Azul Trigo SY100 - - no 17/12/2013
20 Azul Trigo SY100 - - no 11/12/2013
21 Azul Ryegrass 1 slide (2 eri6fidos) Aceria sp. (E’rlpphyldae) —_del grupo tenuis, 1eriofido  10/12/2013

proxima a A. tosichella.

99 Azl Ryegrass 1 slide (3 eriofidos, Abacarus sp. 1 (Eriophyidae) — Diferente de 1eri6fido  10/12/2013

uno solo entero)

Abacarus hystrix. Seta escapular muy corta.
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Tabla 5.4. (Continuacion) Detalles de la identificacion morfoldgica y molecular de acaros recolectados en la zona de Mar y Sierra en la
provincia de Buenos Aires, Argentina.

Material
o . . e . para Fecha de
N° Localidad Hospedante Slides Identificacion de &caros DNA/N® slides
secuencias
Aceria sp. (Eriophyidae) — muy diferente de
. . A. tosichella.
23 Auul Festuca 1 slide (2 eriofidos) Abacarus hystrix (Eriophyidae) (un tnico no 13/12/2013
ejemplar).
24 Al Pastoovillo 1 slide (L eri6fido) Eriofido inmaturo — no es posible o 12/12/2013
identificacion
25 Azl Trigo Baguette 9 - - no 17/12/2013
. ) . . . 3 eriofidos/3
26 Azl Phalaris 2 sllldes (2_6,a._11 y  Abacarus sp.1 _(Erlophyldae) — Diferente de secuencias  12/12/2013
26b: 14 eriéfidos)  Abacarus hystrix. Seta escapular muy corta.
ITSy216S
27 Loberia Cebada - - no 18/12/2013
28 Loberia Maiz 1 slide Tydeidae - acaros fungivoros. No fit6fagos. 1eriofido  11/12/2013
29 Loberia Trigo candeal - - no 17/12/2013
30 Loberia Trigo Baguette 10 - - no 18/12/2013
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Identificacidon de especie de eriofido en Stipa sp. en la subregion triguera 1V, por su

posible rol como puente verde

La descripcion realizada permitié clasificar a los acaros en la Superfamilia,
Eriophyoidea Nalepa 1898, familia Eriophyidae Nalepa 1898, subfamilia Phyllocoptinae
Nalepa 1892, tribu Anthocoptini Amrine and Stasny 1994, Género Aculodes Keifer, 1966.
Finalmente, el anélisis al microscopio Optico y la comparacion con las demas especies
evidenciaron que el especimen Aculodes recolectado en Stipa sp. corresponde a una nueva
especie para la ciencia, a la que se designd Aculodes stipacolus Alemandri and Navia sp.
nov. Esta designacion se formd como una composicion entre stipa, que se refiere al género

de la planta huésped y —colus que refiere al lugar donde habita.

La nueva especie se compard con las 21 especies de Aculodes asociadas con
gramineas (Anexo II). Aculodes stipacolus sp. nov. es mas similar a A. koeleriae
Sukhareva, 1985 y a A. ponticus Sukhareva, 1986 basado en el patron de ornamentacion
del escudo prodorsal, con lineas completas admedian y subparalelas, lineas submedianas |
ausentes, y las lineas submedianas Il siguiendo margenes laterales del escudo. Sin
embargo, se diferencia de las dos especies en la presencia de una linea media corta en el
escudo prodorsal (ausentes en A. koeleriae y A. ponticus); y en el nimero de rayos del

empodio (9 rayos simétricos en A. stipacolus, 6-7 en A. ponticus y 6-7 en A. koeleriae).

Asimismo, la nueva especie es similar a A. calamaabditus Skorecka, 2003 basado
en el aspecto general del escudo prodorsal. EI mismo es puntiagudo ligeramente curvado;
I6bulo frontal de base amplia; lineas admedian completas, subparalelas y admedian
ligeramente curvadas; y el area antero lateral finamente granulada. Ademas, es simliar en
la seta escapular (sc), de longitud 22 (21-29) en A. stipacolus y 21 (12-28) en A.
calamaabditus; asi como también en el nimero solapado de anillos dorsales, 71 (64-74) en
A. stipacolus y 62 (59-79) en A. calamaabditus. Sin embargo, A. stipacolus se diferencia
de A. calamaabditus en la ausencia de lineas submedianas | (presentes en A.
calamaabditus), y en el nimero de rayos en el empodio (9 rayos en A. stipacolus, 7-8 en A.
calamaabditus). La nueva especie comparte el nimero de rayos en el empodio (9) con
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Aculodes bambusae Kuang, 1997 (8-9), Aculodes dubius (Nalepa, 1891) y Aculodes
multitricavus Skoracka (2004).

Se presenta a continuacion la descripcion de la nueva especie.

Descripcion

Hembra (n = 10). Cuerpo con forma de gusano, 191 (191-223), 41 (37-46) de ancho,

blanquecino.

Gnatosoma: 15 (14-17), proyectandose ligeramente hacia abajo; seta pedipalp coxal (ep) 2
(2-2), seta pedipalp dorsal genital (d) simple, 8 (7-9), estilete cheliceral 18 (14-19), estilete
oral 14 (12-14).

Escudo predorsal: 37 (36-38), 28 (23-29) de ancho, subtriangular; l6bulo frontal
pronunciado, acuminado, ligeramente sinuoso, de base relativamente amplia, 6 (6-8), 8 (8-
9) de ancho; suave. Linea patron de una linea mediana corta, débil, en la parte posterior 2/3
0 1/4 (més largo cuando se ve lateralmente); linea admedian completa, subparalela,
ligeramente curvada en la parte final; lineas submedianas | ausente; lineas submedianas |1
siguiendo margenes laterales del escudo; area externa antero lateral finamente granulada,
algunos granulos disefiando lineas cdncavas o diagonales. Tubérculos escapulares en el
margen final del escudo, 16 (13-16) de separacion, seta scapular (sc) 22 (21-29),
direccionada hacia atras.

Patas: con todos los segmentos usuales y setas presentes. Pata | 29 (28-32); fémur 10 (9-
10), seta ventral basifemoral (bv) 8 (7-10); genu 6 (6-7), seta antaxial genual (I ™) 15 (15-
19); tibia 7 (7-7), seta tibial paraxial (I ) 8 (7-10); tarso 8 (7-8), seta del tarso fasticial
antaxial (ft ") 20 (20-24), seta del tarso fastigial paraxial (ft ) 12 (12-16), seta del tarso
inguinal paraxail (u) 5 (5-6), empodio tarsal (em) 7 (7-8), simple, bilateralmente
simétrico, 9 rayos, solenidion tarsal () 9 (8-10), curvo, romo. Pata Il 26 (26-29); fémur
10 (9-10), seta ventral basifemoral (bv) 10 (10-11); genu 5 (5-6), seta antaxial genual (I ™)
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8 (7-10); tibia 6 (5-6); tarso 7 (7-8), seta del tarso fasticial antaxial (ft ) 18 (18-23), seta
del tarso fastigial paraxial (ft ") 8 (8-9), seta del tarso inguinal paraxail 5 (5-7), empodio
tarsal (em) 7 (6-7), simple, bilateralmente simétrico, 8 rayos, solenidio tarsal () 10 (9-10),

curvo, romo.

Region coxigenital con 5 (5-5) anillos microtuberculados. Placas coxisternas: linea
esternal (apodema interno coxisternal) 7 (6-7); coxisternum | y Il densamente ornamentado
con numerosas lineas curvas cortas o guiones. Seta anterior en coxisternum 1 (1b) 7 (7-10),
10 (9-10) aparte; seta proximal en coxisternum | (1a) 13 (12-14), 6 (5-7) aparte; seta
proximal en coxisternum Il (2a) 28 (27-31), 20 (15-20) aparte; Genitalia femenina 13
(11-13), 18 (16-19) de ancho, colgajo con una hilera transversal de 10 (10-12) cordones
longitudinales, seta genital 3a 12 (10-19).

Opisthosoma redondeado uniformemente, 71 (64-74) anillos dorsales, 62 (59-67) anillos
ventrales. Anillos dorsales con minusculos microtubérculos redondeados situados en o
cerca del margen ultimo de cada anillo; anillos ventrales con microtubérculos en forma de
talon situados en o cerca del margen altimo de cada anillo; microtubérculos mas alargados
en los dltimos 5-7 anillos ventrales (seta posterior ventral f). Seta c2 21 (20-27), en el
anillo ventral 2 (2-2); seta d 29 (29-43), en el anillo ventral 12 (12-16), 27 (19-27)
separada, 20 (18-22) microtubérculos separados; seta e 10 (10-14), en el anillo ventral 31
(28-35), 12 (10-12) separado, 9 (7-10) microtuberculos separados; seta f 18 (18-26), en el
anillo ventral 58 (55-63), 16 (8-16) separada, 14 (13-15) microtuberculos separados. Seta
caudal h2 56 (56-85), seta accesoria h1 5 (4-6).

Macho (n = 1): Menor que la hembra, 170, 33 de ancho.

Gnathosoma 14; seta pedipalp dorsal genital (d) simple 7, otras setas y estructuras no

claramente distinguibles.
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Escudo predorsal 32, 26 ancho; I6bulo frontal y disefio de escudo similar al de la hembra.
Lébulo frontal 5, 8 de ancho. Tubérculos escapulares en el margen posterior, 14 separados,

seta escapular (sc) 19, dirigido hacia atras.

Patas con series habituales de setas. Pata | 24; fémur 9, seta ventral basifemoral (bv) 6;
genu 7, seta antaxial genual (I ") 12; tibia 6, seta tibial paraxial (I ") 6; tarso 7, seta (em) (t)
del tarso fastibilial antaxial 18, seta (t ) 11 del tarso fastigial paraxial, seta del tarso
inguinal paraxial (u) 5; empodio tarsal 6, simple, bilateralmente simétrico, 8 rayos,
solenidion tarsal (o) 8, ligeramente curvo, romo. Pata Il 23; fémur 9, seta ventral
basifemoral (bv) 8; genu 4, seta antaxial genual (I ") 8; tibia 6; tarsus 6, seta tarsal fastibial
antaxial (ft ") 20, seta ftarsular fastigial paraxial (ft ) 7, seta toarsal unguinal (u’) 5,
empodio tarsal (em) 6, simple, bilateralmente simétrica, 8 rayos, solenidio tarsal (Q) 9,

ligeramente curvado, romo.

Regidn coxigenital con 4 anillos, finamente microtuberculados. Placas coxisternas: linea
esternal (apodema interno coxisternal) 6; coxisternum |y Il con lineas cortas curvadas
escasas 0 guiones. Seta anterior en coxisternum I (1b) 5, 9 separada; seta proximal en
coxisternum | (1a) 10, 5 separada; seta proximal en el coxisternum Il (2a) 20, 15 separada;
genitales masculinos 12, 16 de ancho, seta genital 3a 10.

Opisthosoma redondeado uniformemente, 55 anillos dorsales, 47 anillos ventrales.
Microtubérculos dorsal y ventral similar al de la hembra. Seta c2 20, en el anillo ventral 2;
Seta d 33, en anillo ventral 10, 21 separados, 15 microtuberculos separados; seta e 6, en el
anillo ventral 22, 9 separado, 5 microtuberculos separado; seta f 14, en el anillo ventral 43,

13 separado, 13 microtuberculos separados. Seta caudal h2 rota, seta accesoria hl 3.

Tipo de material. Holotipo hembra (diapositiva / posicion 1/1 indicada por un circulo rojo)
y catorce hembras y un macho paratipos, de Stipa sp. (Poaceae), Necochea, Provincia de
Buenos Aires, Argentina (38 © 45.10 'S, 58 ° 45.25' W), 13 de enero de 2012, recogido por
Mauro Polizzi, sobre cinco diapositivas de microscopio. Holotipo y 10 paratipos

femeninos en cuatro diapositivas depositadas en la coleccion de acaros en "Embrapa
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Recursos Genéticos y Biotecnologia”, Brasilia, DF, Brasil. Un macho y cuatro hembras
paratipos en una diapositiva depositada en "Departamento de Entomologia, Fitopatologia y
Zoologia Agricola, Escuela Superior de Agricultura 'Luiz de Queiroz' (ESALQ),

Universidade de Sdo Paulo", Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

Relacion con el hospedante. Todos los especimenes se recolectaron en el interior de las

hojas, a lo largo de la nervadura central.
Etimologia. La designacion especifica stipacolus se formé como una composicién entre

stipa que se refiere al género de la planta huésped, y el Nuevo latin -colus, que significa

morar en, habitar.
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Fig. 5.4. Disefios esquematicos de Aculodes stipacolus Alemandri and Navia sp. nov. (A)
vista dorsal completa de hembra, (B) vista ventral completa de hembra.
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Fig. 5.5. Disefios esquematicos de Aculodes stipacolus Alemandri and Navia sp. nov. (A)
region coxigenital de hembra, (B) detalles de microtubérculos en vista lateral, (C)
empodio, (D) pata 1, (E) pata 2 (F) vista lateral de hembra.
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Fig. 5.6. Fotografias digitales de Aculodes stipacolus Alemandri and Navia sp. nov. (A)
vista dorsal de hembra, (B) vista ventral de hembra, (C) vista lateral de hembra, (D) region
coxigenital de macho, (E) vista anterolateral de hembra, (F) empodio, (G) region
coxigenital de hembra bajo microscopio DIC, (H) region coxigenital de hembra bajo

microscopio de contraste de fase, () vista anterolateral con detalles de ornamentacion en
escudo dorsal.

DISCUSION

Todas las poblaciones de A. tosichella, provenientes de diferentes regiones
productoras de trigo de Argentina, estudiadas en este trabajo se identificaron como uno de

los dos principales linajes descritos anteriormente para este complejo de especies cripticas,
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designado como WCM2 o Type 2. De acuerdo con los primeros estudios realizados en
Australia, se demostré que este linaje (WCM2) es un eficiente transmisor de WSMV, en
condiciones controladas de laboratorio, diferenciandose del otro linaje encontrado, incapaz
de actuar como vector (Schiffer et al., 2009). En concordancia, un trabajo reciente en
Norte América mostré que poblaciones pertenecientes a uno de los dos linajes descritos en
ese pais (Type 2) transmitieron WSMV con mayor eficiencia (Wosula et al., 2016). Por
otra parte, recientemente, investigadores europeos y norteamericanos demostraron que el
linaje llamado por ellos MT-1, el cual se corresponderia con WCM2 o Type 2 (solo
algunos de los marcadores moleculares utilizados en los diferentes trabajos son los
mismo), es uno de los dos principales linajes descritos para A. tosichella que definen su
estado global como plaga de cereales (Skoracka et al., 2014). Las poblaciones argentinas
estudiadas, las cuales estarian representadas en el linaje MT-1, comparten el mismo clado
con poblaciones de Brasil, Australia, Polonia y EEUU. Estos resultados concuerdan con lo
encontrado para MT-1 y MT-8, considerados como los dos linajes mas invasivos y
distribuidos en todo el mundo (Skoracka et al., 2014).

Otra caracteristica recientemente estudiada que complejiza los sistemas de manejo,
considerando A. tosichella como vector de importantes virosis, es la capacidad del linaje
MT-1 de ser altamente polifago. Ademéas de estar ampliamente distribuido, se ha
demostrado que MT-1 es capaz de colonizar 10 especies de plantas hospederas (trigo,
Triticale, maiz, cebada, ajo, cebolla, Bromus inermis, Elymus repens, Arhenatherum
elatius y Tulipa gesneriana) pertenecientes a las Poaceae, Liliaceae, Amarylidaceae
(Skoracka et al., 2014). Por otro lado, en un trabajo reciente realizado en Turquia, region
histérica de domesticacion y diversificacion de trigo y cebada, se encontrd, mediante
analisis filogenéticos, una excepcionalmente alta diversidad de las poblaciones de A.
tosichella asociadas a trigo (Szydto et al., 2015). Esta alta variabilidad provee evidencia de
que Turquia se encuentra dentro de la distribucion original del complejo de especies de A.
tosichella, como habia sido mencionado anteriormente (Skoracka et al., 2014), apoyando
la hipdtesis del origen de A. tosichella en Medio Oriente. Se ha sugerido que la mayor
variacion genética encontrada en las areas nativas de una especie, respecto a las areas

invadidas, podria ser el resultado de cuellos de botella y deriva génica experimentados por
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las poblaciones invasoras (de Barro y Ahmed 2011). Los resultados presentados en Szydto
y col. (2015), sugieren que solamente algunos linajes se habrian dispersado desde Turquia
a otras regiones del mundo, debido posiblemente a diferentes caracteristicas respecto a la
adaptacion, dispersion y capacidad de supervivencia competitiva. La capacidad de MT-1,
de ser altamente polifago, colonizando por ejemplo ajo y cebolla (Skoracka et al., 2014),
pudo haber permitido el movimiento de A. tosichella, desde su origen, probablemente en

Medio Oriente, a todo el mundo.

Por otra parte, un trabajo reciente ha demostrado una alta tolerancia térmica de los
linajes MT-1 y MT-8, sugiriendo que su expansion en nuevas areas fue probablemente
favorecida por el calentamiento climatico, aumentando de este modo el riesgo de
transmision de virus (Kuczynsk et al., 2016). Del mismo modo, tanto en Australia (Coutts
et al., 2014) como en Europa (Schubert et al., 2015) se han relacionado los niveles de
WSMYV con las poblaciones de A. tosichella, mostrando un agravo de la enfermedad con

temperaturas calidas.

En este trabajo se encontrd solamente uno (WCMZ2, asociado a la mayor trasmision
de virus), de los dos linajes encontrados en trabajos previos en Argentina, sugiriendo un
predominio de tal linaje en nuestro pais. Anteriormente, se habia detectado solamente en la
localidad de Azul, un especimen del linaje WCML1 (Skoracka et al., 2012; Miller et al.,
2013). Esto se diferencia de lo que ocurre en Australia, donde se mostré una superposicion
geogréfica de los dos linajes registrados (Schiffer et al.,, 2009). Lo encontrado en
Argentina estaria favoreciendo el establecimiento de las virosis transmitidas por A.
tosichella, ya que, segin lo expresado anteriormente, el linaje encontrado esta asociado a

una mayor transmisién viral, mayor dispersion y mayor rango de hospedantes.

Por otro lado, los arboles filogenéticos obtenidos en este trabajo, mediante dos
marcadores moleculares, concuerdan con los obtenidos en trabajos previos (Skoracka et
al., 2012; Miller et al., 2013), mostrando claramente dos grupos definidos, con A. tulipae
en medio de las poblaciones de A. tosichella, sugiriendo que ambas pertenecen al mismo

complejo de especies. Anteriormente, A. tulipae, descrita por primera vez a partir de
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bulbos de tulipan (Liliaceae), se pensaba que era morfolégicamente similar a A. tosichella.
Antecedentes historicos muestran que, durante muchos afios ambas especies habian sido
identificadas erroneamente. EI nombre de A. tulipae se habia aplicado al acaro del
enrollamiento de trigo (actualmente A. tosichella) hasta 1995 (Harvey et al., 1995a,
1995b). En el trabajo de Skoracka y col. (2012) se logré demostrar que los especimenes de
A. tulipae son mas grande que A. tosichella. Indudablemente, se necesitan nuevas
investigaciones ecoldgicas y moleculares que aporten mas detalles diagndsticos para

diferenciar ambas especies.

En relacion a los eriéfidos recolectados mediante un método de lavado en la zona
de Mar y Sierra (provincia de Buenos Aires), no fue posible atribuir un rol de puente verde
de A. tosichella a ninguno de los hospedantes estudiados, ya que no se detectd dicho vector
en las muestras evaluadas. Tampoco se detectd A. tosichella en trigo, el cual es su
hospedante principal (Somsen y Sill, 1970), a pesar de haberse detectado WSMV en las
plantas estudiadas con porcentajes de hasta 20% de incidencia (datos no publicados). Esto
indicaria que el vector pudo haber estado presente transmitiendo el virus en trigo, aunque
posiblemente con baja densidad poblacional. Sin embargo, result6 interesante el hallazgo
de la variedad de especies que se identificaron morfolégicamente, y en los casos que fue
posible, molecularmente. Por una parte, la identificacion de Abacarus hystrix representa
una advertencia sobre la posible transmisidn de otros dos virus a trigo y otros cereales de
grano fino, Agropyron mosaic virus (AgMV) y Ryegrass mosaic virus (RgMV), ya que se
ha demostrado que este &caro es su vector (Mulligan, 1960; Slykhois, 1969; Guy, 1993).
AgMV fue descrito en USA (McKinney, 1937; Slykhuis, 1952; Shepard, 1968), Canada
(Slykhuis, 1962), Finlandia (Bremer, 1964) y Alemania (Schumann, 1969); mientras que
RgMV en USA (Bruehl et al., 1957), Reino Unido (Slykhuis et al., 1957) y Canada
(Slykhuis, 1964). Por otra parte, la identificacion de otras dos especies de Aceria,
diferentes de A. tosichella, y de otra especie de Abacarus, diferentes de A. hystrix,
manifiestan una diversidad de eriéfidos presentes en gramineas en Argentina ain no
exploradas, concordando con el bajo porcentaje, solo 1,6-8%, estimado para las especies
dentro de la familia Eriophyoidea descubiertas actualmente (Amrine et al., 2003). Sin

lugar a dudas, los resultados obtenidos manifiestan la importancia de la identificacion
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detallada de los &caros eriéfidos asociados a gramineas en Argentina para poder establecer
estrategias de manejo de aquellas que constituyen plagas en cultivos de interés. La
descripcion de nuevas especies de Eriophyoidea es un trabajo continuo, lo cual permitira

ampliar el conocimiento taxondmico de los acaros eriéfidos en nuestro pais.

Por otro lado, la deteccion de la nueva especie de eriofido recolectado sobre Stipa
en cercanias de lotes infectados con WSMV, indica que esta graminea es hospedante de un
eriéfido perteneciente a un género hasta el momento no documentado como vector de
virus, lo cual resulta ventajoso para el patosistema en estudio. La descripcion de la nueva
especie como Aculodes stipacolus constituye la primera cita de Aculodes en América del
Sur. Hasta el momento, todas las especies de Aculodes fueron descritas en el hemisferio
norte, en Europa, Asia y América del Norte. S6lo una especie de este género, Aculodes
mckenziei (Keifer, 1944), ha sido reportada en el hemisferio Sur, en Australia y Nueva
Zelanda (Frost et al., 1990; Guy y Gould 1996). Cabe resaltar que la literatura taxonémica
sobre las especies de Aculodes asociadas con gramineas es escasa, y sumado a esto, la
descripcion de algunas de ellas no se ha publicado en inglés, dificultando su acceso. Hasta
el momento se habian descrito solamente 5 especies en Stipa. Cuatro especies de
Eriophyidae, tres del género Aceria: A. stipaespinulata Skoracka 2004 de Polonia, A.
stipaensis Mitrofanov & Sharonov 1998 de Ucrania (Mitrofanov et al., 1988) y A. stipacea
Sukhareva, 1983 de Ucrania y también reportada en Kazajistan; y una especie de Aculodes,
A. fulleri (Keifer, 1966a) de California, Merr. & Burtt- Davy ex Hall. (actualmente
referido como un sinénimo de S. occidentalis Thurb. ex S.Watson (The Plant List 2013) de
California, USA. El quinto eriofido descrito en Stipa, pertenece a una especie de
Phytoptidae, Novophytoptus stipae Keifer, actualmente referido como un sinénimo de
Stipa speciosa Trin. & Rupr. (The Plant List 2013).

CONCLUSIONES

En Argentina se detectd solamente la especie criptica mas invasiva de A. tosichella,
denominada WCM2 y Type 2, en trigo. En la zona de Mar y Sierra, de la provincia de

Buenos Aires, los cereales y malezas aledafias evaluados no serian hospedantes

106



alternativos de A. tosichella. Sin embargo, se identificaron otras especies pertenecientes a
la misma familia Eriophyidae, como Aculodes stipacolus y Abacarus hystrix. A. stipacolus
es la primera especie de Aculodes que se describe en América del Sur. A. hystrix presenta
un potencial rol epidemiolégico para Agropyron mosaic virus (AgMV) y Ryegrass mosaic

virus (RgMV), dos virosis aln no detectadas en Argentina.
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CAPITULO 6

EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DE CULTIVARES DE TRIGO
FRENTE AL WSMV Y SU VECTOR Aceria tosichella EN TRANSMISIONES
EXPERIMENTALES CON EL VECTOR

INTRODUCCION

Como cualquier enfermedad de origen viral, el control para disminuir las pérdidas
ocasionadas por WSMV estd enfocado en la prevencién. Una vez que las plantas se
enfermaron, no hay medidas curativas que se puedan establecer. Entre las principales
medidas de manejo para el patosistema en estudio, WSMV, el cual se transmite por
semilla, y su vector, A. tosichella (wheat curl mite, WCM) se destacan las préacticas
culturales y la utilizacién de materiales resistentes o tolerantes (Wegulo et al., 2008;
McMullen y Waldstein, 2010). EI control quimico del vector es ineficiente y costoso
debido a que el acaro se instala principalmente en las zonas enrolladas de las hojas
(Harvey et al., 1998; Hein, 2010).

Entre las practicas culturales se destaca la eliminacion de los hospedantes
alternativos reservorios de virus y vector llamados puentes verdes. Por lo tanto, se
recomienda la eliminacién de malezas gramineas, trigos y maices espontaneos. Otras
medidas son evitar siembras tempranas de trigo cercanas a la cosecha del maiz (puente
verde de virus y vector) y la no utilizacion de semillas provenientes de lotes enfermos
(Thomas et al., 2004; Jiang et al., 2005; Coutts et al., 2014).

Como medida primordial, en conjunto con las practicas anteriormente
mencionadas, se considera la utilizacion de materiales genéticos tolerantes o resistentes. Se
han descrito dos tipos diferentes de resistencia o tolerancia a esta enfermedad, una
vinculada al virus y otra al vector. Fueron descritos tres genes que confieren resistencia al
virus denominados Wsm1 (Friebe et al., 1991; Gill et al., 1995), Wsm2 (Haley et al., 2002)

y Wsm3 (Friebe et al., 2011), y cuatro que confieren resistencia al vector denominados
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Cmcl (Thomas y Conner 1986), Cmc2 (Whelan y Hart 1988), Cmc3 y Cmc4 (Malik et al.,
2003). Solamente Wsm2 se encuentra en trigos convencionales. Wsm1 y Wsm3 provienen
del trigo silvestre, Thinopyrum intermedium. Los genes Wsm1, Wsm2 y Wsm3 son termo-
sensibles, o también conocidos como TSR (Temperature-Sensitive Resistance), los cuales
pierden la efectividad a temperaturas elevadas (entre 24-27°C) (Seifers et al., 1995; 2006;
2007; 2013). Actualmente, en los programas de mejoramiento de trigo de Estados Unidos,
Australia y Argentina donde esta enfermedad resulta de importancia se estan haciendo
esfuerzos en la bdsqueda de nuevas fuentes y méas duraderas de resistencia empleando

diferentes estrategias como es la utilizacién de genes apilados o combinados.

Asimismo, se describieron eventos transgénicos resistentes al WSMV, cuyas
construcciones desarrolladas comprendieron a las proteinas NIb (Sivamani et al., 2000),
Nla (Fahim et al., 2010) y CP (Sivamani et al., 2002; Li et al., 2005; Rupp et al., 2014), y
un amiRNA policistronico blanco de 5 secuencias genémicas (5"UTR de la proteina P3 en
la region pipo y aguas arriba de la misma, P1 y HC-Pro) (Fahim et al., 2012a). Todos estos
genes han sido incorporados en diferentes lineas de trigo confiriendo solamente una
proteccion parcial frente a la enfermedad, o bien, no han sido completamente aceptadas
por parte de los productores debido a varios factores. Entre ellos, materiales mejorados
poseen menor rendimiento (Sharp et al., 2002), no se adaptan a distintas zonas climaticas o
nuevas poblaciones de virus y vector logran romper la resistencia (Harvey et al., 1999;
Hein, 2010).

Como se menciond en la introduccion general de esta Tesis, Argentina y Brasil
investigaron el patosistema en estudio en forman conjunta por varios afos, debido al riesgo
que representa el mismo para los paises productores de trigo del Cono Sur. En el marco de
estas investigaciones, Argentina, con el Grupo de Mejoramiento, Biotecnologia y
Patologia de trigo de la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) Marcos Juarez, junto
al Grupo de investigadores de enfermedades virales de trigo del Instituto de Patologia
Vegetal (IPAVE) de INTA, caracterizaron y desarrollaron germoplasma de trigo con
resistencia al WSMV vy al &caro vector. Se desarrollé germoplasma mediante cruzamientos

utilizando diferentes fuentes de resistencia y diversos fondos geneticos con material local
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adaptado e introducido. Asimismo, fueron seleccionados materiales portadores de los
genes Wsml y Cmc3 en poblaciones segregantes (piramidizacion) mediante seleccion
asistida por marcadores moleculares (Bainotti et al., 2013a). Ademas, investigadores
argentinos y brasileros se plantearon si el factor hospedero es el responsable de la
diferencia de comportamiento de la virosis en Argentina, donde la enfermedad se presenta
en forma més severa en comparacion a Brasil, donde a pesar de estar presente la virosis, no
se observaron epidemias. Se programaron transmisiones experimentales en ambos paises.
En Brasil, las evaluaciones de diferentes cultivares de trigo se realiz6 mediante
transmisiones mecéanica del WSMV. Mientras que en Argentina las evaluaciones se
realizaron mediante transmisiones con el &caro vector de manera de acercarse mas a lo que
acontece en condiciones de campo, e incorporar en el estudio la evaluacion no solo del

virus WSMYV sino también del &caro vector.

El objetivo del presente capitulo fue evaluar el comportamiento de cultivares de
trigo, argentinos y brasileros, frente al complejo Wheat streak mosaic virus-Aceria

tosichella (WSMV-A. tosichella) en transmisiones experimentales.

MATERIALES Y METODOS

Multiplicacién de inéculo y del acaro vector

Se multiplicaron dos de los 13 aislamientos de WSMV y su colonia de acaro vector
correspondiente, estudiados en los Capitulos 2 y 3. Se seleccion6 un aislamiento de la
provincia de Buenos Aires (GM-2009, General de Madariaga-2009) y otro de la provincia
de Cérdoba (MJ-2010, Marcos Juarez-2010) por corresponder a dos subregiones trigueras
diferentes en las que se presentaron epifitias regionales en 2007 y 2012 respectivamente
(Tabla 6.1). Los acaros correspondientes a los dos aislamientos de WSMV fueron
identificados como linaje WCM2 de A. tosichella (o Type 2), como se describi6 en el
Capitulo 5. Una vez establecidas las colonias de &caros, provenientes de plantas enfermas
de campo, éstas fueron multiplicadas a gran escala (para lograr obtener indculo suficiente

para infectar los cultivares a probar) sobre plantulas de trigo en sala de cria bajo
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condiciones de 25 + 3 °C y fotoperiodo de 16 hs. de luz (Fig. 6.1 C y F). Se corrobord la
infeccion de las plantas de trigo con sintomas caracteristico de mosaico estriado mediante
DAS-ELISA con antisueros comerciales especificos (Agdia). La deteccion viral se realizd
a los 15 dias post-infeccion para obtener mayor concentracion viral y densidad poblacional
del &caro. Asimismo, las plantas fueron observadas bajo lupa para registrar la presencia del

vector y determinar la presion de indculo para realizar las transmisiones.

Tabla 6.1. Aislados de Wheat streak mosaic virus (WSMV) y de A. tosichella utilizados
para evaluar cultivares de trigo.

WSMV WCM
Nombre del
Complejo . aislado Afio . Linaje de
WSMV-A. e(c))”r%?‘inco correspondient  del Hgsfeed filieleilcé'?iZaa .
tosichella geog ealos aislado g tosichella”
Capitulos 2y 3
General de
GM-2009 '\"(aBduaer:%%a' WSMV08 2009 Trigo CladoD  WCM2
Aires)
Marcos
MJ-2010 Juérez, WSMV13 2010  Trigo Clado D WCM2
(Cdrdoba)

®Aislamientos asignado a clados basados en la comparacion de secuencias consenso de la proteinas de la
cubierta (Stenger et al., 2002 y Capitulo 2 de esta Tesis).’Linaje de A. tosichella basado en la comparacion
de secuencias consenso de las regiones 16S de mtDNA y una regidn de los espaciadores transciptos internos
(ITS) del rDNA (Skoracka et al., 2012; Miller et al., 2013 y Capitulo 5 de esta Tesis).

Transmision del complejo WSMV-A. tosichella bajo condiciones de invernaculo

Los ensayos de transmision en condiciones de invernaculo se realizaron en el
IPAVE-INTA. Las condiciones controladas fueron: temperatura de 25 = 3 °C, y luz con
fotoperiodo de 16 hs. Los experimentos se realizaron empleando un disefio experimental
con tres repeticiones, infectando 3 plantas por cada cultivar en cada repeticion. Los
ensayos fueron sembrados e inoculados al estado de tercera hoja (aproximadamente 21
dias), considerando una presion de indculo de aproximadamente 10 acaros infectados con
WSMV por planta (Stenger et al., 2005). Se sujetaron con pinzas las plantas infectadas
sobre las sanas por un periodo de 4 dias (Orlob, 1966) (Fig. 6.1 D y E). Se evaluaron un
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total de 32 cultivares, de los cuales Baguette 11 y 21 son utilizados en Argentina y 27
cultivares en Brasil. Ademas, se evaluo el cruzamiento KS93WGRC27/ProINTA Super,
obtenido por el Grupo de Mejoramiento de Argentina. El cultivar KS93WGRC27 posee el
gen Wsml (Gill et al., 1995) y ProINTA Super el gen Cmc3, translocacion 1A/1R de
Secale cereale L (Bainotti et al., 2009). También, se evaluaron dos cultivares de Estados
Unidos, MACE y C09602930-2, los cuales poseen los genes Wsml (Graybosch et al.,
2009) y Wsm2 (Lu et al., 2011), respectivamente. Las plantas transmitidas se conservaron
en condiciones de invernaculo. Se evalué de severidad de sintomas a los 21 dias pos-
inoculacidn utilizando la metodologia de Langham (2009), la cual propone una escala de
seis clases, descriptas en la Tabla 6.2. Conjuntamente con la evaluacion de sintomas, se
colect6 una hoja recién emergida y completamente expandida de cada planta inoculada.
Las muestras de hojas colectadas se conservaron a -20°C para luego ser analizadas
mediante DAS-ELISA con antisueros comerciales especificos (Agdia) para la deteccion y

cuantificacion viral.

Tabla 6.2. Escala de seis clases segun la metodologia de Langham (2009) para la
evaluacion de severidad de sintomas

Clasificacion Descripcion de sintomas
0 Sin sintomas visibles
1 Sintomas muy leves, pequefias zonas con mosaicos aislados, sin
retraso del crecimiento
5 Sintomas leves, areas pequefias con mosaico de color verde claro o

amarillo, estrias menores a una pulgada de largo, atrofia leve

Sintomas moderados, areas con mosaico predominantemente amarillo,
3 coalescencia de las areas aisladas de estrias que se extienden al largo
de la longitud de la hoja, retraso del crecimiento moderado
Sintomas severos, mosaico severo amarillo que cubre la mayor parte
de la hoja, algunas areas pequefias con necrosis, atrofia severa
Sintomas muy severos; amarillamiento extremo, necrosis, retraso del
5 crecimiento muy grave, algunas plantas presentan hojas muertas o

muerte de la planta entera
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Fig. 6.1. Ensayos de transmision del complejo WSMV-A.tosichella bajo condiciones de

campo (A y B) e invernaculo (D y E). Multiplicacion de in6culo viral y del acaro vector
bajo condiciones controladas (C y F).

Transmision del complejo WSMV-A. tosichella bajo condiciones de campo

Se realizaron los experimentos con tres repeticiones usando parcelas tipo Hill-plots
en la EEA Marcos Juarez (32°42'S, 62°06'0), infectando 1 planta por cada cultivar en cada
repeticion. Los ensayos fueron sembrados e inoculados al estado de tercera hoja
(aproximadamente 21 dias). Se considerd una presion de indculo de aproximadamente 10
acaros infectados con WSMV por planta (Stenger et al., 2005). Se sujetaron con pinzas las
plantas infectadas sobre las sanas por un periodo de 4 dias (Orlob, 1966) (Fig. 6.1 A y B).
Se transmitieron 40 materiales, de los cuales 4 se emplean en Argentina (BioINTA 1006,
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2004, 3003 y SY200) y 30 en Brasil. También, se evaluaron los cruzamientos
KS93WGRC27/ProINTA Super, KS93WGRC27/Baguette 20, KS93WGRC27/Baguette
21 y KS93WGRC27/Baguette Premium 11, obtenidos por el Grupo de Mejoramiento de
Argentina. Del mismo modo que en condiciones de invernaculo, se evaluaron los dos
cultivares de Estados Unidos, MACE y C09602930-2. Se evalud la severidad de sintomas
utilizando la metodologia de Langham (2009), como se describié anteriormente. Se colectd
la hoja bandera de cada planta inoculada, las cuales fueron conservadas a -20°C para luego
ser analizadas mediante DAS-ELISA con antisueros comerciales especificos (Agdia) para

la deteccion y cuantificacion viral.

Andlisis estadistico

Para ambos ensayos, en condiciones de invernaculo y de campo, se emplearon los
mismos analisis estadisticos que se describen a continuacién. Se trabajé con absorbancias
relativas para comparar los valores obtenidos en las diferentes placas de DAS-ELISA. Se
empled un modelo generalizado binomial para el célculo de los valores de Absorbancia
relativa (Absorbancia de planta transmitida/ Absorbancia de planta sana promedio + 3
desvios), considerando como criterio de clasificacion al aislamiento del virus (afio) y el
cultivar, y realizando prueba de comparaciones multiples DGC. Se utiliz6 el programa
InfoStat para los analisis estadisticos. Se analizo el grado de asociacion entre Absorbancia
relativa y grado de severidad mediante Analisis de Correlacién de Spearman. Asimismo,
se categorizaron los cultivares empleando el criterio descrito en Fahim y col. (2012b). Este
criterio considera como susceptibles a los cultivares con una puntuacion por arriba de 2 en
los valores de Absorbancia relativa. Los cultivares susceptibles, tolerante y los no
infectados fueron resaltados en color rojo, amarillo y verde respectivamente en las Tablas
6.3y 6.4.
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RESULTADOS

Transmision del complejo WSMV-A. tosichella bajo condiciones de invernaculo

El comportamiento de los cultivares frente a la infeccion de WSMV-A. tosichella
en condiciones de invernaculo mostré que hubo diferencias estadisticamente significativas
(los tres valores p<0.001) entre los aislamientos evaluados, entre cultivares, y que

conjuntamente hay interaccion significativa entre estas dos variables.

En la Figura 6.2 se presentan los valores de Absorbancia relativa para cada cultivar
evaluado en funcion de los dos inéculos, GM-2009 y MJ-2010, en condiciones de
invernaculo. Utilizando el indculo GM-2009, se infectaron 27 cultivares, a diferencia de
los siguientes cinco, CD 119, BRS208, CD 114, Campeiro y Mirante, los cuales resultaron
negativos para WSMV. Mientras que, con el indculo MJ-2010 se infectaron los 32
cultivares evaluados. Todos los cultivares presentaron mayores valores de absorbancia
relativa, y por lo tanto acumulacién del WSMV, con el indculo MJ-2010 que con el
inéculo GM-2009, excepto Safira que presentd valores similares de absorbancia para
ambos in6culos. Ademas, se presentan en la Figura 6.2, los valores de porcentajes de
plantas enfermas sobre cada una de las barras, en color rojo y azul, correspondientes a los
inéculos GM-2009 y MJ-2010 respectivamente. De la misma manera, todos los cultivares
presentaron mayores valores de porcentajes de plantas enfermas con el indculo MJ-2010

que con el inéculo GM-2009.
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Fig. 6.2. Absorbancia relativa de WSMV en funcion de los dos indculos GM-2009 y MJ-
2010, para cada cultivar evaluado en condiciones de invernaculo. Los himeros por encima
de cada barra representan el porcentaje de plantas infectadas con GM-2009 y MJ-2010 en
rojo y azul respectivamente.

Los cultivares susceptibles, tolerante y los no infectados se presentan resaltados
con diferentes colores en la Tabla 6.3. Asimismo, se presentan los valores de Absorbancia
relativa media, significancia de la interaccion, segun prueba de comparaciones multiples, y
grado de severidad para cada cultivar evaluado en funcién de los dos in6culos diferentes
en condiciones de invernaculo. También, se resaltan en color gris 9 cultivares, 8 brasileros
y el cruzamiento KS93WGRC27/ProINTA Super, que se comportaron como tolerantes o
no infectados tanto en condiciones de invernadero como de campo con GM-2009 (descrito
méas adelante y resaltados también en Tabla 6.4). Resultaron 15, 12 y 5 cultivares
susceptibles, tolerante y no infectados respectivamente con el indculo GM-2009, a
diferencia de MJ-2010, con el cual resultaron susceptibles los 32 cultivares evaluados. Los
grados de severidad registrados para el inéculo GM-2009 fueron 0, 1 y 2, mientras que
para MJ-2010 se registro grado 2 en todos los casos. Se encontrd correlacion positiva alta,
estadisticamente significativa (coeficiente de correlacion 0,78 con valor p>0.001) entre

Absorbancia relativa y grado de severidad. Estos resultados muestran que el aislamiento
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MJ-2010 presentd6 mayor acumulacion viral y severidad de sintomas que cuando los
cultivares estaban inoculados con el aislamiento GM-2009. KS93WGRC27/ProINTA
Super se comportd como tolerante frente a la inoculacién con GM-2009 en condiciones de

invernaculo.
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Tabla 6.3. Categorizacion de los cultivares evaluados en funcion de los in6culos GM-2009
y MJ-2010 en condiciones de invernaculo. Valores de Absorbancia relativa media,
significancia de la interaccion, seguin prueba de comparaciones multiples DGC, y grados
de severidad. Los cultivares susceptibles, tolerante y los no infectados fueron resaltados en
color rojo, amarillo y verde respectivamente. Se resaltan en color gris los cultivares que se
comportaron como tolerantes o no infectados en condiciones de invernadero y campo.

GM-2009 MJ-2010
- Significa
Cultivar Media r?é?;gcleclz Seve Media nciade Seve
Absorbanci . ., rida Absorbancia la rida
; interacci6 . . .
a relativa N d relativa  interacci d

on

SAFIRA

FUNDACEP Campo Real
FUNDACEP 300
SUPERA

TB10 PIONERO
FUNDACEP 04/138
PAMPEANO

ABALON

FUNDACEP CRISTALINO
CD 120

FUNDACEP 52

MACE

C09602930-2

BRS 327

FUNDACEP Horizonte
KS93WGRC27/ProINTA

mmmmmmmmmmmmmmmm M mmmmmmmmmddoOoooogo
OCORPRRPPRPROOOOOORNRPRRLPRO O OROOOONNORRNRERREN
OO0O0OO0O0O0U0OWO0U0O>»00 » MOMWOOOOTOOOOOUOO
RPN N DN NDNDRNN

Super

FUNDACEP NOVA ERA 1,6
CD 117 1,5
BAGUETTE 11 1,1
CD 122 1,1
CD 123 1
QUARTZO 0,9
MARFIM 0,8
BRS GUAYMIRIN 0,5
FUNDACEP RAICES 0,4
CD 121 0,2
BAGUETTE 21 0,1
BRS 208 0
CAMPEIRO 0
CD 114 0
CD 119 0
MIRANTE 0
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Transmision del complejo WSMV-A. tosichella bajo condiciones de campo

La evaluacion del comportamiento de los cultivares seleccionados frente a la
infeccion de WSMV-A. tosichella en condiciones de campo mostrd que hubo diferencias

estadisticamente significativas (valores p<0.001) entre los aislamientos evaluados.

En la Figura 6.3 se presentan los valores de Absorbancia relativa para cada cultivar
evaluado en funcién de los dos indculos, GM-2009 y MJ-2010, en condiciones de campo.
Los cultivares inoculados con el aislamiento MJ-2010 siempre alcanzaron mayores valores
de absorbancia, y por lo tanto concentracion de viral, que los inoculados con GM-2009.
De los 40 materiales evaluados, los siguientes trece infectados con el aislamiento GM-
2009 resultaron negativos para WSMV: Abalone, BioINTA 3003, BRS 208, BRS 327, CD
123, C0960293-2, Fundacep 04-138, Fundacep 51, Fundacep Cristalino, Fundacep
Horizonte, Fundacep Nova Era, Marfin y MACE. Por el contrario, con el aislamiento MJ-

2010 se infectd la totalidad de los cultivares evaluados, con excepcion del cultivar MACE.

En la Tabla 6.4 se presentan los valores de Absorbancia relativa media y grado de
severidad para cada cultivar evaluado en funcion de los dos indculos en condiciones de
campo. Se categorizaron los cultivares con diferentes colores del mismo modo que los
presentados para condiciones de invernaculo. Resultaron 15, 12 y 13 cultivares
susceptibles, tolerante y no infectados respectivamente con el in6culo GM-2009, a
diferencia de MJ-2010, con el cual resultaron susceptibles los 39 cultivares evaluados,
excepto MACE, el cual resultd no infectado. En color gris fueron resaltados los 9
cultivares que se comportaron como tolerantes 0 no infectados en condiciones de
invernadero y campo con GM-2009. Los grados de severidad registrados para el inéculo
GM-2009 fueron 0 y 1; mientras que para MJ-2010 se registraron grado 1, 2, 3y 4. Se
encontré correlacion positiva moderada, estadisticamente significativa (coeficiente de
correlacion 0,65 con valor p>0.001) entre Absorbancia relativa y grado de severidad para
el indculo GM-2009. Mientras que para el indculo MJ-2010, no se encontrd correlacion

estadisticamente significativa entre esas dos variables.
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Tabla 6.4. Categorizacion de los cultivares evaludados segun Medias de Absorbancia
relativa y grado de severidad en funcion de dos indculos diferentes, GM-2009 y MJ-2010
en condiciones de campo. Los cultivares susceptibles, tolerante y los no infectados fueron
resaltados en color rojo, amarillo y verde respectivamente.

GM-2009 MJ-2010

Media Media
Absorbancia Severidad  Absorbancia Severidad
relativa relativa

Cultivar

BRS 296

CD 122

FUNDACEP CAMPO REAL
CD 119

FUNDACEP 52

BIOINTA 1006

BIOINTA 2004

SUPERA

QUARTZO

MIRANTE

CAMPEIRO
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CD 117

PAMPEANO

SAFIRA
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KS93WGRC27/ProlNTASuper F3 0,9
KS93WGRC27/B P11 F3
CD 120

CD 114

KS93WGRC27/B 21 F3
SY 2000

KS93WGRC27/B 20 F3
CD 121

TBIO PIONERO

BRS GUAYMIRIN
ABALON

BIOINTA 3003

BRS 208

BRS 327

CD 123

CO0 96029302

FUNDACEP 040138
FUNDACEP 51
FUNDACEP CRISTALINO
FUNDACEP HORIZONTE
FUNDACEP NOVA ERA
MARFIN

MACE

N
i

oo
~ @

Soo0o0o0o
WhABRRRDR®

o

D
PO OO0 0D0D0D0D0O000000ODL0ODL0OL0OO0OO0OD OO OO, ORP,PORP,RPERPEPEPEPEPORE
P AEANOCOWRRERLRAEARNOWDOLWDWERNENONNDEENDNNPRPOWEEENOEENDNNOSEENEDS

[eNeololNoloNolleoNelNelololoNo)

124



DISCUSION

Los resultados obtenidos y presentados en este capitulo permitieron evaluar el
comportamiento de cultivares de trigo, argentinos y brasileros, frente al WSMV vy su
vector A. tosichella en transmisiones experimentales, clasificAndolos en: susceptibles,
tolerantes y no infectados (sugiriendo estos ultimos una posible resistencia). Se lograron
destacar 9 cultivares, 8 brasileros y el cruzamiento KS93WGRC27/ProINTA Super,
comportandose como tolerantes o no infectados tanto en condiciones de invernadero como
de campo frente a uno de los aislados estudiados (GM-2009). Es importante aclarar que en
este estudio se utilizo el criterio descrito en Fahim y col. (2012b) para dicha clasificacion
(puntuacién por arriba de 2 en los valores de Absorbancia relativa). Sin embargo, los
conceptos de tolerancia y resistencia generalmente son discutibles y se mencionan varios
tipos de significados (Schafer, 1971; Slusarenko et al., 2000; Lehnhoff et al., 2015). Por
otro lado, en la mayoria de los estudios similares al presente, la transmision de WSMV se
realiza en forma mecanica, evitando el uso del acaro vector. En el presente Capitulo, la
transmision de WSMV mediante A. tosichella permitid evaluar la interaccion de los
cultivares no so6lo con el virus sino también con el vector, acercandose méas a lo que

acontece bajo condiciones de campo.

Las diferencias estadisticas encontradas entre el comportamiento de los cultivares
frente a los dos aislamientos de WSMV, tanto en invernaculo como a campo, concuerda
con lo encontrado en Ito, (2011) y en Lehnhoff y col. (2015). Estos autores encontraron
que la susceptibilidad de materiales varia con diferentes aislados de WSMYV y sugieren que
la evaluacion frente a este virus se debe conducir necesariamente con varios aislamientos.
Tanto en condiciones de inverndculo como de campo, los cultivares que no fueron
infectados o que lo hicieron con bajos valores de absorbancia (resaltados en color verde y
amarillo respectivamente en Tabla 6.3 y Tabla 6.4), considerados como tolerantes,
corresponden a la inoculacion con el aislamiento GM-2009. Sin embargo, €s0s mismos
cultivares resultaron estar infectados con valores altos de absorbancia (resaltados en color
rojo en las mismas Tablas) cuando se utilizé el aislamiento MJ-2010. El dnico material que

se comportd diferente fue MACE (posee el gen Wsm1), que no se infectd con ninguno de
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los dos aislados en condiciones de campo. Estos resultados podrian estar indicando una
mayor agresividad del aislamiento viral MJ-2010, o bien una interaccion hospedante-
vector-virus favorable para la infeccién. Resulta necesario realizar estudios mas

minuciosos para confirmar esta suposicion.

El cruzamiento KS93WGRC27/ProINTA Super, obtenido por el Grupo de
Mejoramiento de Argentina, donde KS93WGRC27 posee el gen Wsm1 (Gill et al., 1995) y
ProINTA Super el gen Cmc3 (Bainotti et al., 2009), si bien resulto ser tolerante con el
aislamiento GM-2009, tanto en condiciones de invernaculo como de campo, resultd
susceptible con MJ-2010 en ambas condiciones. Sin embargo, a campo mostro ubicarse
entre los de menor valor de absorbancia con el aislamiento mas agresivo. Lo contrario fue
observado en invernaculo, donde este cruzamiento se encontrd entre los de mayor valor de
absorbancia con el aislado MJ-2010 (Fig. 6.2). Estos resultados manifiestan como las
condiciones ambientales pueden afectar ampliamente la interaccion virus-hospedante-
vector favoreciendo o no la infeccion viral. Asimismo, los tres cruzamientos,
KS93WGRC27/Baguette 20, KS93WGRC27/Baguette 21 y KS93WGRC27/Baguette
Premium 11, evaluados solamente en condiciones de campo, mostraron el mismo
comportamiento que el primer cruzamiento descrito, encontrandose entre los de menor

acumulacion viral (Fig. 6.3).

El gen Wsml tiene la caracteristica de ser termo-sensible, el cual pierde su
efectividad a temperaturas constantes superiores a 27°C (Seifers et al., 1995).
Considerando que en condiciones de invernaculo la temperatura fue controlada, Wsm1l
podria haber conservado su efectividad. En condiciones de campo, los registros de las
temperaturas media mensuales de la EEA Marcos Juarez durante los meses de junio y
noviembre muestran un maximo de 22°C y de 21°C correspondientes a 2011 y 2012
respectivamente (Donaire et al., 2012; Bainotti et al., 2013b). Por lo tanto, del mismo
modo que en invernaculo, este gen pudo haber conservado parte de su estabilidad. La
efectividad de Wsm1 habia sido descripta y evaluada solamente con aislados de WSMV
provenientes de EEUU (Friebe et al., 1991; Gill et al., 1995; Seifers et al., 1995;

Graybosch et al., 2009). Estos resultados muestran la complejidad de mantener la
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efectividad de estos genes de resistencia descritos para WSMV frente a diferentes aislados
del virus, en este caso aislados argentinos, sumando la interaccion con el &caro vector y en

diferentes condiciones ambientales.

Respecto al gen Cmc3, éste no fue efectivo frente a las poblaciones argentinas del
acaro A. tosichella, ya que se logré la transmision del virus en ambas condiciones,
mostrado en la infeccion del cruzamiento KS93WGRC27/ProINTA Super. Estos
resultados concuerdan con las caracteristicas descritas para los genes de resistencia al
acaro, ya que en este estudio se utilizaron dos poblaciones de A. tosichella identificadas
ambas como linaje WCM2 (o Type 2), descrito en el Capitulo 5 de esta Tesis. Se ha
demostrado que los genes Cmc3, Cmc2 y Cmc4 exhibieron resistencia al linaje WCML1 de
A. tosichella, aunque susceptibilidad al linaje WCM2 (Harvey et al., 1999; Chuang et al.,
2017). En relacion al comportamiento de los cultivares frente a los &caros vectores
infectados con WSMV, los resultados mostraron una interaccion mas favorable entre los
cultivares y el complejo WSMV-A. tosichella MJ-2010 que GM-2009, al presentar

mayores porcentajes de plantas infectadas para todos los materiales evaluados.

Por otra parte, CO9602930-2, el cual posee el gene Wsm2 (Lu et al., 2011), si bien
resultd estar infectado, se encontré dentro de los materiales con menores valores de
absorbancia en invernaculo con los dos aislamientos. Del mismo modo, en condiciones de
campo se encontrd entre los de menor absorbancia con MJ-2010, y no result6é infectado
con GM-2009. Estos resultados muestran, del mismo modo que Wsm1, una efectividad
parcial del gen Wsm2 frente a aislados argentinos de WSMV. Respecto a Wsm2, el mismo
fue encontrado particularmente en la linea CO9602930-2 en el brazo corto del cromosoma
3B (Lu et al., 2011), aunque el origen exacto de la resistencia es incierto debido a la
susceptibilidad frente a WSMYV encontrada en ambos padres (Haley et al., 2002; Seifers et
al., 2006).

Por otro lado, el supuesto de investigadores brasileros y argentinos que se
plantearon esclarecer respecto al factor hospedero como responsable de la no ocurrencia de

epidemias en Brasil, a pesar de haber sido ya detectada la virosis, resulta objetado ya que
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si bien algunos materiales fueron no infectados o tolerantes con el aislamiento GM-2009,
resultaron todos susceptibles con MJ-2010 en ambas condiciones. Es decir que los
cultivares brasileros son capaces de estar infectados con altos valores de concentracion
viral y no serian los responsables de la no ocurrencia de epidemias en ese pais. Estos
resultados concuerdan con lo encontrado por el grupo de investigadores brasileros. Estos
mostraron que los mismos materiales evaluados en ambos paises, transmitidos alld en
forma mecénica, resultaron todos susceptibles a un aislado brasilero de WSMV (Lau et al.,
2013). Es decir, que los cultivares brasileros resultaron susceptibles tanto al virus como al

vector, tal como lo obtenido por ambos grupos de investigacion.

Estos resultados concuerdan también con Ito, (2011), donde los datos que
obtuvieron no apoyaron sus suposiciones de que los estados de EEUU con alta frecuencia
de epidemias de WSMV tenian variedades de trigo méas susceptibles que los estados de
baja frecuencia. Los mismos investigadores sostienen que la diferencia en la frecuencia de
epidemias de WSMV en esos lugares de EEUU puede estar influenciada principalmente
por las practicas culturales, incluyendo la produccion continua de trigo, donde es alta en
los lugares con alta frecuencia de enfermedad. Se conoce que la produccién continua de
trigo favorece la supervivencia tanto del virus y como del vector (Thomas y Hein 2003,
Jiang et al., 2005). Otros factores que contribuyen a la frecuencia de epidemias son la
virulencia de WSMV, asi como también la capacidad de linajes del vector A. tosichella
para transmitir WSMV. Como se menciond en el Capitulo 2 de esta Tesis, Mar y col.
(2013) encontraron que todos los aislados brasileros, del mismo modo que los argentinos,
estan estrechamente relacionados molecularmente entre si, y que se agruparon en el Clado
D, junto con los aislados de APNW, Australia, y Argentina. Es decir, los aislados
brasileros no mostraron marcada diferencia con los aislados de los tres paises con
epidemias de WSMV. Asimismo, como se menciond en el Capitulo 5 de esta Tesis, en
Brasil estan presentes los mismos dos linajes del vector, A. tosichella, encontrados en
Argentina, Australia y EEUU, donde uno de ellos es altamente eficiente en la transmisién
de WSMV (WCM2 o Type 2). Es decir que, en Brasil, estarian dadas las condiciones,
respecto al virus, al vector y a los hospedantes, como para que puedan ocurrir epidemias

por WSMV. Las condiciones ambientales, y posiblemente las practicas culturales, estarian
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influenciando la no ocurrencia de epidemias provocadas por esta virosis en ese pais. Estos
resultados muestran un alto potencial de dafio para Brasil si acontecen las condiciones

epidemioldgicas favorables para la enfermedad.

Respecto a la observacion de sintomas y registro del grado de severidad, la
correlacion positiva alta entre Absorbancia relativa y grado de severidad en condiciones de
invernaculo se diferencié de la correlacion moderada encontrada con GM-2009 y la no
correlacion con MJ-2010, ambos a campo. Estos resultados concuerdan parcialmente con
lo encontrado por Lau y col. (2013), quienes no encontraron relacion significativa entre
severidad de sintomas y valores de absorbancia de WSMV; asi como también con lto,
(2011) quienes no observaron correlacion entre severidad de sintomas, incidencia viral y
pérdidas de rendimiento respecto a este virus. La baja correlacion entre dichas variables
manifiesta dificultad en una categorizacion de materiales mediante evaluacion de
sintomatologia para WSMV. Los resultados muestran que la medicion de la concentracion
viral mediante métodos seroldgicos continda siendo una herramienta de importancia en los
programas de mejoramiento para la busqueda de resistencia o tolerancia a WSMV, tal
como se propuso en un principio (Seifers y Martin 1988) y como actualmente se la utiliza
(Fahim et al., 2012a; 2012b; Rupp et al., 2014; Chuang et al., 2017).

CONCLUSIONES

Los cultivares evaluados presentaron diferentes niveles de tolerancia dependiendo
de la virulencia del aislamiento de WSMV transmitido por A. tosichella-WCM2 tanto en
invernaculo como a campo. Se lograron destacar 9 cultivares (8 brasileros y el cruzamiento
KS93WGRC27/ProlNTA Super), tolerantes o resistentes en condiciones de invernadero y
campo frente al aislamiento menos virulento, GM-2009. Los cultivares de trigo en Brasil
se infectan y no son los responsables de la ausencia de epidemias del WSMYV en ese pais.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos permitieron establecer las relaciones filogenéticas entre
las secuencias nucleotidicas del gen que codifica para la capside proteica de los 13 aislados
argentinos de WSMV estudiados, provenientes de diferentes hospedantes y regiones
geogréficas de Argentina conjuntamente con la totalidad de secuencias de aislados de otros
paises descriptas a nivel mundial. Las estrechas relaciones filogenéticas encontradas entre
los aislados argentinos de WSMV, los australianos y los de la regidn del Pacifico noroeste
de Estados Unidos (APNW) sugieren que la presencia del WSMV en nuestro pais se
podria haber originado a partir de una Unica introduccién desde la region del APNW. Estos
resultados avalan la hipotesis de que tanto en Argentina como en Australia la introduccion
del WSMV proviene del APNW.

Con el objetivo de caracterizar la diversidad intra-hospedante del WSMV de
poblaciones naturales correspondientes a diferentes hospedantes (Trigo, A. fatua, D.
sanguinalis) y regiones trigueras en Argentina se desarroll6 una metodologia para la
amplificacion del genoma completo y su posterior pirosecuenciacion. Se logrd la
reconstruccion de haplotipos y la busqueda de Polimorfismos de simple nucleétido (SNP,
Single Nucleotide Polymorphisms) de las secuencias de los genomas completos de los 13
aislamientos en estudio. El establecer protocolos de anélisis de las secuencias obtenidas
fue un desafio debido al nimero de programas y herramientas que hay disponibles
actualmente para cada paso. La falta de coincidencia en los resultados obtenidos mediante
diferentes métodos de reconstruccion de haplotipos demuestra la complejidad de establecer
protocolos de analisis adecuados para cada tipo de datos y objetivos. Tres aislamientos de
WSMYV provenientes de trigo y de diferentes subregiones trigueras se distinguieron por su
mayor diversidad y distribucion de mutaciones sindbnimas y no sindnimas a lo largo de su
genoma. Sin embargo, diez presentaron baja diversidad intra-hospedante. Asimismo, se

logré identificar regiones del genoma de WSMV que serian blancos adecuados para
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desarrollar plantas transgénicas resistentes, asi como también sitios interesantes por sus
frecuencias de mutaciones no-sin6nimas para estudios de interaccion WSMV-A.

tosichella-trigo.

Se detectd por primera vez la presencia de un nuevo virus en trigo, Triticum mosaic
virus (TriMV). Por lo tanto, la enfermedad del mosaico estriado en Argentina esta
compuesta por el complejo viral WSMV-HPWMoV-TriMV transmitido por el acaro

eriéfido A. tosichella.

Se determinaron las especies de acaros eriofidos provenientes de trigo, cereales y
malezas aledafias. Se logré la amplificacion de las regiones ITS y 16S para 9 de las 10
colonias de A. tosichella establecidas a partir de los 13 aislamientos de WSMYV en estudio.
Los resultados demuestran que el linaje WCM2 de A. tosichella es el prevalente en todas
las regiones. Este linaje posee caracteristicas mas invasivas y asociado a mayores
transmisiones del WSMV descrito a nivel mundial. En la zona de Mar y Sierra, los
cereales y malezas aledafias evaluados no son hospedantes alternativos de A. tosichella. No
obstante, resultd interesante el hallazgo de la variedad de especies pertenecientes a la
familia Eriophyidae que se identificaron morfologicamente, y algunas molecularmente, en
diferentes gramineas en la provincia de Buenos Aires. Se describid taxondmicamente la
especie Aculodes stipacolus proveniente de Stipa sp. en cercania de lotes infectados con
WSMV, constituyendo la primera especie de ese género que se describe en América del
Sur. También, resulté importante la identificacion de Abacarus hystrix en Festuca, el cual
transmite Agropyron mosaic virus y Ryegrass mosaic virus, representando una advertencia

sobre la posible introduccion de estos virus a trigo y otros cereales de grano fino.

La evaluacion del comportamiento de cultivares de trigos, argentinos y brasileros,
se realizd con dos aislamientos del WSMV de diferente virulencia en transmisiones
experimentales con el acaro vector. Los cultivares presentan diferentes niveles de
tolerancia dependiendo de la virulencia del asilamiento de WSMV transmitido por A.
tosichella-WCM2 tanto en invernaculo como a campo. Todos los cultivares resultaron

susceptibles cuando se evaluaron con el asilamiento mas virulento de WSMV. Mientras
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que las evaluaciones con el asilamiento menos virulento permitieron destacar 8 cultivares
y el cruzamiento KS93WGRC27/ProINTA Super con buen comportamiento frente al
complejo. En condiciones de campo, el cultivar MACE portador del gen Wsml se
comporté como resistente, es decir no se infectd con ninguno de los dos aislamientos de
WSMV argentinos inoculados. Sin embargo, el KS93WGRC27/ProINTA Super, portador
de los genes Wsml y Cmc3, se comport6 como tolerante con el aislamiento menos
virulento y como susceptible con el mas virulento. También, se confirmé que los cultivares
brasileros evaluados fueron susceptibles al WSMV por lo que no son los responsables de
la no ocurrencia de epidemias en ese pais, tal como se sospechaba. Los resultados no
mostraron una relacion significativa entre severidad de sintomas y concentracion relativa
de WSMYV para todos los casos por lo que la utilizacion de solo la severidad de sintomas

para la evaluacion del comportamiento no es adecuada.

En sintesis, algunos de los resultados obtenidos en esta Tesis simplifican, mientras
que otros complejizan el manejo del patosistema del WSMV en trigo. Por una parte, el
haber encontrado que todos los aislados argentinos del virus estan estrechamente
relacionados entre si, y que no hay hasta el momento indicios de recombinacion, y que su
diversidad intra-poblacional en general fue baja es alentador para el manejo. También,
resulta beneficioso que todas las poblaciones de A. tosichella pertenezcan a la misma
especie criptica WCM2. Sin embargo, la especie WCM2 es la més invasivas y asociado a
mayores transmisiones del WSMV descrito a nivel mundial. La identificacion de
diferentes especies de acaros eriofidos presentes en las gramineas aledafias y la ausencia de
A. tosichella aporta otro dato al manejo. La variedad de especies desconocidas de
Eriophyidae detectadas representa una incognita acerca de su efecto en el patosistema en
estudio. La identificacion del TriMV, que completa el complejo viral junto a HPWMoV y
WSMV, vy la deteccion de A. hystrix, vector de virosis que infectan trigo (Agropyron
mosaic virus y Ryegrass mosaic virus), complejizan las estrategias de manejo al aumentar
el nimero de componentes del patosistema. La identificacion de cultivares de trigo con
tolerancia a nuestros complejos de WSMV-A. tosichella, estimulan la seleccién de

materiales con buen comportamiento como principal medida de control de la enfermedad.
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Futuras lineas de investigacion

Los resultados obtenidos en esta Tesis estimulan a continuar con investigaciones
referidas a caracteristicas del o los agentes virales, de especies de eriofidos vectores o no
de patogenos, de los hospedantes, el ambiente, asi como también las mudltiples
interacciones ocurridas entre los mismos. Resultan como futuras lineas de investigacion, la
identificacion de factores que favorecen la generacion de variabilidad del WSMV,
otorgandole capacidad de adaptacion a cambios ambientales, a nuevos hospedantes y de
evadir los mecanismos de defensa de la planta; la caracterizacion molecular y bioldgica de
TriMV, incluyendo su transmision por semilla y su incorporacion en los planes de
mejoramiento; la identificacion morfoldgica y molecular de las dos especies de Aceria y la
de Abacarus encontradas, la identificacién de gramineas que actien como puentes verdes
del complejo WSMV-A. tosichella, como también continuar con la busqueda de nuevas
fuentes de resistencia o tolerancia, para conseguirlas mas duraderas frente a este

patosistema
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ANEXO |

Tabla 1. Cambios a nivel de nucledtido, aminoécido, codon, su posicion en el genoma,
efecto en la proteina, la cobertura y la frecuencia para cada SNP detectado en todo el

genoma para los 13 aislamientos de WSMYV estudiados.

. Nombre Cambio Posicion Cambio Cambio Cober Tipo de Efecto Frecu
Aislado . . . . enla ;
Proteina aa genoma nt codon  tura polimorfismo . encia
proteina
TGT > SNP s,
WSMVO01 P1 264 T->C TGC 764 (transition) Sinénimo 8,6
WSMVOL P11 I->L 493 A->c ATC g5 SNP -~ No- 8
CTC (transversion) sinbnimo
GAA > SNP L,
WSMVO01 P1 525 A->G GAG 500 (transition) Sindnimo 8
AAC > SNP .,
WSMV01 HC-Pro 1074 C->T AAT 315 (transition) Sin6bnimo 5,4
AAT -> SNP L,
WSMV01 HC-Pro 1110 T->C AAC 359 (transition) Sin6nimo 6,1
CTG -> SNP L,
WSMV01 HC-Pro 1186 C->T TG 398 (transition) Sinénimo 7,5
WSMVOL HC-Pro M->T 1406 T->C “TC7 433 SNP No- 55
ACG (transition)  sinbnimo
ATT -> SNP L,
WSMV01 HC-Pro 1440 T->C ATC 434 (transition) Sinénimo 6,5
AAA -> SNP L,
WSMV01 HC-Pro 1599 A->G AAG 342 (transition) Sin6nimo 3,8
GGC > SNP L,
WSMV01 HC-Pro 1971 C->T GGT 436 (transition) Sin6nimo 5,3
CAA > SNP L,
WSMV01 HC-Pro 2004 A->G CAG 470 (transition) Sin6nimo 6,6
CAG > SNP s
WSMVO01 P3 2475 G->A CAA 497 (transition) Sinbnimo 6,6
GGA > SNP s
WSMVO01 Cl 3354 A->G GGG 475 (transition) Sinénimo 8
ACA -> SNP No-
WsMvol Cl T->A 3894  A->G “5on 484 (transition)  sindénimo .4
GAA -> SNP L,
WSMV01 Cl 3912 A->G GAG 421 (transition) Sin6nimo 6,2
AGC -> SNP L,
WSMV01 Cl 4209 C->T AGT 521 (transition) Sin6nimo 6,5
CTC > SNP L,
WSMV01 Cl 4605 C->T CTT 507 (transition) Sin6nimo 6,5
AGC -> SNP s
WSMV01 Cl 4944 C>T AGT 560 (transition) Sin6bnimo 6,6
WSMVOL  Nia 5697 G->T ClS~> g8 SNP - Singnimo 4,1
GTT (transversion)
CTC -> SNP s
WSMV01 Nla 5919 C>T CTT 527 (transition) Sin6bnimo 4,4
CTA-> SNP No-
WSMV01 Nla L->P 6161 T->C CCA 456 (transition)  sin6nimo 59
TTT -> SNP L,
WSMVO01 NIb 7188 T->C TTC 421 (transition) Sinénimo 4,8
WSMVO01 NIb 7281 C->T CAC-> 447 SNP Sinénimo 5,6
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WSMVO01

WSMVO01

WSMVO01

WSMV01

WSMV01

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

NIb

NIb

CP

CP

CP

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

A>T

G->S

A>T

V>

7786

8001

8068

8209

8295

129

237

381

423

462

474

484

507

528

542

591

612

636

660

672

699

705

789

804

817

888

942

T->C

T->C

G>A

G->A

T->C

T->C

T->C

G->A

C->T

G->A

C>T

G->A

A->G

A->G

T->G

A->G

T->C

G->A

A->G

C>T

T>C

G->A

G->A

C>T

T->A

CAT
TTG ->
CTG
ACT ->
ACC
GCC >
ACC
GGT >
AGT
GGT ->
GGC
GAT >
GAC
CTT >
CTC
AAG >
AAA
GTC >
GTT
AGG ->
AGA
TGC ->
TGT
GCT >
ACT
AAC ->
AAT
TTC >
TTT
GAT ->
GGT
CAA >
CAG
CCT >
CCG
GAA ->
GAG
AAT >
AAC
GCG ->
GCA
ACA ->
ACG
TCC ->
TCT
TAT ->
TAC
GAG >
GAA
GTA ->
ATA
ATC >
ATT
CCT ->
CCA

451

513

534

499

509

1090

1200

1130

1350

1200

1390

1380

1280

1200

1202

1400

1150

1060

1020

979

1170

940

1100

1170

920

1920

792

(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)

Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
No-
sinébnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sin6nimo
Sin6nimo
Sin6nimo
Sinénimo
No-
sinébnimo
Sinénimo

Sinénimo

6,9
6,2
58
6,4
5,7
28,3
28,3
27,4
8,9
30,2
19,4
32
19,8
354
30,1
31,2
20,1
58,8
20
29,8
19,7
29,6
16,2
19,8
31,3
20,4

10,2
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WSMV02

WSMV02

WSMVO02

WSMVO02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02
WSMV02

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

P3

P3

6K1

6K1

6K1

6K1

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl
Cl

M->T

N->H

M->V

K->R

M ->|

1095

1185

1404

1406

1411

1437

1516

1598

1614

1848

2214

2268

3027

3054

3084

3138

3183

3309

3555

3636

3696

4056

4342

4497

4524

4536

4617
4638

C>T

T->C

A->G

T->C

A->C

C>T

A->G

A->G

T->C

C->T

C>T

A->G

A->C

G->A

A->C

G->A

T->C

A->G

C->T

A->G

T->C

C>T

T->C

G>A

G->A

A->G

T->C
A->G

CAC ->
CAT
AAT >
AAC
ACA ->
ACG
ATG >
ACG
AAC ->
CAC
ATC ->
ATT
ATG >
GTG
AAA ->
AGA
ATT >
ATC
TTC >
TTT
TTC >
TTT
GTA ->
GTG
GAA ->
GAC
GAG >
GAA
GTA ->
GTC
TCG ->
TCA
AAT >
AAC
ACA ->
ACG
GTC >
GTT
GCA ->
GCG
CAT ->
CAC
CAC ->
CAT
TTG ->
CTG
GTG ->
GTA
ATG >
ATA
TTA ->
TTG
CAT ->
CAC
CAA ->

873

990

957

953

937

960

974

858

900

1000

1120

1090

1010

1050

1070

1070

1120

1290

1150

1110

1070

1210

1310

1120

1170

1170

1200
1210

SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP

Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
No-
sinébnimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sin6nimo
Sin6nimo
Sin6nimo
No-
sinébnimo
Sinénimo
Sinénimo

Sinénimo

30,1
12,4
2,3
2,3
2,2
28,2
38,2
32,5
38,3
29,4
59,3
58,7
28,8
10,3
29,6
28,4
11,1
19,4
8,1
27,2
12
28,8
34,7
32,5
31,1
30,5

30,3
31
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WSMV02

WSMVO02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

Cl

Cl

Cl

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nlb

Nlb

Nlb

NIb

NIb

NIb

Nlb

NIb

NIb

NIb

NIb

NIb

NIb

NIb

CP

V->|

E->D

R->S

4686

4854

5121

5385

5442

5601

5862

6054

6147

6159

6334

6357

6642

6645

6681

6747

7224

7248

7389

7402

7587

7752

7887

7902

7971

8034

8064

A->G

G>A

T->C

G->A

A->G

T->C

A->G

T->C

C->T

A->G

G->A

A->G

T->A

A->C

T->C

G>T

A->G

C>T

A->G

A->G

T->C

T>C

CAG
GTA ->
GTG
TTG ->
TTA
GTT ->
GTC
TTG ->
TTA
AAA ->
AAG
GAT >
GAC
AAA >
AAG
CTT >
CTC
CTC ->
CTT
AGA >
AGG
GTA ->
ATA
GGA >
GGG
GTC >
GTT
ATT >
ATC
GAT ->
GAC
ACA ->
ACG
GTT ->
GTC
GGT ->
GGA
GAA >
GAC
TTG ->
CTG
AGG >
AGT
ACA ->
ACG
GGC ->
GGT
ACA ->
ACG
CAA >
CAG
TGT ->
TGC
AGT ->
AGC

1200

1170

1220

1130

1070

1250

1340

1250

1130

1140

1130

1040

1030

1030

1010

1100

1070

1030

982

952

916

1010

1090

1130

1150

1160

1190

(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)

Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
No-
sinénimo
Sin6nimo
Sin6nimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo

Sinénimo

29,5
39,4
28,4
32,8
33,9
21,8
30,6
28,1
29,9
39,7
9,8
37,3
34,8
30,5
29,5
29,5
31,2
30,9
29,9
66,6
9,5
33,2
31,6
33,6
30,9
19,6

31,1
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WSMV02

WSMV02

WSMVO02

WSMVO02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV02

WSMV03

WSMV03

WSMVO03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMVO03
WSMV03

CP

CP

CP

CP

CpP

CpP

CP

CP

CP

CP

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

P1

HC-Pro

HC-Pro
HC-Pro

T->S

T->A

G->D

T->A

1>V

8145

8148

8157

8221

8448

8544

8556

8838

8922

8928

24

135

201

207

243

297

417

484

542

580

606

720

783

816

982

1080

1095
1194

T->C

G>A

T->C

A>T

A->G

C->A

G->A

T->A

A->G

C->T

T->C

C>T

C>T

G->A

A->G

G->A

A->G

T->C

G>A

C->A

C>T

A->G

T->G

T->C
C->T

AGT >
AGC
CTG >
CTA
AGT >
AGC
ACT ->
TCT
GTA ->
GTG
CTC ->
CTA
ATG >
ATA
CCT >
CCA
GCA ->
GCG
GAC ->
GAT
CTT ->
CTC
CAC ->
CAT
TAT ->
TAC
GCA ->
GCT
AAC ->
AAT
ATC ->
ATT
CAG ->
CAA
ACT ->
GCT
GGT >
GAT
ACG ->
GCG
CAT ->
CAC
GTG ->
GTA
GGC ->
GGA
GAC ->
GAT
ATC >
GTC
GCT >
GCG
CAT ->
CAC
TGC ->

1250

1240

1250

1220

931

1100

1120

1580

2120

2090

573

671

740

775

768

642

617

585

481

457

437

389

387

384

331

368

371
415

SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP

Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sindnimo
No-
sinbnimo
No-
sinébnimo
Sinénimo
Sin6nimo
Sin6nimo
Sin6nimo
No-
sinébnimo
Sinénimo
Sinénimo

Sinénimo

30,7
30,2
30,1
30,7
36,8
19,9
29,6
3,7
40,2
39,9
4,2
4,2

4,2

4,4
51
53
6,3
58
6,3
57

54

6,5
4,5
3,3

3,5
4,6
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WSMVO03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMVO03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMVO03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

P3

P3

P3

P3

P3

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

T->1

1>V

Q>K

I->L

V>

1380

1631

1641

1770

1806

1878

2079

2172

2362

2530

2568

2616

2971

3273

3592

3642

3702

3744

3807

3810

3882

4056

4057

4116

4192

4389

4686

A->G

C>T

C>T

C->T

A->T

T->C

A->G

C->T

A->G

C->A

A->G

A->G

A>T

A->G

T->C

T->G

C>T

C->T

A->G

A->G

T>C

T>C

C>T

G->A

C>T

G->A

TGT
TTA ->
TTG
ACA ->
ATA
AGC ->
AGT
ATC ->
ATT
GTA ->
GTT
TAT ->
TAC
AAA >
AAG
ACC >
ACT
ATC ->
GTC
CAA >
AAA
GCA >
GCG
CGA >
CGG
ATA >
TTA
GAA >
GAG
TTA ->
CTA
AAT >
AAC
CTT ->
CTG
ACC >
ACT
ATC ->
ATT
AAA ->
AAG
CCA ->
CCG
CAT ->
CAC
TTG ->
CTG
TAC ->
TAT
GTA ->
ATA
CTC ->
CTT
GTG >
GTA

423

358

389

390

373

389

373

400

440

495

505

430

410

451

441

427

394

394

413

411

425

474

473

468

504

478

464

(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)

Sinénimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
No-
sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sin6nimo
Sin6nimo
Sin6nimo
Sinénimo
No-
sinébnimo
Sinénimo

Sinénimo

3,1
2,5
2,6
4,6
4,8
54
4,8
3,3

2,5

42
49
39
2,9

3,4

2,8
3,3
3,6

3,9

49

4,9

41

2,9
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WSMV03

WSMVO03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMVO03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMVO03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMVO03
WSMV03

Cl

Cl

Cl

Cl

6K2

6K2

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

Nla

NIb

Nlb

Nlb

NIb

NIb

NIb

NIb

NIb

NIb

NIb
Nlb

V->1

Q>R

R->H

4728

4785

4803

4995

5160

5229

5364

5442

5637

5730

5778

5838

6048

6189

6222

6312

6354

6747

6762

6850

7086

7176

7397

7402

7671

7718

7764
7953

G->A

A->G

A->G

T->C

T->C

T->C

C>T

A->G

A->G

C->T

G->C

A->G

C>T

G->A

A->G

C->T

G->A

A->G

G>A

A->G

T>C

C>T

G->A

A->G
T->C

GAG >
GAA
GTA >
GTG
AGA >
AGG
GAT ->
GAC
TTT ->
TTC
GGT ->
GGC
TAC ->
TAT
AAA ->
AAG
GAA >
GAG
CGC >
CGT
GGG >
GGC
GAA ->
GAG
TAT ->
TAC
TTA ->
TTG
GTT ->
GTC
GAC ->
GAT
GTG >
GTA
ACA ->
ACG
TAC ->
TAT
GTT ->
ATT
AGA >
AGG
GAG >
GAA
CAA >
CGA
TTG ->
CTG
GAC ->
GAT
CGT >
CAT
CGA ->
CGG
TTT ->

472

466

469

533

505

521

481

391

376

428

428

428

537

533

514

464

433

380

367

362

468

442

358

359

339

358

394
426

SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP

Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinébnimo
Sinénimo
Sin6nimo
No-
sinénimo
Sin6nimo
Sinénimo
No-
sinébnimo
Sinénimo

Sinénimo

59
58
58
6,4
4,4
46
33
2,6
3.2
4,7
4,4
4,9
6,1
43
4,1

3,9

29
4,1
3,9

4,9

2,8
3,1
4,7
5,6

4,8
4,7
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WSMVO03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV03

WSMVO03

WSMVO03

WSMVO03

WSMV03

WSMV03

WSMV04

WSMV04

WSMV04

WSMV04

WSMV05

WSMV05

WSMV05

WSMV05

WSMVO05

WSMV05

WSMV05

WSMV05

WSMVO05

WSMVO05

WSMVO05

WSMV05

NIb

NIb

CP

CP

CP

CpP

CP

CP

CP

CP

CP

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

P3

P1

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

6K1

Cl

Nla

Nla

NIb

CP

CcP

CP

N->D

S>G

N->§

M->L

Y->H

V->A

N->H

Y->C

A->E

T->N

S>T

7992

8008

8113

8130

8133

8144

8148

8496

8532

8790

8928

1404

1406

1411

2635

949

1157

1218

1411

3191

4137

6497

6505

7416

8102

8108

8126

A->G

A->G

A->G

A->C

C->T

A->G

A->G

A->G

A->C

C>T

T->C

A->G

A->C

A>T

T->C

T->C

G->A

A->C

A->G

T->C

T>G

A->C

C>T

C>A

C>A

G->C

TTC
TTA ->
TTG
AAT >
GAT
AGT >
GGT
GGA >
GGC
AGC ->
AGT
AAT >
AGT
CTA >
CTG
CAA ->
CAG
ACA ->
ACC
GGC ->
GGT
GAT >
GAC
ACA ->
ACG
ATG >
ACG
AAC ->
CAC
ATG >
TTG
TAT ->
CAT
GTA ->
GCA
AAG ->
AAA
AAC ->
CAC
TAT ->
TGT
CTT ->
CTC
ATT ->
AGT
AAT >
CAT
TAC ->
TAT
GCA >
GAA
ACT ->
AAT
AGT ->
ACT

407

410

452

457

460

460

458

418

430

666

864

782

77

757

670

418

525

576

542

493

501

551

553

454

561

563

567

(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transversion)
SNP
(transversion)

Sinénimo
No-
sinbnimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
No-
sinbnimo
No-
sinbnimo
No-
sindnimo
No-
sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
No-
sinébnimo
Sin6nimo
No-
sinénimo
No-
sinénimo
Sinénimo
No-
sinébnimo
No-
sinébnimo
No-
sinénimo

7.4
2.2
12,6
4,4

4,3

2,3

2,8
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WSMV05

WSMVO06

WSMVO06

WSMVO06

WSMV07

WSMV07

WSMVO07

WSMVO07

WSMV08

WSMV09

WSMV09

WSMV09

WSMV09

WSMV09

WSMV10

WSMV10

WSMV10

WSMV10

WSMV11

WSMV11

WSMV12

WSMV12

WSMV12

WSMV12

WSMV12

WSMV12

WSMV12
WSMV12

CP

P3

Cl

Nla

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

P3

HC-Pro

P3

Nla

Nla

CP

Nla

Nla

Nla

NIb

HC-Pro

Nlb

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

P3
NIb

S->R
M->L
R->Q
S->G
N ->H

M->T

R->H

M->L

K->R

R->L

M->L
N->D

8131

2635

4532

5305

1411

1406

1404

1355

2635

1145

2817

6497

6505

8318

6192

6497

6505

6744

1404

7788

1400

1404

1406

1411

1769

2052

2635
7108

A->C

A>T

G->A

A->G

A->C

T->C

A->G

G->A

A>T

A->G

G->A

T->G

A->C

C>A

G->A

T->G

A->C

G->A

A->G

G->A

G->T

A->G

T>C

A->C

T->G

A->G

A>T
A->G

AGT >
CGT
ATG >
TTG
CGG ->
CAG
AGT >
GGT
AAC ->
CAC
ATG >
ACG
ACA ->
ACG
CGC >
CAC
ATG >
TTG
AAG >
AGG
CCG >
CCA
ATT ->
AGT
AAT ->
CAT
ACG ->
AAG
GTG ->
GTA
ATT >
AGT
AAT ->
CAT
CTG >
CTA
ACA ->
ACG
TTG ->
TTA
CGA ->
CTA
ACA ->
ACG
ATG >
ACG
AAC ->
CAC
ATC ->
AGC
CCA ->
CCG
ATG >
TTG
AAC ->

569

405

621

650

371

374

375

425

318

500

541

635

638

549

722

652

660

623

711

661

462

454

449

435

406

453

379
444

SNP
(transversion)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transversion)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP

No-
sinébnimo
No-
sinbnimo
No-
sinbnimo
No-
sinbnimo
No-
sinébnimo
No-
sinébnimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
No-
sinbnimo
No-
sinénimo
Sinénimo
No-
sinénimo
No-
sinbnimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
No-
sinénimo
No-
sindnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinébnimo
Sin6nimo
No-
sinénimo
No-
sinénimo
No-
sinébnimo
Sinénimo
No-
sinénimo
No-

23
42
20,6
58
38
37
37
24
7.2
39,4
39,4
36
33
14
24
37
35
2,6
48
16,8
24
2,6
2,2
2,5
333
2.2

53
2,5
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WSMV12

WSMV12

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

WSMV13

NIb

NIb

P1

P1

HC-Pro

HC-Pro

HC-Pro

P3

P3

Cl

Cl

Cl

NIb

NIb

NIb

CP

CP

CP

CP

M->V

A>T

T->A

M->L

G->E

7771

7782

426

484

1690

1842

2139

2568

2635

3687

3924

4047

5802

6497

6505

6684

7176

7911

8130

8189

8361

8392

A->G

A->G

T->C

G->A

A->G

T->C

T->C

G->A

A>T

T->C

G->A

C>T

T->G

A->C

T->C

A->G

C>T

C>A

G->A

G>A

C>T

GAC
ATG ->
GTG
CCA >
CCG
CGT ->
CGC
GCT ->
ACT
ACA ->
GCA
GGT >
GGC
GTT ->
GTC
GCG >
GCA
ATG ->
TTG
AAT ->
AAC
GGG >
GGA
GAC ->
GAT
CAT ->
CAC
ATT ->
AGT
AAT ->
CAT
TCT ->
TCC
GAA ->
GAG
ATC ->
ATT
GGC >
GGA
GGG >
GAG
CGG >
CGA
CTA ->
TTA

386

384

1110

1060

844

760

969

871

666

911

916

908

1090

862

861

790

919

895

921

895

757

762

(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transversion)
SNP
(transition)
SNP
(transition)
SNP
(transition)

sinébnimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinébnimo
No-
sinébnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinbnimo
No-
sinbnimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
Sinénimo
No-
sinébnimo
Sin6nimo

Sin6nimo

2,3
29,7

2,5

2,8

2,1
2,4

2,1

2,8
2,4
2,3
2,4
2,2

2,2

2,5
2,1
17,5
2,5

2,5
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ANEXO II

Especies de Aculodes asociadas a gramineas (Poaceae) descritas a nivel mundial

utilizadas para realizar la comparacion y descripcion de la nueva especie

Se presenta a continuacion las 21 especies de Aculodes asociadas a gramineas
(Poaceae) descritas a nivel mundial. Se incluye informacidn sobre tipo de hospedante,

localidad y habito.

Aculodes agropyronis (Keifer, 1960)

Tipo de hospedante: Agropyron smithi Rydb., actualmente denominado como sinénimo de
Elymus smithii (Rydb.) Gould (The Plant List 2013).

Localidad tipo: Tejas, EEUU.

Habito: en hojas jovenes enrolladas y sobre la hoja cerca de la vaina.

Aculodes bambusae (Kuang, 1997)

Tipo de hospedante: Bambusa sp.

Localidad tipo: Hangzhou City, Zhejiang Province, China.
Habito: errantes.

Aculodes calamaabditus (Skoracka, 2003)

Tipo de hospedante: Calamagrostis epigeios (L.) Roth., actualmente el nombre aceptado
es Calamagrostis epigejos (L.) Roth (The Plant List 2013).

Localidad tipo: Forest, Lesna Dolina (16° 12'E, 51° 44'N), Glogow, Poland.

Habito: errantes en la superficie superior de la hoja.

Aculodes capillarisi (Skoracka, 2003)
Tipo de hospedante: Agrostis capillaris L.
Localidad tipo: Biedrusko cerca de Poznan (16° 55'E, 52° 29'N), Poland.

Habito: errantes en la superficie superior de la hoja, sobre todo cerca de la parte superior.
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Aculodes deschampsiae (Sukhareva, 1972)

Tipo de hospedante: Deschampsia cespitosa (L.) P. Beauv.

Localidad tipo: Parque del Biological Institute, Leningrad University Petergof, Leningrad
Region, Rusia.

Habito: errante en ranuras en la superficie superior de la hoja.

Referencia: dibujos y caracterizacion taxonémica también en Skoracka (2004).

Aculodes dubius (Nalepa, 1891)

Tipo de hospedante: Helictotrichon pratense (L.) Besser ex Pilg.
Localidad tipo: Austria (Amrine and Stasny 1994).

Habito: en nervaduras sobre superficie de las hojas; flores.

Referencia: dibujos y caracterizacion taxondmica también en Skoracka (2004).

Aculodes festucae (Skoracka, Labrzycka & Rector, 2009)

Tipo de hospedante: Festuca arundinaceae Schreb.

Localidad tipo: Gorski Kotar, 30 Km NE de Rijeka (14° 35.047'E, 45° 28.848'N), Croacia.
Habito: errantes en la superficie superior de la hoja.

Aculodes fulleri (Keifer, 1966a)

Tipo de hospedante: Stipa californica Merr. & Burtt-Davy ex Hall., actualmente referido
como un sinénimo de Stipa occidentalis Thurb. ex S.Watson (The Plant List 2013).
Localidad tipo: Upper King’s Creek, Lassen Nat. Pk., Shasta Co., California, USA.

Habito: en las superficies superiores de las hojas.

Aculodes holcusi (Skoracka, 2004)
Tipo de hospedante: Holcus mollis L.
Localidad tipo: Przechyba, Beskid Sadecki Mts., Polonia.

Habito: errantes en las superficies superiores de las hojas.

Aculodes janboczeki (Skoracka, 2005)

Tipo de hospedante: Bromus inermis Leyss.
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Localidad tipo: Pradera cerca de Oak Forest (48 ° 02.730 'N, 20 ° 28.814' E), 580 m sobre
el nivel del mar, Bukki Mts., Hungria.

Habito: errantes en las superficies superiores de las hojas.

Aculodes koeleriae (Sukhareva, 1985)

Tipo de hospedante: Koeleria cristata (L.), actualmente referido como un sinénimo de
Koeleria pyramidata (Lam.) P.Beauv. (The Plant List 2013).

Localidad tipo: en pradera parecida a una estepa, cerca de Putsilovska, distrito de
Pogranichny., Territorio maritimo, Primorskij Kraj, Rusia.

Habito: en la superficie superior de la hoja; entre las nervaduras.

Aculodes kransnovi (Sukhareva, 1994)
Tipo de hospedante: Sasa palmata E. G. Camus.
Localidad tipo: Jardin botanico de Batumskoy, Georgia.

Habito: los &caros se encontraron en la superficie de las hojas.

Aculodes levis (Huang, 2001)
Tipo de hospedante: Phyllostachys makinoi Hayata.
Localidad tipo: Kaohsiung, Tengchih, Taiwan, China.

Habito: errante en la superficie de la hoja inferior. No se observo dafio.

Aculodes mckenziei (Keifer, 1944)

Tipo de hospedante: Leymus triticoides (Buckl.) Pilg.

Localidad tipo: Sacramento, California, USA.

Habito: los acaros se encuentran en la superficie superior de hojas. Causan algo de
pardeamiento.

Referencia: Dibujos y caracterizacion taxonomica en Skoracka (2004).

Aculodes mongolicus (Skoracka & Shi, 2001)
Tipo de hospedante: Hordeum brevisubulatum (Trin.) Link.

Localidad tipo: Arkhangy Aymag, Horgo Terhiyn Tsagaan Nuur National Park, Mongolia.
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Habito: errantes en las superficies superiores de las hojas.

Aculodes multitricavus (Skoracka, 2004)

Tipo de hospedante: Bromus inermis Leyss.

Localidad tipo: Xerothermic sward, Owczary, Poland.
Habito: errantes en las superficies superiores de las hojas.

Aculodes neglectivagrans (Skoracka, 2005)

Tipo de hospedante: Calamagrostis neglecta (Ehrh.) Gaertn., Mey et Schreb., actualmente
referido como un sindénimo de Calamagrostis stricta (Timm) Koeler (The Plant List 2013).
Localidad tipo: Duna del litoral, 14 m de altitud, 10 km al oeste de la aldea de Kuzrjeka,
cerca del cabo de Turij, S. de Umba, costa del mar blanco, peninsula de Kola, Rusia. (66 °
35.722'N, 34 ° 42.965' E)

Habito: errantes en las superficies superiores de las hojas.

Referencia: Skoracka and Pacyna (2005).

Aculodes ponticus (Sukhareva, 1986)
Tipo de hospedante: Eremopyrum distans (Koch) Nevski.
Localidad tipo: Near Kabardinka Village, Krasnodarski Kraj, Rusia.

Habito: entre las nervaduras en la superficie de las hojas.

Aculodes stoloniferae (Skoracka, 2005)

Tipo de hospedante: Agrostis stolonifera L. subsp. Straminea (Hartm.) Tzvel.

Localidad tipo: Taiga, cerca de una playa pedregosa, cerca del Cabo Turij, S. de Umba,
Mar Blanco. Costa, (66 ° 37.822 'N, 34 ° 27.345' E) Peninsula de Kola, Rusia.

Habito: errantes en las superficies superiores de las hojas.

Referencia: Skoracka and Pacyna (2005).

Aculodes sylvatici (Skoracka, Labrzycka & Rector, 2009)

Tipo de hospedante: Brachypodium sylvaticum (Huds.) P. Beauv.
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Localidad tipo: Montafias de Velebit, a unos 24 km al sureste de Senj (15 ° 02.830'E, 44 °
56.412'N), Croacia.

Habito: errantes en las superficies superiores de las hojas.

Aculodes tsukushiensis (Xue, Song & Hong, 2010)

Tipo de hospedante: Elymus tsukushiensis Honda var. transiens (Hack.) Osad.

Localidad tipo: Zhouzhi County, Shaanxi Province, P.R. elevacion 500 m, (34°03'54"N,
108°1922"E), China.

Habito: errante en las superficies de las hojas. No se observo dafio en el hospedante.
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Hembra Macho
Caracter 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
(Slide N°/Posicién) 1.1 1.2 2.1 3.1 3.2 3.3 4.1 3.4 3.5 4.2 1.3
Idiosoma shape:
Idiosoma L. 194,75 190,95 200,45 21945 222,3 216,6 200,45 22325 221,35 202,35 170,05
Idiosoma W. 38,95 40,85 37,05 4465 456 399 38,95 4465 NP NP 33,25
Gnatosoma
Seta apical (d) 8,55 7,6 7,6 8,55 7,6 7,6 6,65 8,55 7,6 7,6 6,65
Chelicerae L. NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Seta basal 1,9 1,9 NP 1,9 1,9 1,9 NP 1,9 1,9 NP NP
Estilete oral L. NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Rostro (palpo) 16,15 15,2 16,15 16,15 17,1 16,15 1425 16,15 16,15 NP 14,25
Escudo prodorsal shape:
Escudo prodorsal L. 36,1 37,06 37,05 38 37,06 36,1 36,1 36,1 37,06 36,1 32,3
Escudo prodorsal W. 28,5 27,55 28,5 2755 2755 26,6 22,8 26,6 NP NP 25,65
Seta escapular (sc) L. 22,8 21,85 29,45 209 228 20,9 22,8 2185 209 21,85 19
Scapular tuercule sp. 14,25 16,15 13,3 1425 1425 14,25 14,25 15,2 NP NP 14,25
Otraseta L. - - - - - - - - - - -
Otraseta L. - - - - - - - - - - -
Frontal lobe shape:
Frontal lobe L. 5,7 57 6,65 7,6 6,65 57 57 57 5,7 57 4,75
Frontal lobe (base) W. 7,6 7,6 7,6 855 855 855 7,6 8,55 7,6 NP 7,6
Legs chaetotaxy:
Leg I L. 31,35 28,5 29,45 32,3 31,35 2755 27,55 304 304 2755 2375

Tabla 2. Descripcion de 10 acaros eriéfidos (hembras) recolectados sobre Stipa sp. Las mediciones estan presentadas en micrometros (mm).
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Femur I L

Femoral seta | (bv) L.
Genu I L.

Genual seta | (1") L.
Tibia I L.

Tibial seta | (1") L.
Tarsus I L.

Lateral seta I (ft™") L.
Dorsal seta | (ft") L.
Unguinal seta | (u") L.
Solenidion I L.
Empodium I L.
Empodium I rays

Leg Il L

Femur Il L

Femoral seta Il (bv) L.
Genu Il L.

Genual seta Il (I"") L.
Tibia Il L.

Tarsus Il L.

Lateral seta Il (ft™) L.
Dorsal seta Il (ft") L.
Unguinal seta Il (u”) L.
Solenidion 11 L.
Empodium I L.
Empodium Il rays

9,5
6,65
6,65

16,15
6,65
7,6
7,6
23,75
14,25

5,7
8,55
6,65

28,5
95
10,45
4,75
6,65
5,7
6,65
20,9
8,55
4,75
9,5
6,65
8

9,5
7,6
5,7
15,2
6,65
7,6
7,6
15,2
12,35
4,75
8,55
6,65

25,65
9,5
9,5

4,75
7,6
5,7

6,65

18,05

7,6
4,75
9,5
6,65
8

10,45
6,65
6,65
19
6,65
7,6
6,65
19
14,25
5,7
7,6
6,65

25,65
8,55
9,5
4,75
7,6
5,7
7,6
19,95
8,55
NP
8,55
5,7
8

8,55
7,6
5,7
19

6,65

6,65
7,6

20,9

15,2

4,75
7,6

6,65

27,55
9,5
10,45
5,7
8,55
5,7
6,65
19,95
8,55
4,75
8,55
6,65
8

8,55
9,5
6,65
17,1
6,65
9,5
7,6
22,8
16,15
4,75
9,5
7,6
8
27,55
8,55
9,5
5,7
8,55
4,75
6,65
21,85
7,6
6,65
9,5
6,65
8

9,5
9,5
6,65
18,05
6,65
6,65
6,65
20,9
18,05
5,7
8,55
6,65
9
27,55
8,55
9,5
4,75
8,55
5,7
7,6
19
7,6
5,7
8,55
6,65
8

9,5
9,5
5,7
18,05
6,65
7,6
6,65
21,85
16,15
5,7
8,55
7,6
9
27,55
9,5
114
4,75
8,55
5,7
6,65
20,9
7,6
4,75
9,5
6,65
8

8,55
9,5
6,65
17,1
6,65
7,6
7,6
22,8
17,1
4,75
8,55
6,65
9
27,55
8,55
9,5
4,75
9,5
5,7
6,65
22,8
7,6
5,7
9,5
6,65

8,55
9,5
5,7
17,1

6,65
7,6

6,65

20,9
17,1
5,7

8,55

6,65

26,6
9,5
9,5

4,75

8,55

4,75

6,65

20,9
7,6
5,7
9,5

6,65

8,55
7,6
5,7

16,15

6,65

6,65

6,65

19,95

13,3
NP

8,55

6,65

9
25,65

8,55
9,5

4,75

8,55
5,7

6,65

20,9
7,6
NP

8,55

6,65

7

8,55
5,7
5,7

12,35
5,7
5,7

6,65

18,05

11,4

4,75
7,6
5,7

8

22,8

8,55
7,6
3,8
7,6
5,7
5,7

19,95

6,65

4,75

8,55
5,7

8
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Coxisternal region
Coxal seta | (1b) sp.
Coxal seta | (1b) L.
Coxal seta Il (1a) sp.
Coxal seta Il (1a) L.
Coxal seta 111 (2a) sp.
Coxal seta 11l (2a) L.
Sternal line L.
Coxisternal rings N°

Genitalia

Genitalia L.
Genitalia W.
Longitudinal ribs
Genital seta (3a) L.

Opisthosoma
Dorsal seta (c1) L.
Dorsal seta (c2) sp./ring
Lateral seta (c2) L.
Lateral seta (c2) ring
Ventral seta | (d) L.
Ventral seta | (d) ring
Ventral seta | (d) sp.
Ventral seta | (d) micro.
Ventral seta Il (e) L.
Ventral seta Il () ring
Ventral seta Il () sp.

ornamentation:
9,5
6,65
4,75
14,25
19
28,5
6,65
5
ornamentation:
12,35
19
12
171
obs.

22,8
lo2
36,1
12
25,65
21
14,25
29030
11,4

9,5
6,65
5,7
13,3
19,95
27,55
6,65
5

13,3
18,05
10
12,35

20,9

29,45
12
26,6
20
9,5
31
12,35

8,55
7,6
6,65
14,25
15,2
27,55
5,7
5

11,4
16,15
11
14,25

26,6
2
35,15
13
19,95
20
11,4
30
11,4

8,55
8,55
5,7
13,3
18,05
22,8
5,7
5

12,35
18,05
12
14,25

18,05
2
38,95
14
25,65
22
114
30
114

8,55
9,5
5,7

14,25
19
25,65
5,7
5

12,35
18,05
12
19

19

39,9
16
22,8
18
12,35
35
10,45

8,55
6,65
4,75
13,3
17,1
19,95
5,7

13,3
17,1
11
10,45

171

30,4
12
22,8
21
11,4
28
11,4

8,55
8,55
4,75
14,25
17,1
27,55
5,7

114
18,05
12
15,2

15,2

40,85
14
21,85
22
133
32
10,45

8,55 NP
9,5 7,6
5,7 NP
6,65 12,35
19 NP
10,45 16,15
5,7 6,65
5 NP
12,35 NP
17,1 NP
12 NP
19 NP
17,1 13,3
2 NP
42,75 40,85
15 NP
19 NP
22 NP
14,25 10,45
35 NP
11,4 NP

NP
8,55
NP
13,3
NP
31,35
NP

12,35
NP
10

15,2

16,15

28,5
13
NP
NP

10,45
29
NP

8,55
4,75
4,75
9,5
15,2
19,95
5,7

12,35
16,15
NP
9,5
obs.

19,95
lo2
33,25
10
20,9
15
5,7
22
8,55
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Ventral seta 1l (e)

micro. 9 9 10 9 8 7 8 10 NP NP 5
Ventral seta 11 (f) L. 25,65 12,35 19,95 23,75 20,9 21,85 21,85 22,8 209 19 14,25
Ventral seta Il (f) ring 58 58 59 56 63 55 59 63 NP 56 43
Ventral seta 111 (f) sp. 16,15 16,15 1425 16,15 7,6 14,25 14,25 NP NP NP 13,3
Ventral seta 111 (f)

micro. 15 14 13 15 7(L) 13 13 NP NP NP 13
Total dorsal annuli 74 71 71 69 70 70 67 69 67 64 55
Total ventral annuli 62 62 63 60 67 59 63 67 NP 60 47
Caudal seta (h2) L. 68,4 26,6 84,55 62,7 52,25 532 65,55 475 684 6555 34,2
Accesory seta (hl) L. 4,75 4,75 3,8 475 475 475 3,8 3,8 3,8 57 2,85
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