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El algoddn (Gossypium spp.) representa
una de las especies textiles de mas amplia
difusion como fuente de fibra natural y es
uno de los cultivos econdmicamente mas
importantes del mundo. En nuestro pais es
un cultivo regional clave para el Noreste de
Argentina (NEA) siendo la cadena agroin-
dustrial del algoddn muy importante en el
aspecto econdmico y social de la regién. Se
cultiva en una amplia zona ecoldgica entre
los 252 y 319 de latitud sur y comprende las
provincias de Catamarca, Chaco, Cérdoba,
Corrientes, Entre Rios, Formosa, Salta, Santa
Fe y Santiago del Estero. Chaco es la princi-
pal provincia algodonera, con una participa-
cion del 54% de la superficie total sembra-
da en el pais cubriendo en los ultimos afios
aproximadamente 600.000 hectareas (7).

La enfermedad de origen viral mas impor-
tante en el cultivo de algodén en Sudaméri-
ca es la enfermedad azul. Esta enfermedad
fue descripta por primera vez en la Repu-
blica Centroafricana en el afio 1949 y partir
de ese momento se reportd en varias regio-
nes de Africa, Asia y América. En Argentina
puede sefialarse como antecedente lo que
durante la campafia agricola 1982/83 se
denomind “mal de Misiones” y afecté en la
provincia de Misiones a variedades de algo-
dén producidas por INTA. La enfermedad es

producida por el Cotton leafroll dwarf virus
(CLRDV) (3). El virus es transmitido en forma
circulativa y no-propagativa por el pulgén
del algoddn Aphis gossypii. La transmision
es mediada por afidos que se alimentan de
plantas infectadas con CLRDV, adquieren el
virus y luego al alimentarse en plantas sanas
lo transmiten. El virus posee un genoma de
ARN simple cadena positiva y esta restrin-
gido a las células acompafantes de floema
de plantas de algoddn, es por ello que no es
posible la transmisién mecdnica desde una
planta enferma a una planta sana. Los sin-
tomas caracteristicos de la enfermedad son
enanismo por acortamiento de los entrenu-
dos, enrollamiento de las hojas, textura co-
ridcea con coloracion verde oscura-azulada
y las nervaduras se tornan amarillas en in-
fecciones severas (Fig. 1, A).

En Argentina y Brasil la enfermedad azul
representa un serio problema para la pro-
duccion de algoddn, ocasionando elevadas
pérdidas de rendimiento si las plantas se in-
fectan en estadios tempranos de su desarro-
llo volviéndose improductivas. Si los afidos
transmisores no son controlados durante la
época de siembra, la infeccién viral puede
llegar a afectar la productividad del material
susceptible hasta en un 80%, causando im-
portantes pérdidas econdmicas. Los insec-
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Infeccion mediante
Aphid gossypii

Agroinfiltracion del clon
infectivo de CLRDV

Figura 1. Plantas de algodon variedad NC33B, suscep-
tibles a la infeccion por CLRDV. A. Planta infectada
mediante afidos (Aphid gossypii) viruliferos. B. Planta
agroinfiltrada con el clon infectivo de CLRDV. En ambos
casos los experimentos se realizaron en invernaculo y
condiciones controladas.

ticidas son efectivos para el control de los
afidos transmisores de la enfermedad, pero
son caros, téxicos para el ambiente y no
proveen proteccion durante todo el ciclo del
cultivo. El desarrollo y uso de cultivares de
algoddn resistentes a la enfermedad consti-
tuyen la mejor herramienta de control. Royo
y col. (6) realizaron un relevamiento de 283
variedades de algoddn contra enfermedad
azul bajo condiciones de infeccion natural a
campo y encontraron que la gran mayoria
de las variedades provenientes de Estados
Unidos son susceptibles y la resistencia exis-
te en el germoplasma proveniente de los
paises Africanos como asi también en nue-
vos materiales genéticos derivados del ger-
moplasma africano (6).

Tradicionalmente, en los programas de me-
joramiento del cultivo de algoddn, la selec-
cion de variedades con resistencia genética
a la enfermedad azul se realiza mediante la
infeccidn de las plantas con insectos vecto-
res viruliferos que fueron criados en el labo-
ratorio y que adquirieron el virus de plantas
infectadas. Este método es complejo porque
requiere de mucho tiempo para mantener
la poblacién de afidos viable durante todo

el aino, instalaciones especiales para evitar
el escape de los insectos y a su vez la canti-
dad de vectores disponible limita el nimero
de material a evaluar. Otra estrategia para
la evaluacion del material es la siembra bajo
condiciones de infeccién natural a campo.
Estas determinaciones son muy dependien-
tes de las infestaciones naturales de afidos,
las cuales no presentan una distribucion uni-
forme en el campo. Esta variabilidad puede
alterar el resultado y otorgar caracteristicas
resistentes a plantas susceptibles que no han
sido infectadas. Por otro parte, la incidencia
de la infeccion, dependiente de la presencia
del afido, es variable en cada campana. Mas
aun, la sincronizacién entre la presencia de
los vectores y el estadio de desarrollo de la
planta es indispensable para la identifica-
cién de genotipos resistentes (9).

En el ano 2010 el grupo logrd por primera
vez la secuencia completa del genoma del
virus CLRDV asociado a la enfermedad azul
del algodonero (3). La informacién del ge-
noma completo permitié la construccién de
un clon infectivo del CLRDV con el objetivo
de desarrollar una metodologia alternativa
de infeccién que permitiera independizarse
del sistema tradicional de evaluacién con el
afido transmisor (2). Un clon infectivo con-
siste en clonar el genoma completo de un
virus, en este caso el Cotton leafroll dwarf
virus, y colocarlo en un vector que permi-
te expresar el genoma viral en la planta e
iniciar el ciclo de infeccién, tal cual como
sucede en su ciclo natural. En el nuevo sis-
tema de infeccidn el clon infectivo del virus
es introducido en la planta de algodén a tra-
vés de un método eficiente de inoculacién
que se denomina agroinfiltracion. Esta téc-
nica utiliza una bacteria como vehiculo para
transportar el genoma viral dentro de la
célula vegetal. Agrobacterium tumefaciens
es una a-proteobacteria con la capacidad
de transferir a una planta hospedadora un
fragmento de ADN a partir una molécula
de ADN circular denominado plasmido-Ti.
Se trata del Unico organismo conocido con
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la capacidad de transferir genes de manera
lateral entre reinos (de bacterias a plantas).
Para ello Agrobacterium reconoce sefiales
producidas en una herida de la planta (feno-
les, monosacaridos o pH bajo). Estas sefales
inducen la expresion de genes de virulencia
en la bacteria cuyos productos son necesa-
rios para el procesamiento y transporte del
T-ADN de la bacteria a la célula vegetal. Esta
capacidad de transmision de ADN es exten-
samente explotada por la biotecnologia,
como herramienta para transferir y en algu-
nos casos insertar genes foraneos dentro de
las plantas (7).

Para el desarrollo del clon infectivo del CL-
RDV se coloco una copia en ADN (ADNCc) del
genoma completo del CLRDV bajo el control
de un promotor de origen viral (denomina-
do 35S, proveniente del virus del mosaico de
la coliflor) (Fig. 2). Esto asegura la expresion
del genoma del virus dentro de la planta. Se
utilizé el plasmido pBin19 para incorporar la
construccion viral dentro de A. tumefaciens.
Una vez obtenida la bacteria portadora de
la construccién viral, la agroinfiltracién se
realizd en los dos cotiledones de plantas de
algododn de la variedad NC33B y Guazuncho
2, variedades susceptibles y resistentes a
CLRDV, respectivamente, en estadio de una
hoja verdadera expandida. Transcurridas las
tres semanas posteriores a la inoculacidn,
se comenzaron a observar los primeros sin-
tomas de infeccidn en aquellas plantas con
germoplasma susceptibles al virus mientras
gue las plantas resistentes no desarrollaron
la enfermedad (Fig. 2). A las seis semanas
postinoculacién, las plantas manifestaron
sintomas similares a los desarrollados por
una planta infectada a través del método
tradicional con el &fido virulifero (Fig. 1, A
y B). A continuacidn se realizaron distintos
ensayos moleculares a través de los cuales
se pudo confirmar la presencia del genoma
viral y sus productos génicos en aquellas ho-
jas que no habian sido infiltradas (hojas su-
periores). A través de la técnica de Northern
blot se confirmé la presencia del genoma a

ARN viral en las hojas superiores y mediante
Western blot se confirmé la presencia de la
proteina de la capside del virus en el tejido
sin agroinfiltrar. Estos resultados confirman
que la inoculacién del clon infectivo a través
de la agroinfiltracion permite la replicacion
viral en el sitio de infeccidn, la movilidad de
las particulas entre células contiguas y a su
vez su distribucion en forma sistémica hacia
las hojas superiores. De esta manera el virus
logra establecer la infeccidn y se manifiestan
los sintomas tipicos de la infeccién natural.
A su vez, se demostré que el virus presente
en las plantas infectadas con el clon infecti-
vo puede ser transmitido por el insecto vec-
tor. Para ello se utilizaron afidos aviruliferos
alimentados en las plantas infectadas por el
clon infectivo que luego fueron transferidos
a plantas sanas. Tiempo después, las plan-
tas sanas manifestaron los sintomas de la
enfermedad azul, indicando que el virus que
se genera a partir del clon infectivo posee
las mismas caracteristicas del virus obteni-
do en las infecciones naturales y conserva la
capacidad de ser transmitido por el insecto
vector.

La técnica de infeccién desarrollada repre-
senta una herramienta biotecnolégica muy
importante y podra utilizarse como sistema
de infeccion de rutina en los programas de
mejoramiento de algoddn siendo un méto-
do mads sencillo y econdmico que el sistema
de pulgones infectivos. El clon infectivo per-
mitird acelerar la seleccién de posibles ge-
nes de resistencia y/o tolerancia al CLRDV
en el germoplasma de algoddn, que puedan
ser utilizados en mejoramiento e introgre-
sién en variedades élite. Ademas, permiti-
ra realizar distintos tipos de estudios para
avanzar en el conocimiento del patosistema
algododn-virus-vector. En este sentido, se de-
mostrd que la agroinfiltracidn del clon infec-
tivo en plantas modelos como Arabidopsis
thaliana y Nicotiana benthamiana permite
establecer la infeccion en ellas (2). Si bien no
son plantas de interés agronédmico, ni hués-
pedes naturales del virus, ambas represen-
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tan grandes herramientas para el estudio
y caracterizacion de la interaccién entre la
plantay el virus. Entre las ventajas de poder
trabajar con estas especies se encuentra el
hecho de que cuentan con la totalidad de
sus genomas secuenciados, ensamblados
y ampliamente estudiados. Ademads, existe
una amplia variedad de conocimientos ob-
tenidos a partir de estudios realizados con
ellas (4,5). Es por ello que la utilizacién del
clon infectivo en plantas modelo permitird
explotar estas ventajas en pos de poder di-
lucidar las funciones virales del CLRDV. Un
ejemplo de ello es el trabajo realizado en

Agroinfiltraciéon
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W

semanas

Gossypium hirsutum
infectada con el clon
infectivo de CLRDV
Figura 2. Representacion grafica de la construccion de un clon infectivo de CLRDV y su incorporacién en Agrobacte-
rium tumefaciens para la inoculacion en cotiledones de plantas de algoddn. A las tres semanas postinoculacion se
observan los primeros sintomas en las hojas jovenes.

Nicotiana benthamiana para la caracteriza-
ciéon funcional de la proteina PO del CLRDV
como supresor del mecanismo de silencia-
miento postranscripcional del hospedante,
uno de los mecanismos de defensa contra
patégenos que poseen las plantas (1).

El presente trabajo se realizd en forma con-
junta entre el grupo de investigacion en el
cultivo de algododn perteneciente al Labo-
ratorio Regional de Patologia Vegetal de la
Estacion Experimental Agropecuaria Roque
Saenz Pefia, INTA-Chaco vy el grupo de Viro-
logia Molecular de virus de algoddn del Ins-
tituto de Biotecnologia del INTA-Castelar.
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INTRODUCCION

El algoddn es un cultivo tradicional en San-
tiago del Estero ocupando el segundo lugar
en superficie sembrada y el primero en vo-
lumen producido (12).

Una clara particularidad de la produccién
de algoddn en la provincia de Santiago del
Estero es la composicion de los estratos
productivos y la distribucién de las superfi-
cies de siembra, la que sigue una tendencia
similar a lo que acontece a nivel nacional
(15). Los productores minifundistas (hasta
10 ha) y pequefios (10-30 ha) representan
el grueso de los productores con un 87,6 %

del total, sin embargo siembran solamente
el 17,3% del total de la superficie provincial.
Por el contrario los grandes productores
representan el 1,9% del total, pero son res-
ponsables de la siembra de mas del 50 % de
la superficie con algoddn (15).

Paz (18) menciona que la pequefia explo-
tacion campesina tradicional se distingue
dentro de la estructura agraria por dife-
rentes aspectos de su particular funciona-
miento: a) son productores agropecuarios
que producen en situaciones de escasez
de recursos naturales y capital; b) utilizan
principalmente mano de obra familiar en el
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