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Resumen— La superficie con batata en Argentina experimenté notable reduccion, causada por virosis que ocasionan dafios en todas las
regiones productoras, debido al intercambio indiscriminado de material de propagacion y consiguiente ingreso de virus antes no citados,
tales como los begomovirus de batata (sweepovirus), recientemente caracterizados en Bella Vista, Corrientes.

En este trabajo, se analizaron secuencias parciales del genoma de dos aislamientos del Centro de Argentina, con las de uno previamente
caracterizado en nuestro pais (Bella Vista) y con las de otros begomovirus citados globalmente. Ambos aislamientos mostraron 97-99%
de identidad de nucleétidos con Sweet potato leaf curl virus, de Bella Vista (JQ349087.1), por lo que segln lo establecido por el
International Committee on Virus Taxonomy (ICTV), ambos pertenecen a la misma raza. Sin embargo, es la primera vez que se
caracteriza a este patogéno en la provincia de Cdrdoba y Santiago del Estero, Argentina; por lo que este trabajo es un aporte al
esclarecimiento del complejo panorama de virosis en cultivo de batata en nuestro pais.

Palabras clave—Ipomoea batatas, begomovirus, PCR, clonado, secuenciacion.

Abstract— The surface with sweet potato in Argentina experienced a significant reduction produced by an important loss of yield
due to virus diseases. The introduction of virus, such as sweepoviruses (sweet potato begomoviruses), is generally caused by the
indiscriminate exchange of propagation material between different regions.

In this paper we analyzed partial sequences of the genome of two begomovirus isolates collected in the Central region of Argentina.
These sequences were compared with those of one previously characterized in our country (Bella Vista) (JQ349087.1), and with other
begomoviruses cited globally. Both isolates showed 97-99% homology with Sweet potato leaf curl virus, Bella Vista, so that according
to what is established by the International Committee on Virus Taxonomy (ICTV), both isolates belong to the same strain. However, this
is the first time that this pathogen is characterized in Cordoba and Santiago del Estero, Argentina; so this work is a contribution to the
elucidation of the complex panorama of viruses in of sweet potatoes crops in our country.

Keywords— Ipomoea batatas, begomovirus, PCR, cloning sequencing.

actualidad, estd recibiendo atencion especial como cultivo
alimenticio para “salvar vidas” en paises en desarrollo
(Fuglie y Keith, 2007).

Se prevé un incremento en el procesamiento de la batata
para alimentacion humana, animal y para la extraccion de
almiddn, debido a sus mdltiples posibilidades de uso
industrial, entre ellas la produccion de biocombustible y,
ademas, por ser fuente de compuestos antioxidantes, fibras

INTRODUCCION

a batata (Ipomoea batatas (L.) Lam.) es una
Lconvolvulécea originaria de Centro y Sudamérica que
se cultiva en todas las regiones tropicales y
subtropicales y en varias zonas templadas del mundo.
Globalmente, es el décimo cultivo destinado a alimentacion,

pero en los paises en desarrollo ocupa el quinto lugar luego
del arroz, trigo, maiz y mandioca (USDA, 2011).

Es un alohexaploide, 2n= 6x= 90 (Clark et al., 2011) y, a
causa de su gran diversidad genética (Zhang et al., 2000,
Zhang et al., 1998) y la consiguiente variabilidad en sus
caracteristicas fenotipicas y morfologicas (Woolfe, 1992),
presenta amplia adaptabilidad y versatilidad de usos. En la
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minerales, vitaminas y otros, que la ubican como uno de los
diez alimentos que el ser humano no deberia dejar de
consumir (Marti, 2007).

Uno de los factores limitantes en el cultivo de batata es la
infeccién por virus. Comercialmente, esta horticola se
propaga vegetativamente, lo que conduce a un incremento
en la concentracion de particulas virales en los tejidos
vegetales (Karyeija et al., 1998, Onwueme y Charles,
1994), que varia inversamente con la produccion. Esta
forma de propagacion favorece la ocurrencia de infecciones
mixtas que, con frecuencia, conllevan interacciones
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sinérgicas (incremento de la severidad de sintomas, de la
acumulacion y movimiento de particulas virales y marcada
disminucidn de rendimiento de raices reservantes).

Para el control de virosis, el paso inicial es la
identificacion de su/s agente/s etioldgicos, la cual resulta
mas dificultosa que la de la mayor parte de los fitovirus. Es
por ello que éstos son los patégenos de batata menos
conocidos, a pesar de tener la mayor diseminaciéon en
cultivos comerciales. La compleja identificacién de virus
hace que el panorama mundial de las patologias por ellos
provocadas en la horticola sea confuso.

Al menos 30 especies virales han sido determinadas en
batata, (Fauquet y Stanley, 2005; Kreuze, 2002;
Loebenstein y Thottappilly, 2009). En la actualidad, los
sweepovirus (begomovirus de batata) son los mas
difundidos en el cultivo.

Los Begomovirus

Begomovirus es un género perteneciente a la familia
Geminiviridae, el cual es trasmitido por Bemisia tabaci a
dicotiledbneas; estos patdgenos son los causantes de
grandes pérdidas economicas en cultivos de todo el mundo
(Anderson y Morales, 2005, Anderson, 2005, Valverde et
al., 2007).

Su genoma estd compuesto de ADN circular simple
cadena (ADNCcs), el cual puede contener uno (monopartito)
como es el caso de los begomovirus que afectan a batata; o
dos (bipartito) componentes encapsidados en una particula
isoédrica geminada (Nawaz-ul-Rehman y Fauquet, 2009,
Stanley et al., 2005).

En los begomovirus bipartitos, los componentes A y B
comparten una secuencia de aproximadamente 200 pb,
dentro de la region intergénica que contiene diversos
elementos regulatorios, incluyendo dos motivos “TATA”:
uno en el extremo 3" y otro en la mitad del 57, los cuales
estan posiblemente relacionados con la iniciacion de la
transcripcion.

Los genes estan presentes tanto en la cadena viral (V)
como en la complementaria (C), poseen ademas una region
intergénica (RI) que incluye un segmento de 180 a 200 nt,
Ilamada region comin (RC), que es la Unica altamente
conservada en ambos componentes (Laufs et al., 1995, Ha
et al., 2008). Los genes situados a la derecha de la
estructura genodmica, (en el sentido de las agujas del reloj),
son llamados sentido virién, porque son transcriptos por
cadenas de ADN con la misma polaridad que el ADN viral
encapsidado. Similarmente, los genes de la izquierda del
genoma (en sentido opuesto a las agujas del reloj) se
denominan sentido complementario porque son transcriptos
por la cadena que es complementaria al ADN encapsidado y
se presenta s6lo en ADNCcs intermedio.

El ADN gendmico de begomovirus monopartite y el
ADN-A de begomovirus bipartitos son homélogas y tienen
una organizacion del genoma similar que incluye el
V1/AV1, C1/AC1, C2/AC2, C3/AC3, y genes AC4/C4 ,
que codifican la proteina de la capside (CP), proteina
asociada a la replicacion (Rep), proteina transactivadora
(TRAP ), proteina potenciador de la replicacion (REN),
respectivamente (Gutierrez, 1999, Ha et al., 2008). Sin
embargo, también hay diferencias entre estos ADN virales.
El ADN gendmico de begomovirus monopartito es mas
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grande (aproximadamente 2,9 kb) que los componentes de
ADN-A begomovirus bipartitos (aproximadamente 2,6
kb), y tiene un sentido virion-gen adicional (V2) (Noueiry
etal., 1994).

Los primeros reportes de sweepovirus caracterizados
molecularmente en el mundo fueron: Sweet potato leaf curl
virus (SPLCV) y Sweet potato leaf curl Georgia virus
(SPLCGoV), aislado en USA (Lotrakul, 2003 , Lotrakul y
Valverde, 1999). En Argentina, fue reportado recientemente
en batata de Bella Vista, Corrientes, el cual se nombrd
como: Sweet potato leaf curl virus Argentina (SPLCV-Ar)
(Rodriguez-Pardina et al., 2012a).

Debido a que la batata se propaga vegetativamente, la
acumulacidn de virus en la planta es mayor, lo que conlleva
la co-infeccion de distintos genomas virales en la misma
planta. Las infecciones mixtas de especies y razas de
sweepovirus en batata ha demostrado ser frecuente (Lozano
et al., 2009, Zhang y Ling, 2011, Albuquerque et al., 2011).
Este fendbmeno es extremadamente importante para la
evolucion del virus, ya que proporciona oportunidades para
la ocurrencia de recombinaciones naturales,
acontecimientos que conducen a la extensa diversidad viral
(Briddon et al., 1996, Sanz et al., 2000). La recombinacion
es uno de los mecanismos méas importantes para la
evolucion de los begomovirus (Lefeuvre et al., 2007,
Padidam et al., 1999) y es probablemente responsable de la
diversificacion genética y de la aparicion de nuevas
especies (Monci et al., 2002, Owor et al., 2007). Los
sintomas que estos patdgenos causan dependen del
hospedador, pero varian de plantas asintométicas a hojas
enruladas y venas amarillas (Fig. 1).

Figura 1: planta de batata cv Arapey INIA con sintomas de begomovirus.
La flecha indica el curvamiento hacia arriba de la lamina foliar

Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar
molecularmente aislamientos de begomivirus provenientes
de batata de las zonas Centro (Colonia Caroya-Cérdoba) y
NOA (El Simbol-Santiago del Estero).

MATERIALES Y METODOS

Entre los afios 2011 y 2013, se recolectaron muestras de
hojas frescas y jovenes de |. batatas de las localidades de
Colonia Caroya, Pcia. Cérdoba (17 plantas de 5 lotes) y de
El Simbol, Pcia. Santiago del Estero (72 plantas de 6 lotes).

La presencia de begomovirus se determind mediante
Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR), para lo cual el
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ADN total de las plantas se extrajo empleando NaOH y
TRIS-HCL (Wang et al., 1993).

La amplificacion se realizé6  utilizando  los
oligonucleétidos degenerados universales SPG1 y SPG2,
que fueron disefiados para hibridar en regiones conservadas
de los marcos de lectura abiertos C2 y C1 y amplifican
fragmentos de aproximadamente 900 pb (Li et al., 2004). El
volumen final de reaccion fue de 25 pl, de los cuales 2 ul
correspondian a ADN viral y 23 a la mix, que contenia
tampon Taq 5X, iniciador SPG1 0,5 uM, iniciador SPG2
0,75 uM, 0,25mM de dNTP’s, MgCl, 0,3 mM, enzima Taq
polimerasa (Promega Corp. Madison, WI, USA): una
unidad y agua mili Q para llegar al volumen final. Las
condiciones de ciclado fueron las siguientes: 11ciclos (n= -
1 °C por ciclo) de desnaturalizacion a 94°C por 40 s., (72-
n) °C por 30 s., 72°C por 90 s.; seguidos de 24 ciclos de
94°C por 40 s., 60°C por 40 s., 72°C por 90 s.; seguidas de
una extension a 72°C por 10 min. Los productos
amplificados se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa (1% p/v).

Clonado y secuenciacion

El ADN total para el clonado y posterior secuenciacion,
fue extraido siguiendo el método de Dellaporta (Dellaporta
et al., 1983), la amplificacion del genoma circular se realiz6
mediante Circulo Rodante (ACR) con @ 29 ADN
polimerasa (TempliPhi GE Healthcare). Para la reaccién de
amplificacion, en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, se
colocé 1ul de ADN y 10 ul de tampdén muestra (Kit
comercial:  TempliPhi DNA  Sequencing Template
Amplification Kit (Amersham Biosciences, USA). Se llevo 3
min. a 95°C en el termociclador, y luego se colocd
inmediatamente en un recipiente con hielo. Posteriormente,
fueron adicionados 10 pl de tampén reaccion (Kit
TempliPhi) y 0,4 pl de enzima Phi29 polimerasa. La
reaccion se incubd, a una temperatura de 30°C por 20 h.

Los productos de ACR se sometieron a pruebas de cortes
con enzimas de restriccion (EcoR I, EcoR V, Hind I11, Kpn
I, Sac I, Pstl, Xba I, Xho I, Apa I, Sal I, Nco I, Cla I, BamH
I, Sma I, Spe ) para determinar cual de las enzimas
linealizaba el genoma de begomovirus obtenido.

El ADN viral linealizado se unié al vector (pBluescript
SK+) para su posterior clonado en células de Escherichia
coli DH5a, quimicamente competentes con CaCl, (Mandel
y Higa, 1970); de acuerdo al protocolo de Maniatis
(Sambrook et al., 1989). Su secuenciacion se llevé a cabo
en Unidad de Gendmica, Instituto de Biotecnologia-INTA
(Argentina).

Las secuencias de nucledtidos deducidos fueron
comparadas con las de otros begomovirus previamente
caracterizados, que se encuentran disponibles en el National
Center of Biotechnology Information (NCBI). Para el
analisis de las misma se emplearon ademas los programas
Blastn (http://mww.ncbi.nlm.nin/BLAST) (Altschul et al.,
1990), Chromas Lite (version 2.1.1), LASERGENE
(DNASTAR Inc. Madison, WI, USA). Los alineamientos
multiples se realizaron por medio de Clustal W
(www.ebi.ac.uk/clustalw). Los arboles filogenéticos se
generaron con el programa MEGA version 5
(www.megasoftware.net) (Tamura et al., 2011).

RESULTADOS

En la provincia de Coérdoba el 29,4% de las plantas de
batata analizadas acusaron tener presencia de sweepovirus,
mientras que en Santiago del Estero el 23,61%. Siendo la
prevalencia del 100%, para ambas zonas; lo cual demuestra
que todos los lotes analizados en cada region tuvieron
presencia de este patégeno.

Dos muestras de ambas procedencias lograron ser
linealizadas con la enzima de restriccién ECoRV.

Para cada uno de los clones, se secuencié un fragmento
de entre 1700 y 2000 pb, para Cordoba y Santiago del
Estero, respectivamente que codifica parte de la capside
proteica (CP), los genes REn y TrAP completos y la region
N terminal del Rep. Se compararon con 23 secuencias de
begomovirus previamente caracterizadas y publicadas en
Genbank.

Las cuatro secuencias analizadas presentaron entre 97 y
99% de identidad con Sweet potato leaf curl virus
aislamiento Bella Vista (nimero de acceso al GenBank:
JQ349087.1), por lo que, segun lo establecido por el ICTV
(Fauquet et al., 2008), las mismas pertenecerian a la
mencionada raza del patégeno.

EL andlisis filogenético demostré que los distintos
aislamientos en estudio agruparon con el de Sweet potato
leaf curl virus, previamente descripto en Argentina y entre
si, con un nivel de confidencia entre 96 y 100% (Figura 2)
(Rodriguez-Pardina et al., 2012b).

Los aislamientos procedentes de Colonia Caroya (cv
Arapey INIA y cv Morada INTA) mostraron un 100% de
confidencia, en tanto que, entre los clones de Santiago del
Estero (cv Covington), dicho porcentaje fue del 99%. En
todos los casos, la confidencia con el aislamiento de Bella
Vista previamente caracterizado (Rodriguez Pardina et al.,
2012) (cv Okinawa 100) fue cercana al 100% (Figura 2).
De acuerdo a estos resultados, los aislamientos en estudio,
procedentes de la zona productora de Coérdoba y de la Pcia.
Santiago del Estero, no exhiben variabilidad entre si y con
respecto al previamente reportado, proveniente del NE
argentino.

SpLCV-Br seq
SPLCV-USA seq
SPLCVK seq
SPLCV-Jp seq
SLCV-Br-RS1 seq
SPLCV-MS seq
SPLCV-CN seq
SPLCaCV seq
SLCV-F-p3 seq
SPLCV-Sp seq
SPLCV-PR seq
SPLCV-PR-Me seq
MLCV seq
SPGVaV seq
93 STGO2 seq %
STGO3 seq "
95 | | J/M-ARAPEY seq +
100 L CC-MINTA seq

100 +

IYVV seq
N SLCESV seq
93 IYVV-Mal seq
SPMaV seq
31 SPLCUV seq
28 SPLCSCV seq
100 SPLCGV seq
BGMV-Br seq

ToYLCV seq

025 020 015 010 0.05 0.00
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Figura 2: arbol filogenético basado en las secuencias parciales de
nucledtidos del Sweet potato leaf curl virus-AR (recuadro) y otros
begomovirus seleccionados. El arbol fue construido usando el método de
agrupamiento de vecinos con MEGA 5. El * representa a los clones de
Santiago del Estero y el + clones de Jests Maria y Colonia Caroya, Pcia.
de Cordoba

CONCLUSION Y DISCUSION

En la actualidad, Latinoamérica ha sido el territorio mas
afectado por el patosistema begomovirus-mosca blanca,
tanto por el nimero de cultivos infectados como por las
pérdidas de cosecha y el area agricola devastada. Millones
de kilémetros cuadrados de tierra apta para la agricultura,
en 20 paises, sufren el ataque de mas de treinta patégenos
de este género viral (De Barro et al., 2011).

Los begomovirus son virus de plantas, que estan
causando enfermedades limitantes de la produccion en
dicotiledéneas ampliamente usadas como alimento, fibras y
ornamentales (ZOhiga-Vega y Ramirez, 2002). Su
dispersion posee gran dependencia de la de su vector, ya
gue, como se expresara anteriormente, su Unico modo de
transmision en la naturaleza es mediante moscas blancas.
Frente al calentamiento global, los patosistemas virales se
han ido modificando y una de las razones de esto es el
desplazamiento de vectores como el mencionado, desde
regiones subtropicales hacia zonas mas australes (Leite et
al., 2005). Es posible que el cambio climatico mundial esté
facilitando, de alguna manera, la conquista de nuevos
nichos por B. tabaci, lo que conllevaria que los
begomovirus que ésta transmite logren afectar, a su vez,
nuevos cultivos (Vaca-Vaca et al., 2011). Argentina no ha
escapado a este fenébmeno vy, recientemente, fue reportada
por primera vez la presencia de begomovirus en cultivos de
batata del NE (Rodriguez-Pardina et al., 2012b).

El andlisis filogenético de las secuencias parciales de
sweepovirus analizadas, arrojé una alta homologia con
SPLCV-Ar, a su vez muy emparentado con SPLCV-Puerto
Rico (Rodriguez-Pardina et al., 2012b). La inexistencia de
variabilidad en los aislamientos considerados en este trabajo
podria deberse al ingreso reciente del virus en nuestro pais,
de modo que aln el mismo no alcanza a expresar variacion
genética notable. Otro de los motivos radicaria en la
procedencia de los plantines. La escasez de los mismos,
ocasionada principalmente por los altisimos niveles de
incidencia viral, conduce a que los productores
intercambien material de propagacion (Martino et al.,
2013), de modo que las distintas zonas productoras
comparten el origen de éstos. Esto trae aparejada la
presencia de infecciones con los mismos patégenos,
favorecida por la propagacién agamica de la batata (Lopez
Colomba et al., 2012).

Hasta el presente, en Argentina no se habian estudiado
las secuencias de sweepovirus presentes en batata en la
region productora del centro. Histéricamente, Cérdoba y
Santiago del Estero han sido provincias sustancialmente
importantes para el cultivo por sus condiciones
agroecologicas ideales. También se destacaron como
proveedoras de material de plantacion. La presencia de
sweepovirus constituye una amenaza para otras zonas de
cultivo, dado el ingreso inadvertido de los mismos con los
plantines provistos desde ambas provincias.
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Sin embargo, la alta tasa de recombinacion de los
begomovirus amerita que se prosiga con los estudios al
respecto.
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