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Desarrollo de cana de azlcar transgenica resistente
al Sugarcane mosaic virus (SCMV) y al Sorghum
mosaic virus (StTMV) por silenciamiento génico

Resumen:
El desarrollo de plantas transgénicas que explotan el mecanismo de

silenciamiento génico contra los virus causales del mosaico (SCMV y StMV) representa
una interesante estrategia alternativa a los métodos de mejoramiento genético clasico.
Sin embargo hasta el momento dichas estrategias han sido implementadas en base al
conocimiento de unas pocas secuencias virales, lo que incrementa la posibilidad de que
la resistencia sea quebrada por variantes poco frecuentes del virus. Se desarrollé un
protocolo simple, rapido y econdémico disefiado para obtener secuencias virales a partir
de un gran niimero de hojas de cafia sintomaticas. Utilizando dicho protocolo se analizd
la estructura poblacional de los virus causales del mosaico de la cafia de azucar en la
Argentina y las areas cafieras limitrofes de Bolivia, Uruguay y Paraguay, incluyendo
103 sitios de muestreo. Se analizaron 567 muestras sintomaticas por RT-PCR
(pertenecientes a 104 genotipos de caina de azucar) amplificando un fragmento del gen
de la proteina de capside del SCMV y del SrMV con iniciadores reportados en la
literatura. Los productos de amplificacion fueron secuenciados directamente. El analisis
de las secuencias virales determind que el principal agente causal de mosaico en la
region es el SCMV, presente en 94% de las muestras. El STMV estaba presente en solo
2,8% de las muestras, con bajos porcentajes de coinfeccion de los dos virus (0,5%). Las
secuencias fueron analizadas filogenéticamente y clasificadas en cuatro grupos virales
utilizando un valor de corte de 0,91 de identidad de secuencia, con un nuevo grupo viral
(W) propuesto dentro de la clasificacion del SCMV reportada en la literatura. Se disefid
un transgén de resistencia para desencadenar el silenciamiento génico contra todas las
variantes virales encontradas en el muestreo realizado. Se seleccionaron tres fragmentos
del genoma viral evolutivamente conservados: parte del gen P3 (funcion probables de
anclaje a membrana del complejo de replicacion) y dos fragmentos no homologos del
gen de la proteina de capside, para ser clonados en direcciones opuestas a ambos lados
de un intron (construccion tipo horquilla), bajo la direccion del promotor del gen de la
ubiquitina de maiz. Se obtuvieron plantas transgénicas de cinco variedades de cafia de

azucar de interés comercial y fueron desafiadas con el SCMV en un ensayo de



inoculacion artificial en inverndculo y en un ensayo a campo bajo condiciones naturales
de infeccion en la Chacra Experimental (provincia de Salta). Resultados preliminares
indican la ocurrencia de eventos resistentes a la infeccion con mosaico de cuatro
variedades de cafa. El analisis molecular de un grupo de eventos es consistente con una
resistencia mediada por silenciamiento génico. Se planea la realizacion de ensayos a
campo para confirmar el fenotipo de resistencia a mosaico e identificar eventos que

conserven las caracteristicas agronomicas del genotipo transformado.

Palabras claves: diversidad genética del mosaico, muestreo viral a gran escala,

transformacion de plantas, PTGS, ensayo en invernaculo y a campo.



Development of transgenic sugarcane resistant to
Sugarcane mosaic virus (SCMV) and Sorghum

mosaic virus (StMV) by gene silencing

Abstract:

Attractive alternatives to traditional resistance breeding in sugarcane against sugarcane
and sorghum mosaic virus (SCMV and StMV, respectively), both causal agents of
mosaic disease, have derived from transgenic approaches exploiting gene silencing.
Such approaches, however, have been implemented based upon relatively few available
virus sequences, therefore it is possible that infrequent variants escape gene silencing
and break resistance. We developed a simple, fast and economic protocol designed to
obtain viral sequences from a large set of symptomatic sugarcane leaf samples. Using
this protocol, we estimated the population structure of potyviruses causing sugarcane
mosaic disease throughout the sugarcane growing area of Argentina and neighboring
regions in Bolivia, Uruguay and Paraguay by analyzing sugarcane leaf samples showing
mosaic symptoms from 103 locations, including commercial and experimental fields. A
set of 567 samples from 104 sugarcane genotypes were extracted and analyzed for the
presence of a genomic fragment including most of the SCMV and SrMV coat protein
coding regions by RT-PCR using reported sets of primers. PCR products were directly
sequenced using the same amplification primers. Sequence analysis demonstrated that
SCMV is the predominant mosaic virus infecting sugarcane in the region, and is present
in 94% of the samples. STMV was present only in 2.8% of samples, with low (0.5%)
coinfection rates. Sequences were subject to phylogenetic analysis and classified into
four viral groups using a 0.91 nucleotide identity cutoff, and a new group (W) was
proposed to be included in the SCMYV classification previously reported. A resistance
transgene was designed to trigger silencing mediated resistance against all virus variants
found in the large scale survey. Three viral fragments: a P3 gene fragment and two non-
overlapping fragments from the coat protein gene, were cloned in opposite directions

separated by an intron in a hairpin construct, and placed under the maize UBI promoter.



Transgenic sugarcane plants belonging to 5 varieties were obtained and putative events
were tested in the greenhouse with artificial inoculation and in a field trial at Chacra
Experimental (Salta province) under natural infection conditions. Preliminary results
indicate the occurrence of events from four sugarcane varieties that are resistant to
mosaic infection. Preliminary molecular analysis are consistent with a resistance
mechanism mediated by gene silencing. Further analysis are needed to identify resistant

events that have a good agronomic performance as well.

Keywords: large scale viral sampling, mosaic genetic diversity, coat protein, plant

transformation, PTGS, greenhouse and field performance.
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Introduccion

I.1. La cafia de azicar, origen, explotacion comercial y mejoramiento
genético

La cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) es el principal cultivo productor
de azlcar (sacarosa) a nivel mundial y es cultivado en regiones tropicales y
subtropicales. La cafia de azicar es un hibrido interespecifico del la familia Gramineae,
tribu Andropogonae y se clasifica dentro del género Saccharum. El género esta
compuesto por seis especies, de las cuales solo dos crecen en estado salvaje, S.
spontaneum 'y S. robustum, mientras que S. officinarum, S. barberi, S. sinense y S. edule
son o fueron cultivadas en distintas épocas. S. spontaneum es una especie altamente
polimorfica, adaptable y fuente de resistencia a muchas enfermedades, que crece en los
tropicos y subtropicos desde Africa hasta las Islas Salomén y Japon, siendo India su
centro de origen y diversidad (Julien et al., 1989).

S. officinarum es la especie domesticada del género, con tallos gruesos, jugosos
y alto contenido de azlcar y se postula que derivo de la seleccion de “seedlings”
(plantas derivadas de semillas) naturales de S. robustum realizado por los aborigenes de
Nueva Guinea, su centro de diversidad (D’Hont et al., 1993, Grivet et al., 2004, Julien
et al., 1989). A los clones de S. officinarum se los conoce actualmente como cafias
nobles, y junto con S. spontaneum son las dos especies que mas contribuyeron al acervo
genético de los cultivares modernos, conocidos como cafias hibridas. A causa de
epidemias que afectaron a las cafias nobles, se realizaron las primeras hibridizaciones
artificiales entre S. officinarum, S. spontaneum y S. barberi en Java y la India a
principios del siglo XX. Las hibridizaciones fueron seguidas por retrocruzas con S.
officinarum como hembra para recuperar el alto contenido de azicar (Roach y Daniels,
1987) propio de esta especie. Los cultivares modernos derivan esencialmente de la
cruza de estos primeros hibridos en los que estuvieron involucrados un nimero pequefio
de clones. Este proceso trajo como consecuencia que las variedades de cafia actualmente
utilizadas poseen un genoma complejo, alopoliploide, aneuploide, con nimeros
cromosomicos que varian entre 100 y 130, con aproximadamente 10% de los

cromosomas que provienen de S. spontaneum, 10% de los cromosomas son
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recombinantes y el resto de los cromosomas que provienen de S. officinarum (D'Hont et

al., 1996).

Fig. I.1. Esquema de la propagacion de cafia de azlicar (A). Las plantas se originan a
partir de esquejes (trozos de tallos) (a-b-¢) y se desarrollan para generar un cafiaveral
maduro (d-e-f). Luego de la cosecha (g) la cepa vuelve a producir tallos (h) y comienza
el ciclo de crecimiento del canaveral. Foto de un cafaveral maduro (B) y de tallos de
cafia cosechados manualmente (C).

La cafia de azucar es un cultivo semiperenne distribuido principalmente en los
tropicos y en los subtropicos. En las explotaciones comerciales la cafia es propagada por
estacas o esquejes que se entierran y cuyas yemas, al brotar, dan lugar a tallos primarios.
Las yemas en la base de los tallos primarios dan, a su vez, lugar a los tallos secundarios,
que a su vez daran lugar a tallos terciarios, resultando en la formacion de lo que se
conoce como una cepa (Fig. I.1). El sistema radicular esta formado por raices
superficiales, raices de fijacion y raices cordones. El tallo esta compuesto de nudos y
entrenudos, con una hoja y una yema axilar dispuestas alternativamente a cada lado del
nudo. En la punta del tallo se encuentra el meristema apical que se divide activamente
para formar tallo y hojas y es conocido como cogollo. La hoja estd formada por una
vaina de forma tubular y el limbo, que tiene una nervadura central prominente y una
lamina. La cafia de azficar es una planta C4 en la cual la sacarosa producida por la
fotosintesis es transformada en almidon, que es temporalmente almacenado en la hoja y
después reconvertido en azucar para su migracion al tallo donde es almacenado como
sacarosa, especialmente en los tejidos maduros (Julien et al, 1989). En las
explotaciones comerciales el tallo es cosechado y procesado para extraer la sacarosa,
que puede llegar a representar el 50% del peso seco, mientras que la fibra se usa para la

obtencion de energia o la produccion de papel y las melazas son fermentadas para la
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produccion de etanol. Una vez cosechada, la parte subterranea de la planta (soca) tiene
la capacidad de rebrotar, lo que permite varias cosechas anuales antes de que el
deterioro de las socas resulte en la conveniencia de renovar el canaveral plantando
estacas nuevamente.

La cafia de azucar, cultivada entre los 30° de latitud norte y sur, ocup6é una
superficie a nivel mundial de 23,9 millones de hectareas en 2010 y alcanzé una

produccion de 1711 millones de toneladas (http://faostat.fao.org/site/, fecha de ingreso

09/10/2012). El principal pais productor de cafia es Brasil, mientras que la Argentina es
responsable del 1,5% de la produccién mundial de azticar (Anino y Iturregui, 2011). En
la Argentina la produccion de cafia de azlicar esta concentrada en tres provincias del
NOA; Tucuman (71% de la superficie plantada), Jujuy (19%), Salta (9%) y el 1%
restante se reparte entre Misiones y Santa Fe, totalizando unas 344.000 hectareas en la
campafia 2010-2011 (Fig. 1.2). En la zafra 2011 la produccién de cana en la Argentina
rondo6 los 19,4 millones de toneladas y por su parte, la produccion de azicar cruda y
refinada lleg6 a 2.035.000 toneladas, lo que permitid a la Argentina satisfacer el
consumo interno y generar un saldo exportable de 192.000 toneladas (Anino y Iturregui,
2011). El bioetanol producido a partir de las melazas, un subproducto, o directamente a
partir del jugo de la cafia ha incrementado su importancia, especialmente luego de la
sancion de la ley de biocombustibles en 2010 que establece un corte obligatorio con 5%
de bioetanol de todas las naftas vendidas en el pais. En el afio 2010, las exportaciones

del complejo azucarero resultaron en el ingreso de US$ 170 millones.

wy )
; v r\\ Fig. 1.2. Area de produccion de cafia
Jujuy

de azicar en el Noroeste Argentino,
Salta /

discriminado por departamento y
superficie cosechada, lo que representa
el 99% de la produccion Nacional.
superficie cosechada
En hecddreas

Meneos de 3.000

3.000- 10.000

10.000 - 25.000
Bl MSs de 25.000

18



El mejoramiento genético tradicional de cafia de azucar se realiza principalmente
por medio de la cruza sexual de hibridos de S. officinarum y en menor medida por la
cruzas con clones dentro del género Saccharum seguidas de retrocruzas con S.
officinarum (Roach y Daniels, 1987). La cafia florece naturalmente en zonas tropicales,
pero en los subtropicos puede inducirse la floracion artificialmente y obtenerse semilla
sexual en este cultivo. Un tallo puede ser inducido a la floracion si se somete a un
periodo de oscuridad de 11,5 a 12,5 horas, con fotoperiodo decreciente y una
temperatura minima de 18°C, una temperatura inferior a 32°C y un aporte suficiente de
agua. La inflorescencia es un panicula plumosa con un elevado numero de flores. La
semilla sexual obtenida es germinada en multimacetas y transplantada a campo en
donde comienza un ciclo de seleccion y multiplicacion del material que demora
habitualmente entre 10 y 12 afios para la obtencién de una nueva variedad de cafia de
azucar. La Chacra Experimental Agricola Santa Rosa es una asociacion civil sin fines de
lucro que lleva adelante un programa de mejoramiento genético de cafia de aztcar que
se inicio en la década de 1960 con la seleccion a partir de semilla sexual importada, para
luego incorporar la produccion de semilla propia en la década del 80. Las variedades
que produce la Chacra Experimental llevan la sigla “NA” por “Norte Argentino” y estan
particularmente adaptadas a las condiciones agroecologicas de las provincias de Salta y
Jujuy (Ing. Agr. Ricardo Fernandez de Ullivarri, comunicacion personal).

El mejoramiento genético tradicional ha sido exitoso en generar hibridos de uso
comercial con mejoras en el rendimiento sacarino, en el rendimiento expresado en
tonelaje por hectarea, la capacidad de soca y la resistencia a enfermedades y plagas. Sin
embargo la base genética de la cudl derivan la mayor parte de las variedades modernas
fueron establecidas a principios del siglo XX, por lo que algunos autores consideran que
es estrecha, aunque otros consideran que su variabilidad genética no ha sido agotada
(Roach y Daniels, 1987). Muchos genotipos elite desarrollados demuestran buenas
caracteristicas agrondmicas y sanitarias pero conllevan ciertas deficiencias en su
desempefio. Este es el caso para distintas enfermedades, en las que las variedades son
adoptadas comercialmente a pesar de su susceptibilidad a un patégeno particular o son
inicialmente resistentes a ese patogeno pero luego la resistencia es quebrada con el
tiempo (Leverington, 1987). Un claro ejemplo de esto son variedades de cafia de azicar
que al ser liberadas eran resistentes a la enfermedad del mosaico pero luego la
resistencia se vid superada por el virus (Gongalves et al., 2007, Grisham y Pan, 2007).

La biotecnologia, a través de la ingenieria genética, ofrece herramientas para subsanar
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las deficiencias sanitarias de variedades que han tenido o tienen importancia comercial,
pero que han sido reemplazadas por otras variedades debido a su susceptibilidad (Ming

et al., 20006).

I.2. Enfermedades de la cafia de azucar; fungicas, bacterianas y virales

La cafia de aztcar se ve afectada por un gran niimero de patogenos que afectan
la produccion y la calidad fabril de la materia prima. La manifestacion de diferentes
patologias depende de las variedades cultivadas, su localizacion geografica, la presion
de indculo, las condiciones climaticas, la fertilidad de los suelos y las practicas
agrondmicas (laboreo, manejo de rastrojo, administracion de nutrientes). Entre las
enfermedades fiingicas sintomaticas mas comunes en la Argentina se encuentran el
carbon (agente causal Ustilago scitaminea H. & P. Sydow), la roya (agente causal
Puccinia melanocephala H. & P. Sydow), el Pokkah Boeng (agente causal Fusarium
moniliforme Sheldon) y la mancha parda (agente causal Cercospora longipes Butler)
(Rago, 2008).

Entre las enfermedades bacterianas sintomaticas mas comunes en la Argentina
se encuentran la escaldadura de las hojas (agente causal Xanthomonas albilineans
(Ashbi) Dowson), la estria roja (agente causal Acidovorax avenae subsp. avenae
(Manns) Willems) y el raquitismo de las socas (agente causal LeifSonia xyli subsp. xyli)
(Rago, 2008).

Entre las enfermedades virales reportadas en la Argentina se encuentran el
mosaico causada por el Sugarcane mosaic virus (SCMV) y el Sorghum mosaic virus
(StMV), pertenecientes al género Potyvirus de la familia Potyviridae (Fig 1.3), que sera
descripta mas abajo. También se ha reportado la enfermedad causada por el Sugarcane
bacilliform virus (SCBV) del género Badnavirus (Lockhart y Autrey, 2000b) y el
Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV, género Polerovirus, familia Luteoviridae) que es
transmitido por afidos y causa el sindrome del amarillamiento de la hoja (Rago, 2008).
Otras enfermedades virales de importancia econémica como la enfermedad de Fiji
causada por el Fiji disease virus (FDV, género Fijivirus, familia Reoviridae) no han

sido reportadas en la Argentina.
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1.3. Enfermedad del mosaico de la cafia de aziucar

Los sintomas de mosaico en la cafa de azicar (parches claros alternados con
parches oscuros en la lamina de la hoja) estdn asociados a cuatro enfermedades virales
(Tabla I.1). Entre estas enfermedades, el mosaico es el mas estudiado y el de mayor
distribucion a nivel mundial. Se ha reportado en mas de 70 paises y es causada por dos
especies de virus, el Sugarcane mosaic virus (SCMV) y el Sorghum mosaic virus
(StMV), pertenecientes al género Potyvirus de la familia Potyviridae (Fig 1.3). Debido a
su incidencia e importancia de los dafios que causan en nuestro pais, este trabajo de
Tesis propuso el estudio de los agentes causales de esta enfermedad y el disefio de una
estrategia de transgénesis para su control. A partir del apartado 1.4 se trataran diversos
aspectos que atafien a estas dos especies virales.

La enfermedad denominada mosaico suave o “mild mosaic” es causada por el
Sugarcane mild mosaic virus (SCMMYV), el cual ha sido hallado en la naturaleza solo en
infecciones mixtas con el Sugarcane baciliform virus (SCBV). Este virus solo ha sido
reportado en Australia, Costa Rica, Malawi, Mauricio, Sudafrica, Tailandia y EE.UU.
(Lockhart y Autrey, 2000a). No existen datos de la importancia econémica del SCMMV
y ademas no se conoce cudl es su rol en las infecciones mixtas con SCBV (Rott et al.,
2008).

La enfermedad del mosaico estriado o “streak mosaic” es causada por el
Sugarcane streak mosaic virus (SCSMV, genero tentativo Susmovirus, familia
Potyviridae). Inicialmente este virus fue clasificado como una cepa dentro del SCMV
por la similitud de la sintomatologia que provoca en cafia, pero estudios posteriores y la
secuenciacion del genoma completo evidencio claras diferencias entre ambos (Fig. 1.3).
Como consecuencia, el SCSMV fue recientemente propuesto como parte del nuevo
género Susmovirus de la familia Potyviridae (Xu et al., 2010). Se ha reportado su
presencia en varios paises asiaticos, incluyendo Bangladesh, India, Pakistan, Sri Lanka,
Tailandia, Vietnam y China (Chatenet et al., 2005). Al inicio de la presente Tesis no se
habia reportado la presencia de la enfermedad en Sudamérica, y en el trabajo de Perera
y colaboradores (2009) se indicaba que dicho virus no estaba presente en 76 muestras
con sintomatologia de mosaico colectadas en Argentina, principalmente en Tucuman.
Sin embargo, recientemente Sawasaki y colaboradores (2012) reportaron la presencia de
un aislamiento viral en Brasil con alta homologia de secuencia con el SCSMV. La

importancia econémica del SCSMV es dificil de estimar ya que fue diferenciado
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recientemente del SCMV, aunque la incidencia del mosaico/”’streak mosaic” en ciertas
regiones de India es cercana al 100%, con perdidas en la produccion estimadas en 10 a

15% (Rott et al., 2008).

Tritimovirus

SCSMV
fpumnw'ru.!‘
Macluravirus

MacMV

Ry ChYNMY CdMV]

AlpMV,
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eSS TVMYV

MV group Rymovirus

BayMV
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Potyvirus

Fig. 1.3. Arbol filogenético de la secuencia nucleotidica del gen de la proteina de capside
de la familia Potyviridae obtenido por el método de “Neighbour Joining”.Los valores de
Boostrap estan indicados en las bifurcaciones solo cuando son >70. Se encuentran
recuadrados los tres virus no asignados a ninguna familia (SCSMV, Sugarcane streak
mosaic virus; SpMoV, Spartina mottle virus; TomMMoV, Tomato mild mottle virus).
Reproducido de Adams y otros, 2004.

La enfermedad del mosaico estriado o “striate mosaic” fue descripta
inicialmente en 1961 en Australia. El agente causal no ha sido determinado claramente.
Sin embargo, hojas con sintomatologia de la enfermedad presentaban particulas virales
flexuosas que fueron denominadas Sugarcane striate mosaic associated virus
(SCSMaV). La secuenciacion del genoma completo del SCSMaV lo ubica dentro de la
familia Betaflexiviridae (King et al., 2011). La enfermedad tiene una distribucién
restringida a algunos distritos productores de cafia en Australia, por lo que es de poca

importancia economica (Rott et al., 2008).
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Tabla I.1. Enfermedades virales que resultan en sintomas de mosaico en cafia de

azucar.
Enfermedad Agente causal Género Familia
Mosaico Sugarcane mosaic virus Potyvirus Potyviridae
(“Mosaic”) (SCMV) y/o Sorghum
mosaic virus (StTMV)
Mosaico suave Sugarcane mild mosaic virus ~ Closterovirus* Closteroviridae

(“Mild mosaic”) (SCMMYV)

Mosaico estriado  Sugarcane streak mosaic Susmovirus*  Potyviridae
“Streak mosaic”  virus (SCSMV)

“Striate mosaic”  Sugarcane striate mosaic No asignado  Flexiviridae
associated virus (SCSMaV)
(*) Géneros tentativos.

1.4. Mosaico causado por el SCMV y el SrMV

1.4.1. Hospedadores, importancia econémica, afidos vectores, epidemiologia y
sintomatologia en cafia de azicar

El mosaico afecta a varios cultivos de importancia comercial como la cafia de
azucar, el sorgo y el maiz y también se ha reportado la infeccion con SCMV de un gran
numero de pastos salvajes, incluyendo especies de los géneros Arundinaria, Brachiaria,
Cynodon, Dactyloctenium, Digitaria, Echinochloa, Eleusine, Eragrostis, Erianthus,
Panicum, Paspalum, Paspalidium, Pennisetum, Rhynchelytrym, Rottboelia, Setaria,
Sorghum, Stenotaphrum, Tripsacum y Zea. De las especies del género Saccharum, S.
officinarum es la mas susceptible, S. barberi y S. robustum son moderadamente
susceptibles y S. sinense y S. spontaneum son resistentes (Koike y Gillaspie, 1989), por
lo que estas tltimas han sido utilizadas como fuente de resistencia en programas de
mejoramiento genético. Esta diversidad de hospedantes determina la presencia de
fuentes de indculo en el agroecosistema, ya sea de cultivos comerciales o las malezas
asociadas.

La enfermedad del mosaico se encuentra presente en casi la totalidad de los
paises en donde la explotacion comercial de cafia de azlcar es de importancia
economica. Sin embargo, las pérdidas que ocasiona son mas acentuadas en los
subtropicos que en las areas tropicales. La enfermedad fue primero reconocida en 1892
en Java y para 1920 se habia determinado la naturaleza viral del agente etioldgico.
Aunque su origen geografico no estd claro, probablemente sea Nueva Guinea y fue

luego dispersado junto con las cafias nobles en la antigiiedad (Koike y Gillaspie, 1989).
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A mediados de la década de 1920 una epifitia de la enfermedad casi causo el colapso de
la producciéon en Luisiana (EE.UU.), Puerto Rico, Cuba y Argentina. Los clones
utilizados en la época, conocidos como cafias nobles, eran altamente susceptibles al
mosaico (Fawcett, 1922) y tuvieron que ser reemplazados por variedades tolerantes o
resistentes. Las pérdidas econdmicas ocasionadas por la enfermedad varian
ampliamente dependiendo de la region geografica, la variedad de la cafa, la cepa viral,
la poblacion de vectores y las practicas agrondmicas. En ensayos comparativos de
rendimiento en los que se contrastan plantas sanas con plantas infectadas de la misma
variedad, se han reportado pérdidas de hasta 30-40%, con un incremento de las pérdidas
para socas de mayor edad (Koike y Gillaspie, 1989, Vazquez de Ramallo, 1967). La
medida mas eficaz para el control de la enfermedad es el uso de variedades resistentes.
Alternativamente, la micropropagacion de meristemas o yemas axilares produce
material libre de virus que puede ser multiplicado a través de semilleros certificados
para su uso comercial (Castagnaro et al., 2011, Cheong et al., 2012, Ramgareeb et al.,
2010, Sengar et al., 2011) Aunque no se han reportado recientemente epidemias serias
de esta enfermedad, todavia causa pérdidas importantes de germoplasma en los
programas de mejoramiento genético (Grisham, 2000). Considerando lo anterior, la
generacion de plantas transgénicas expresando un transgén de resistencia al mosaico se
convierte en una alternativa interesante para solucionar este problema sanitario en
genotipos elite (Rott et al., 2008).

La enfermedad es transmitida en la naturaleza por varias especies de afidos en
forma no persistente (Fig. .4.B), con distinto grado de eficiencia dependiendo de la
especie vector. En una actualizacion de la lista faunistica de pulgones de la Argentina,
Ortego y colaboradores (2004) reportaron la presencia de varias especies de afidos
caracterizadas como vectores de la enfermedad: Aphis craccivora (Koch), Aphis
gossypii (Glover), Hysteroneura setariae (Thomas), Rhopalosiphum maidis (Fitch),
Rhopalosiphum padi (Linnaeus), Rhopalosiphum rufiabdominale (Sasaki), Schizaphis
graminum (Rondani), Acyrthosiphon pisum (Harris), Lipaphis pseudobrassicae (Davis),
Metopolophium dirhodum (Walker), Myzus (Nectarosiphon) persicae (Sulzer), Sitobion
avenae (Fabricius) y Uroleucon ambrosiae (Thomas) (Achon et al., 2003, Figueredo et
al., 2004, Harborne, 1988, Koike y Gillaspie, 1989, Noone et al., 1994, Singh et al.,
2004, Singh y Rao, 2009). Por otro lado, se ha reportado en Paraguay la presencia de los
afidos R. maidis, R. padi, S. graminum, Myzus persicae, y S. avenae vectores del

mosaico (INIA, 1976). La diseminacion del mosaico es mas rapida cuando las
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poblaciones de afidos son mayores, cuando se plantan variedades susceptibles y hay
abundantes fuentes de indculo (Koike y Gillaspie, 1989). En la Argentina, los picos
poblacionales de afidos en los cafiaverales de Tucuman se dan en febrero y marzo (M.
Sc. Analia Salvatore, comunicacion personal). Harborne (1988) reportd que en el estado
de Natal (Sudafrica), el cual se encuentra a la misma latitud que la provincia de
Tucuman, los picos poblacionales de afidos transmisores del SCMV se dan entre enero
y febrero. La diseminacion del mosaico es maxima cuando coinciden los picos en la
poblacion de afidos con estadios jovenes de la cafia de azucar (Bailey y Fox, 1980). Por
lo tanto, se espera que la transmision del mosaico sea maxima en las plantaciones de
verano (Ing. Agr. Ricardo Fernandez de Ullivarri, comunicacion personal).

El virus del mosaico es transmitido en la plantacion a partir de esquejes de cafias
enfermas o por pulgones, pero no se ha reportado la transmision a través de semilla
sexual. La transmision por pulgones es no circulativa y no persistente, por lo que el
virus se asocia temporalmente con superficies del interior del estilete sin cruzar barreras
celulares y se transmite inmediatamente después de su adquisicion. Los afidos tienen el
héabito de trasladarse de planta en planta picando brevemente hasta que encuentran un
hospedante adecuado, convirtiéndose en un efectivo vector de virus (Gibbs ef al., 2008).
Este tipo de transmision representa un gran desafio en cuanto al control y prevencion de
la enfermedad viral, haciendo inutil el uso de plaguicidas para controlar el vector y
llegando incluso con su empleo a incrementar la dispersion de la enfermedad al
favorecer un mayor desplazamiento de los pulgones en el cultivo (Martinez-Garcia et
al., 2001). En cuanto a la interaccion de las particulas virales con el vector, la hipotesis
del “puente” es la mas aceptada, que postula la interaccion especifica y reversible de la
proteina viral HC-Pro tanto con la proteina de capside del virion como con la cuticula
del estilete del afido, permitiendo su posterior inoculacion en la planta (Martinez-Garcia
et al., 2001, Syller, 2005).

El mosaico también puede ser transmitido mecanicamente utilizando una
variedad de técnicas. Se ha descripto la transmision exitosa al exponer a la planta a un
extracto infeccioso luego de dafio mecanico con agujas, abrasivos como arena o
carborundo o con el uso de pistolas de aire a presion. La transmisidon mecénica por
implementos de campo como machetes y cosechadoras se considera despreciable. El
extracto infectivo se prepara normalmente triturando hojas con sintomas de mosaico en
buffer fosfato, sulfito de sodio o agua y filtrandolo con tela. Las condiciones de las

plantas antes y después de la inoculacion, incluyendo la fertilizacion, temperatura,
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luminosidad y humedad del suelo, afectan al éxito de la transmision del virus. La
inoculacion suele fallar en plantas sometidas a altas temperaturas y/o alta luminosidad
(Koike y Gillaspie, 1989)

La enfermedad del mosaico se caracteriza por sus sintomas en la hoja, que se
evidencian como un patrén de zonas mas claras (cloroticas con menor contenido de
clorofila) alternadas con zonas de color verde mas oscuras (Fig. [.4.A). En general las
zonas clordticas tienen bordes difusos, pero dependiendo de las condiciones pueden
tener bordes marcados y llegar a ser amarillos, rojos o necréticos en los casos mas
severos. La sintomatologia depende de la variedad de cafia, la cepa viral, las
condiciones de crecimiento, la temperatura y la edad de la hoja. Los sintomas son mas
claros en las hojas jovenes, particularmente en la base de las mismas y se suelen

enmascaran en las hojas mas maduras (Koike y Gillaspie, 1989).
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Fig. 1.4. Hoja de cafla de azlicar de la variedad NA 97-3463 con sintoma de mosaico
mostrando un mosaico de manchas verde claras con menor contenido de clorofila y de
manchas verde oscuras (A). Rhopalosiphum maidis, una de las especies de afido vector de la
enfermedad del mosaico (B). Particula viral filamentosa y flexuosa de SCMV (D) e
inclusiones cilindricas tipo “pinwheel” caracteristicas de la infeccion con potyvirus (C). Las
barras representan 250 nm. Esquema del genoma monopartito de ARN positivo caracteristico
de los miembros del género Potyvirus al que pertenecen el SCMV y StMV (E). El genoma es
traducido en una poliproteina que es clivada autocataliticamente por las proteasas Hc-Pro
(triangulos verdes) y Nia-Pro (rombos colorados) en 10 polipéptidos maduros.
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Luego de la inoculacion, el virus establece una infeccion sistémica aunque los
sintomas no se desarrollan en las hojas que estaban maduras previamente a la infeccion.
La cantidad de dias requeridos para la aparicion de sintomas luego de la inoculacion
depende del genotipo de la planta, de la cepa viral y de las condiciones de crecimiento.
Las plantas jovenes y en rapido crecimiento son mas susceptibles y pueden evidenciar
sintomas a los 6-7 dias, aunque dependiendo de las variables mencionadas la aparicion
de sintomas puede demorarse 30 dias o mas (Koike y Gillaspie, 1989). En las hojas con
sintomas, las células de las areas clordticas muestras menor crecimiento, los
cloroplastos son pequefios y escasos, los nucleos celulares son mas conspicuos y los
nucleolos mas numerosos. Las hojas afectadas son mas delgadas y muestran una

reduccion de la actividad fotosintética por unidad de area (Koike y Gillaspie, 1989).

1.4.2. Caracteristicas moleculares del SCMYV y del SrMV

Los virus SCMV y StMV pertenecen al género Potyvirus el cual, al contener a
mas del 30% de los virus de plantas conocidos, es el género mas numeroso de la familia
Potyviridae. Las particulas virales son filamentosas y flexuosas, midiendo
aproximadamente 750 nm de longitud y 13 nm de diametro y se caracterizan por formar
frecuentemente inclusiones cilindricas denominadas “pinwheel” (Fig. 1.4.C y D). El
genoma viral estd formado por una unica molécula de ARN positivo simple cadena de
unos 10 Kb de largo, que se encuentra poliadenilada y unida covalentemente a la
proteina viral VPg en su extremo 3’ (Fig 1.4.E). El genoma contiene un tinico marco de
lectura abierto que es traducido en una poliproteina. Debido a la actividad de proteasa
autocatalitica de los genes Nla-Pro y HC-Pro y P1, la poliproteina es clivada dando
lugar a unas 10 proteinas maduras (Adams e al., 2004b). Recientemente se describio la
presencia de un ORF adicional conservado en la familia Potyviridae que se denomina
PIPO, se encuentra dentro del cistron del gen P3 en el marco de lectura +2 y cuya
funciéon es desconocida (Chung et al., 2008). En la Tabla 1.2 se describen los genes

identificados y su funcidon probable (Adams et al., 2005).
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Tabla I.2. Genes identificados en el genoma viral de SCMV y StMV y su probable
funcion (Adams et al., 2005).

Gen Peso molecular de Funcion probable
la proteina (kDa)
P1 32,4 Proteasa, determinante de rango de
hospedador
HC-Pro 51,9 Transmision por afidos, supresion del
silenciamiento génico, proteasa
P3 41,5 Anclaje a membrana del complejo de
replicacion
6K1 6,0 Desconocida
CI 71,4 “Cylindrical inclusion protein”, ARN
helicasa, NTPasa, mov. entre células
6K2 5,5 Anclaje a la membrana del complejo de
replicacion
VPg 21,7 Unidon covalente al extremo 5° del
genoma viral, determinante de virulencia
Nla-pro 27,7 Proteasa
NIb 59,8 ARN polimerasa ARN dependiente
CP 29,8 Proteina de capside, determinante de
sintomatologia y transmision
PIPO ~25 Producto de fusién con proteina P3,

funcion desconocida

1.4.3. Variabilidad genética y clasificacion de aislamientos del SCMYV y del SrMV
Los virus con genoma de ARN son conocidos por evolucionar rapidamente
debido a una alta tasa de mutaciones, replicacion rapida y tamafios poblacionales
grandes (Chare y Holmes, 2006). Las mutaciones puntuales son producidas
principalmente por la introduccion de errores de copia por la ARN polimerasa viral
dependiente de ARN, que no tiene actividad exonucleasa 3°- 5’ correctora de errores, o
“proofreading”. Gibbs y colaboradores (2008) seleccionaron la region central y el
extremo 3’ del gen de la proteina de capside de los potyvirus para inferir la tasa de
mutacion y reconstruir los eventos de especiacion basados en evidencias historicas
(epidemias virales, introduccion de enfermedades a otros continentes, etc). Los
investigadores llegaron a la conclusion de que la radiacion inicial de los potyvirus
ocurrid alrededor de 6600 afios atras, lo que coincide con el inicio de la agricultura. La
tasa de mutacion estimada para este grupo viral es de 1,15 x 10 sustituciones
nucleotidicas por sitio por afio para el gen de la proteina de capside (Gibbs et al., 2008).

Por otro lado, se ha descripto la recombinacion en los potyvirus como un mecanismo
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evolutivo relativamente frecuente (Chare y Holmes, 2006). Existen varios reportes que
dan cuenta de evidencias de sefiales de recombinacion en distintos aislamientos del
SCMYV (Achon et al., 2007, Padhi y Ramu, 2011, Zhong et al., 2005).

A lo largo del tiempo se ha utilizado una gran variedad de técnicas para
caracterizar aislamientos de los virus causales del mosaico. Inicialmente se utilizo la
infeccion de hospedadores diferenciales como método de clasificacion. En esta técnica
se inocula artificialmente distintas variedades de cafia o sorgo y se registran datos como
el tipo y la severidad de sintomas, necrosis, decoloracion de las vainas, detencion del
crecimiento, incidencia en la brotacion, indice de infeccion y periodo de incubacion
(Vazquez de Ramallo, 1981). Esta metodologia es muy laboriosa y lenta pero, al no
contarse en la época con metodologias alternativas, permitid, durante buena parte del
siglo pasado, estudiar al virus del mosaico. Summers describio en 1936 la presencia de
las razas A, B, C y D del SCMV en Luisiana (EE.UU.), a las que en las décadas
siguientes se agregaron las razas E, F, G, H, I, J y M. La prevalencia de las distintas
razas del mosaico en lotes comerciales vario en el tiempo, posiblemente debido al
recambio varietal de los cafiaverales (Grisham y Pan, 2007, Koike y Gillaspie, 1989).
La repetibilidad de los resultados obtenidos mediante esta metodologia depende
fuertemente del uso de los mismos hospedantes diferenciales y de las condiciones
experimentales, lo cual muchas veces no se cumplia. Con el advenimiento de las
técnicas moleculares tales como la deteccion por anticuerpos policlonales,
secuenciacion de proteinas, andlisis de perfiles peptidicos de la proteina de capside y la
hibridizacién con sondas en la region 3’ no codificante, se obtuvieron evidencias claras
de que las distintas razas del SCMV descriptas en realidad correspondian a cuatro
especies virales: SCMV, StMV, Jhonsongras mosaic virus (JGMV) y Maize dwarf
mosaic virus (MDMYV) (Shukla et al., 1989, Shukla et al., 1992). Estas cuatro especies
virales conjuntamente con el Zea mosaic virus (ZeMV) y el Pennisetum mosaic virus
(PenMV) conforman el subgrupo “SCMV” del género Potyvirus (Gongalves et al.,
2011), aunque cabe notar que solo el SCMV y el StMV infectan cafia de azucar en
condiciones naturales.

Yang y Mirkov (1997) secuenciaron el extremo 3’ del genoma de un aislamiento
correspondiente a las razas A, B, D y E del SCMV vy a las razas SCH, SCI y SCM del
SrMV vy posteriormente desarrollaron un protocolo de RT-PCR que permite discriminar
las dos especies virales mediante la utilizacion de iniciadores especificos para el gen de

la proteina de capside. Los productos de amplificacion pueden ser digeridos con
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enzimas de restriccion para generar patrones de RFLP especificos de cada raza o pueden
ser secuenciados. La secuenciacion de fragmentos del genoma viral se convirtid
paulatinamente en la herramienta de eleccion para el estudio de la variabilidad de los
virus causales del mosaico de distintas partes del mundo y su posterior clasificacion,
aunque inicialmente el nimero de muestras virales analizadas era relativamente
pequeiio (Adams et al, 2004b, Alegria et al., 2003, Chen et al., 2002). Esta
metodologia genera secuencias nucleotidicas que se pueden depositar en bancos de
datos como GenBank y que son directamente comparables con otras secuencias de la
misma region viral. Adams y colaboradores (2004b) establecieron criterios moleculares
para diferenciar especies virales dentro de la familia Potyviridae realizando
comparaciones de a pares de las identidades de secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas (matrices de identidad) del genoma completo, de los 10 genes (excepto el
gen PIPO) y las regiones UTR. Este trabajo establecido como criterio de separacion entre
especies una identidad nucleotidica menor al 76% y una identidad aminoacidica menor
al 82% cuando se consideraba el ORF completo. Al estudiar la secuencia de la proteina
de capside de 1220 aislamientos, se establecid una identidad de secuencia de 76-77%
como limite de demarcacion de especies.

El analisis de la secuencia del gen de la proteina de capside del SCMV vy del
SrMV se convirti6 en la metodologia mas utilizada para el estudio y clasificacion de los
virus causales del mosaico. La herramienta mas utilizada para clasificar a los
aislamientos son los arboles filogenéticos, utilizando en la mayoria de los casos el
algoritmo del Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) y asignandole un valor de
confianza a los agrupamientos por el método de “Bootstrap” (Felsenstein, 1985).
Alegria y colaboradores (2003) clasificaron 86 aislamientos del SCMV en dos grupos
monofiléticos; el grupo SCE conteniendo aislamientos que infectan cafia de azucar (con
muestras provenientes de Australia, USA y Africa) y el grupo MZ (por “Maize”) que
agrupa aislamientos que infectan maiz. Gemechu y colaboradores (2006) agregaron a
esta clasificacion el grupo “Sugarcane/maize” conteniendo muestras colectadas de cafia
de azlGcar y maiz en Tailandia. Xu y colaboradores (2008) designaron al grupo
“Sugarcane/maize” como grupo “Thailand” de acuerdo a su origen geografico y
agregaron los grupos “Brazil”, conteniendo aislamientos de ese pais, y el grupo NSCE
(por “Noble Sugarcane E”) conteniendo aislamientos del SCMV de cafias nobles
colectados en China. Wang y colaboradores (2010) agregaron a la clasificacion el grupo

SO (por “Saccharum officinarum”) conteniendo aislamientos de cafias nobles
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colectados en China y en Vietnam. Finalmente, Gao y colaboradores (2011), en una
clasificacion de diversos aislamientos de SCMV en base al gen de la proteina de
capside, conservaron los grupos MZ, NSCE, “Sugarcane/maize” y SO, sin embargo
integraron en un solo grupo a los grupos SCE y Brasil.

Por otro lado, Gao y colaboradores (2011) clasificaron los 14 genomas
completos del SCMV disponibles en Genbank en cuatro grupos, de los cuales el grupo
III esta integrado por el Unico aislamiento de SCMV colectado de cafia de azucar
hibrida comercial disponible en ese momento (proveniente de Brisbane, Australia).

Los rangos de valores de identidad de secuencia entre muestras de un mismo
estudio varian considerablemente entre las regiones muestreadas. Xu y colaboradores
(2008) reportan para 33 muestras de SCMV colectadas de cafia de azucar en el sur de
China un rango de 76,7 - 99,8% de identidad de secuencia nucleotidica para el gen CP.
Gemechu y colaboradores (2006) reporta un rango de 98 — 99% de identidad para
muestras de SCMV colectadas en cafia de azicar y maiz en Tailandia. Perera y
colaboradores (2009) encontraron identidades nucleotidicas para el mismo virus entre
0,959 y 0,999 en 35 muestras colectadas en Tucuman.

En cuanto al SrtMV, hay disponibles en GenBank un niimero de secuencias
nucleotidicas significativamente mas pequefio comparado con el SCMV. En base a la
secuencia del gen de la proteina de capside, Gao y colaboradores (2011) clasificaron 22
aislamientos del StMV en dos grupos monofiléticos; el grupo NS (por “Noble
Sugarcane) que agrupa a aislamientos colectados de cafias nobles y el grupo HS (por
“Hybrid Sugarcane”) que agrupa aislamientos colectados de cafias hibridas. Chen y
colaboradores (2002) reportaron rangos de identidad nucleotidica > 93% para cinco
muestras de STMV colectadas en China.

Algunos autores reportan una asociacion entre el origen geografico y la
clasificacion filogenética de los aislamientos (Alegria et al., 2003, Viswanathan et al.,
2009). Esto generalmente se cumple cuando se analizan pocos aislamientos por region
geografica y dicha asociacion puede desaparecer al incluir un niimero grande y mas

diverso de secuencias nucleotidicas (Achon ef al., 2007, Gao et al., 2011).

I.5. Protocolos rapidos para la obtencion de secuencias de virus que

infectan plantas

31



Como se ha discutido mas arriba, la secuenciacion del genoma o de un
fragmento de los virus bajo estudio se ha convertido en la herramienta de eleccion para
su caracterizacion y clasificacion (Adams, 2005, Adams et al., 2004b). Para la
obtencion de secuencias virales a partir de plantas de cafa infectada con mosaico,
normalmente se requiere de: 1) una purificacion de acidos nucleicos a partir de tejido de
hoja con “kits” comerciales o protocolos caseros, 2) amplificacion por RT-PCR,
separada en sintesis de cDNA y PCR o ambas en un solo paso, 3) secuenciacion del
producto de amplificacion, ya sea directamente o clonado en un plasmido vector. Este
esquema de procesamiento puede ser costoso e insumir mucho tiempo, especialmente
cuando se utilizan “kits” comerciales y se desea analizar un niimero grande de muestras
infectadas. En siete estudios publicados para la obtencion de secuencias nucleotidicas
del SCMYV y/o del STMV a partir de cafia de azicar, todos utilizan algiin “kit” comercial
o protocolo estandar para extraccion de acidos nucleicos, en tres estudios simplifican la
sintesis de cDNA y PCR realizandola en un solo paso y en todos los casos, excepto en
un trabajo, clonan el producto de amplificacion previo a la secuenciacion (Alegria et al.,
2003, Chen et al., 2002, Gao et al., 2011, Gemechu et al., 2006, Perera et al., 2009, Xu
et al., 2008, Yang y Mirkov, 1997). Este protocolo de trabajo resulta poco practico
cuando se desea analizar cientos de muestras virales.

Se han reportado protocolos para amplificar secuencias virales a partir de
extractos simples de muestras de varias especies vegetales (Berthomieu y Meyer, 1991,
Thomson y Dietzgen, 1995) que pueden simplificar los estudios epidemiologicos en los
que se desea analizar un gran nimero de muestras. Al momento de comenzar esta Tesis
no se habia reportado el uso de un protocolo rapido de extraccion de 4cidos nucleicos en
cafia de azticar. Thomson y Dietzgen (1995) reportaron un protocolo para la deteccion
de virus de banana, zapallito y lechuga, que incluye dos virus con genoma de ARN, el
Zucchini yellow mosaic virus y el Lettuce necrotic yellows virus. Dicho protocolo
resulta particularmente atractivo para adaptarlo a la cafia de azlicar por su simplicidad,
el bajo costo de los reactivos y la posibilidad de utilizar material plastico descartable, lo
que minimiza la probabilidad de contaminacion cruzada. Sin embargo es importante
evaluar en estos protocolos la estabilidad de los extractos crudos de hoja y el limite de
deteccion para asegurar una adecuada sensibilidad y determinar la ventana de tiempo
disponible entre la toma de muestra en el campo, la preparacion del extracto y su

analisis por RT-PCR.
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Otro desarrollo que simplifica el proceso de deteccion de muestras infectadas
con virus vegetales cuyo genoma esta constituido por ARN se focaliza en la reduccion
del manipuleo de las muestras y la disminucién de la probabilidad de contaminacion
cruzada mediante la sintesis de cDNA viral y posterior amplificacion por PCR en un
solo tubo y en forma consecutiva. Alegria y colaboradores (2003) reportaron el uso de
un protocolo optimizado respecto del publicado por Yang y Mirkov (1997) para la
deteccion del SCMV y del StMV utilizando una RT-PCR de un solo paso con
iniciadores especificos para cada especie.

Para evitar el paso de clonado de los productos amplificados por PCR previo a
su posterior secuenciacion, se ha reportado la secuenciacion directa del producto de RT-
PCR de virus de tomate (Navas-Castillo et al., 2000), vainilla (Grisoni et al., 2006) y
cafa de aziucar (Xu et al, 2008), entre otros. De esta manera se minimiza la
manipulacion de las muestras amplificadas y se obtiene informacion de secuencia del
producto amplificado exceptuando los extremos 5’ y 3° del mismo, si se utilizan para
secuenciar los mismos iniciadores de la PCR. Esta alternativa resulta atractiva cuando
se desea secuenciar un numero grande de muestras virales evitando el clonado de los
productos amplificados y es suficiente para el analisis la secuencia de la region central

del producto.

1.6. Biotecnologia aplicada a la cafia de azucar y desarrollo de plantas

transgénicas

La biotecnologia y la biologia molecular ofrecen una serie de herramientas utiles
para el mejoramiento genético vegetal y el diagnostico de enfermedades. Entre dichas
herramientas se encuentran: 1) el cultivo de tejidos para la rapida propagacion de
material sano, 2) la introduccion de genes nuevos en cultivares comerciales a través del
desarrollo de plantas transgénicas, 3) el diagnostico molecular de patdégenos de la cafia,
4) el desarrollo de mapas genéticos y mejoramiento asistido con marcadores
moleculares, 5) la identificacion varietal 6) el testco molecular de la variacion
somaclonal y 7) la comprension de las bases moleculares de caracteres de interés
agrondmico, en particular de la acumulacién de azucar en los tallos y de otros
caracteres, estudios potenciados actualmente por las herramientas de la genomica,
trasncriptomica, protedmica y metabolomica, (Sengar et al., 2011, Souza et al., 2011,

Tiwari et al., 2010). Sin embargo, la mayor parte de los esfuerzos y recursos se
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encuentran en este momento destinados al desarrollo de cafia de azlicar transgénica para
distintos caracteres y al desarrollo de marcadores moleculares (Tiwari ef al., 2010). A su
vez, el proyecto de secuenciacion del genoma de la cafia de azucar se encuentra en sus
primeros estadios de avance (Souza et al., 2011).

Bower y Birch reportaron en 1992 el desarrollo de las primeras cafia de azicar
transgénicas utilizando un cafiéon génico del tipo “Particle inflow gun”. Dichas plantas
expresan el gen selectivo neomicina fosfotransferasa (Nptll) que confiere resistencia al
antibidtico geneticina, utilizado como marcador para la seleccion de callos resistentes a
este antibiodtico en el proceso de transformacion. Mas adelante se report6 la obtencion
de cafias transgénicas utilizando Agrobacterium tumefaciens como vector de la
transformacion (Arencibia et al., 1998, Elliott et al., 1998, Enriquez-Obregdn et al.,
1998, Manickavasagam et al., 2004). La utilizacion de pldsmidos super-binarios, cepas
altamente virulentas de A. tumefaciens y el tipo de explanto a transformar resultaron de
importancia para el éxito en la transformacion (Arencibia et al., 1998). A partir del
desarrollo de éstas técnicas de transformacion se ha reportado la obtencion de cafias de
azucar transgénicas para un numero creciente de caracteres agronomicos de interés tales
como tolerancia a distintos herbicidas (Enriquez-Obregon et al., 1998, Gallo-Meagher y
Irvine, 1996, Leibbrandt y Snyman, 2003, Manickavasagam et al., 2004, Spedaletti et
al., 2008), resistencia al ataque de insectos (Arencibia et al., 1997, Falco y Silva-Filho,
2003, Srikanth et al., 2011, Weng et al., 2011, Weng et al., 2006), ingenieria metabodlica
y produccion de biomoléculas de alto valor comercial (Basnayake et al., 2012,
Groenewald y Botha, 2001, Hamerli y Birch, 2011, Ma et al., 2000, McQualter et al.,
2005, Vickers et al., 2005a, Wang et al., 2005), resistencia a enfermedades bacterianas
(Zhang et al., 1999), resistencia a estrés abidtico (Molinari et al., 2007, Wu et al., 2008,
Zhang et al., 2006) y resistencia a enfermedades virales (Gilbert et al., 2005, Gilbert et
al., 2009, Glynn et al., 2010, Ingelbrecht et al., 1999, Joyce et al., 1998, McQualter et
al., 2004, Sooknandan et al., 2003, Zhu et al., 2011). Debido a su relacion con los
objetivos de este trabajo de Tesis, se desarrollan a continuacion los antecedentes
especificos de cultivo de cafia in vitro y en la obtencion de cafa transgénica con

resistencia a virus.

1.6.1 Cultivo de cafia de azicar in vitro
Los protocolos de transformacion de cafia de azlicar actuales implican una etapa

de cultivo in vitro, la cual puede resultar determinante para el ¢éxito de la
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transformacion. Se ha reportado la transformacion exitosa a partir de una variedad
limitada de tejidos, incluyendo protoplastos aislados, callos (tejido totipotencial
generado a partir de la region meristematica apical o de la inflorescencia inmadura), y
secciones de hojas inmaduras (Lakshmanan, 2006, Snyman et al., 2006, Taparia et al.,
2012). En la actualidad la mayoria de los protocolos se basan en la transformacion de
callos embriogénicos (Lakshmanan, 2006). Los diferentes genotipos de cafa de azlicar
varian notablemente en su capacidad de producir callos competentes para la
transformacion y en la capacidad de regenerar plantas a partir de los mismos. Se
observan basicamente tres tipos de callos: callos blancos, compactos y globulares
capaces de regenerar una planta (embriogénicos); callos friables no morfogénicos y
callos nodulares y mucilaginosos que se puede convertir en los otros dos tipos de callos
(Chen et al., 1988). En resultados previos del laboratorio de Biotecnologia de la Chacra
Experimental, se pudieron transformar exitosamente mas de 10 genotipos de cafia de
azucar a partir de explantos de callo, aunque la eficiencia vari6 ampliamente entre
variedades y requirid6 de modificaciones en los medios de cultivo para transformar
ciertas variedades recalcitrantes (Lic. Yamila Spedaletti, comunicacién personal).
Basnayake y colaboradores (2011) reportaron que de 16 genotipos de cafa de azucar
utilizados en Australia, 12 resultaron adecuados para el cultivo in vitro y transformacion
por biobalistica con un protocolo estandar. Por otro lado, tres genotipos requirieron de
la modificacion en la concentracion de 2,4-D y geneticina en los medios de cultivo y/o
la modificacion en la intensidad de la luz durante la regeneracion, mientras que una
variedad resultd recalcitrante al cultivo in vitro. Se ha reportado un rango amplio de
eficiencias de transformacion, desde la imposibilidad de transformar un genotipo de
cafia hasta la obtencion de varios eventos regenerados por placa bombardeada
(Basnayake et al., 2011, Bower y Birch, 1992, Kim et al., 2011).

Desde hace tiempo se conoce que el cultivo in vitro y/o la transformacion de la
cafia de azucar da origen a diferencias fenotipicas en un porcentaje de las plantas
regeneradas, fendmeno que se conoce como variacion somaclonal y que genera cambios
genéticos detectables por técnicas como AFLP (“Amplified Fragment Lenght
Polymorphism™), RAPD (“Random Amplification of Polymorphic DNA”) o SSR
(“Simple Sequence Repeats”) (Arencibia et al., 1999, Carmona et al., 2005, Gilbert et
al., 2009). Varios factores como el tiempo de cultivo in vitro, la composicion del medio
de cultivo, la via de regeneracion (organogénesis o morfogénesis) y las diferencias

genéticas entre variedades podrian influir en este fenémeno. Varios grupos de
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investigacion realizan esfuerzos para el desarrollo de protocolos de cultivo in vitro y
transformacion que reduzcan los efectos negativos de la variacion somaclonal y la
produccion de plantas fuera de tipo (Lakshmanan et al., 2006, Taparia et al., 2012, Watt
et al., 2010). Un resultado indeseable de este fendomeno es que un porcentaje de los
eventos plantados a campo muestran caracteristicas agronomicas y fenotipicas distintas
a las de la variedad transformada, lo que requiere de un protocolo de seleccion de
eventos que conserven las caracteristicas deseadas y ademas expresen el transgén
adecuadamente (Vickers er al., 2005b). En desarrollos previos de la Chacra
Experimental se observo en cafias transgénicas un mayor macollage con tallos mas finos
y mas cortos, fenotipo que ha sido reportado también por otros investigadores
(Basnayake et al, 2012). A pesar de esto, la variacion somaclonal puede ser
considerada una fuente de variabilidad genética con el potencial de generar variantes
somaclonales con caracteristicas agronomicas mejoradas, o inclusive con una mayor

resistencia a la enfermedad del mosaico (Tiwari ef al., 2010).

1.6.2. Resistencia a virus mediada por silenciamiento génico

Sanford y Johnston (1985) propusieron que la expresion de ciertos genes del
patdégeno en un hospedante alteraria el balance normal de los componentes virales y
predijeron que esto conduciria al impedimento de la replicacion o del movimiento del
virus dentro de la planta mas alla de la primera célula infectada . Esta estrategia recibid
el nombre de resistencia derivada del patogeno y resulto en el desarrollo de los primeros
transgenes exitosos que conferian resistencia a virus. Para ello, tipicamente se expresaba
en plantas transgénicas la proteina de capside del virus, el gen de la replicasa o de la
proteina de movimiento y se observaban fenotipos de inmunidad, de retraso en la
aparicion de sintomas o la atenuacion de los mismos (Prins et al., 2008). Sin embargo se
observd que en algunos casos no era necesaria la acumulacién de proteina viral para
obtener el fenotipo de resistencia y que la expresion de otras regiones virales, inclusive
en versiones no traducibles, eran también efectivas, con lo que se denomind a este
fenomeno “resistencia mediada por ARN”. Las plantas que muestran este tipo de
resistencia presentan un fenotipo de inmunidad que se caracteriza porque no hay
replicacion viral detectable, no hay diseminacion viral dentro de la planta y no hay
sintomas debidos a la enfermedad o muestran un fenotipo de recuperacion que se
caracteriza por una infeccion inicial (con produccion de sintomas) seguida por un

crecimiento posterior resistente a la infeccion y asintomatico (del Vas et al., 2008).
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Estudios posteriores establecieron que el mecanismo molecular subyacente observado
en plantas transgénicas resistentes a virus mediada por ARN se engloba en un
mecanismo evolutivamente conservado que fue denominado Silenciamiento Genético
Post Trasncripcional en plantas (PTGS en inglés), interferencia de ARN en animales
(RNAi en inglés) o mas generalmente silenciamiento mediado por ARN o
silenciamiento génico (Fig. 1.5). El mecanismo de silenciamiento génico cumple roles
en la regulacion de la expresion génica, el control de elementos genéticos moviles, la
metilacion y remodelacion de la cromatina y la defensa de la planta contra virus y otros
patogenos (Eamens et al., 2008). En todos los casos se produce una cascada de
reacciones desencadenadas por la presencia de ARN doble cadena, que es procesado en
duplexes de RNA de 21 a 24 pb llamados siARN (“small interfering RNA” en inglés)
por la enzima RNAsa III Dicer y sus homologos. Una de las dos hebras del los siARNs
es incorporada al complejo RISC (“RNA-induced silencing complex” en inglés), que
esta compuesto por varias subunidades y dirige la degradacion de moléculas de ARN
que tengan suficiente identidad de secuencia con el siARN (Dunoyer et al., 2010a,
Voinnet, 2005). Las moléculas de siARN generadas a partir del ARN doble cadena
representan un indicio claro de que se ha desencadenado el silenciamiento génico y

pueden ser detectadas por Northern Blot o secuenciacion.

Fig. L5. Esquema del mecanismo de

ARN doble cadena Lt L silenciamiento génico disparado por la
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Una evidencia temprana del rol del silenciamiento génico en la defensa contra
virus fue el descubrimiento de que practicamente todos los virus vegetales codifican

para supresores del silenciamiento, tales como la proteina HcPro codificada por los
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potyvirus, que funcionan como factores de patogenicidad (del Vas et al, 2008). El
estudio de las bases moleculares del silenciamiento génico ha revelado un sistema
altamente complejo en el que estan involucrados ARNs pequefios de distinto tamafio y
origen, familias de genes con funciones diferenciadas o parcialmente superpuestas y una
elaborada interaccion entre factores celulares y virales durante el establecimiento de la
infeccion en una planta hospedante (Eamens et al., 2008, Voinnet, 2005).

El descubrimiento y comprension de los mecanismos moleculares subyacentes al
silenciamiento génico ha permitido el desarrollo de herramientas biotecnologicas que lo
explotan. La posibilidad de silenciar uno o mas genes endogenos en forma especifica ha
permitido el estudio de la funcion de una gran cantidad de genes en distintos
organismos (Waterhouse y Helliwell, 2003). Wesley y colaboradores (2001) analizaron
distintas conformaciones en las que podia clonarse un fragmento desencadenador del
silenciamiento y encontraron que las eficiencias mas altas de silenciamiento en plantas
transgénicas (promedio 90%) se obtenian cuando el fragmento era clonado en direccion
sentido y antisentido a ambos lados de un intron, construcciones denominadas tipo
horquilla o “hairpin” en inglés. Este tipo de construcciones fue utilizada para desarrollar
transgenes de resistencia a virus, obteniéndose hasta un 90% de plantas transgénicas
resistentes a virus, contra un 5-20% obtenido mediante la expresion de construcciones
sentido o antisentido (Prins et al., 2008). Mediante la expresion de horquillas que
contienen secuencias del virus que se desea controlar en plantas transgénicas, el
complejo RISC es cargado con siRNA especificos del virus de manera previa a la
infeccion. Cuando se produce la inoculaciéon con un numero limitado de moléculas
virales, éstas serian rapidamente degradadas por la maquinaria de silenciamiento antes
de que se puedan expresar los genes virales, incluyendo los que codifican para
supresores del silenciamiento (Prins er al., 2008). Existen numerosos ejemplos de
plantas resistentes a virus desarrolladas con esta tecnologia, como papaya resistente al
Papaya ringspot virus (Ferreira et al., 2002), papas resistentes al Potato leaf roll virus
y Potato virus Y (Bravo-Almonacid et al., 2012) o cebada resistente al Barley yellow
dwarf virus, con varios desarrollos explotados a escala comercial (Eamens et al., 2008).
Inclusive, Bucher y colaboradores (2006) demostraron que se podia obtener resistencia
simultanea a cuatro tospovirus distintos en tomate utilizando fragmentos no homdlogos
correspondientes al gen N de los cuatro virus blanco en una construccion tipo horquilla.
Esta estrategia permite sortear la desventaja de las tecnologias de silenciamiento de

ARN que no serian efectivas contra virus cuya secuencia difiera en mas de un 10%
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respecto del transgén (Harrison, 2002). En cafia de azucar, Ingelbrecht y colaboradores
(1999) reportaron que cafias transgénicas para el gen de la proteina de capside del STMV
raza SCH mostraba niveles decrecientes de resistencia a medida que la identidad de
secuencia del transgén disminuia con la correspondiente secuencia del STMV infectante,
hasta llegar a ser completamente susceptible al SCMYV raza D con la que comparte una
identidad de secuencia de 0,75. En este sentido, Prins y colaboradores recomiendan
tener un buen conocimiento de la diversidad genética del virus contra el cual se busca
resistencia, ya que se espera que tenga un impacto importante en la probabilidad de que

se quiebre la resistencia de las plantas transgénicas.

1.6.3. Antecedentes de cafia de azicar transgénica resistente o tolerante a virus

La resistencia a virus mediada por silenciamiento génico ha sido reportada para
una amplia variedad de especies vegetales y patdégenos (Prins, 2003, Prins et al., 2008,
Sharp et al., 2002). Existen antecedentes de cafia de azucar transgénicas en las que se
busca resistencia contra distintos virus. Aparte del mosaico, otros dos virus que afectan
a la cafia de azucar han atraido esfuerzos de investigacion. Gilbert y colaboradores
(2009) obtuvieron cafias transformadas con una version antisentido no traducible del
gen de la proteina de capside del Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV género
Polerovirus, familia Luteoviridae) bajo la direccion del promotor del gen de la
ubiquitina de maiz (UBI), expresado junto con el péptido antimicrobiano Cecropin B y
utilizando el gen selector Nptll (cobombardeado). Las dos lineas de plantas transgénicas
obtenidas fueron analizadas en un ensayo a campo bajo condiciones naturales de
infeccion (el virus es transmitido por afidos) y encontraron que los porcentajes de
infeccion eran bajos para las plantas transgénicas (0-5%) y para plantas regeneradas in
vitro (24%), comparados contra el variedad no transformada (98%). Sin embargo el
desempefio agrondémico de las plantas transgénicas fue inferior a los controles de la
variedad no transformada. Zhu y colaboradores (2011) obtuvieron cafias transgénicas
que expresan una version no traducible del gen de la proteina de capside del SCYLV
bajo la direccion del promotor UBI, cobombardeando con el gen selector Nptll. En un
ensayo de inoculacién con afidos viruliferos determinaron por RT-qPCR que en las
lineas transgénicas los titulos virales del SCYLV eran hasta 4 6rdenes de magnitud
inferiores al control de la variedad no transformada, aunque algunas lineas acumulaban
virus en cantidades similares a los controles. Finalmente, McQualter y colaboradores

(2004) reportaron la transformacion de cafia con un fragmento traducible del segmento
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9 ORF 1 del Fiji disease virus (FDV, Fijivirus, Reoviridae) bajo la direccion del
promotor UBI. En un ensayo de infeccion con chicharritas viruliferas realizado en
condiciones controladas de invernaculo encontraron que, de 64 lineas transgénicas, una
demostr6 una resistencia significativa al virus, aunque no estaba claro el mecanismo de
la resistencia.

Las primeras cafias transgénicas en las que se buscaba resistencia para un virus
fueron desarrolladas por Joyce y colaboradores en 1998. Los autores transformaron cafia
utilizando una construccion que expresaba una version traducible del gen de la proteina
de capside del SCMV bajo la direccion del promotor del gen de la ubiquitina de maiz
(UBI) y cobombardearon con un plasmido portando el gen selector Nptll. Las plantas
obtenidas fueron desafiadas con un extracto infectivo de SCMV y se observaron
posteriormente cuatro fenotipos: inmunes (sin sintomas de mosaico y titulos virales no
detectables por ELISA), de recuperacion (mostraban sintomas inicialmente pero las
hojas nuevas no presentaban virus detectable), “atipicas” (mostraban un patron de
manchas distinto del mosaico y no presentaban virus detectable) y susceptibles
(mostraban sintomas y titulos altos de virus). Los autores no encontraron cantidades
detectables de la proteina de capside en las plantas transgénicas y sugirieron que la
resistencia estaba mediada a nivel del ARN.

Ingelbrecht y colaboradores (1999) transformaron cafia con una versiéon no
traducible del gen de la proteina de capside del StMV raza SCH bajo el control del
promotor UBI de maiz. En ensayos de inoculacion artificial con un extracto infectivo de
SrMV (raza SCH) encontraron tres fenotipos: resistentes, susceptibles y un fenotipo de
recuperacion. En una extensa caracterizacion molecular, determinaron por “Southern
blot” el nimero de copias insertadas del transgén y del plasmido con el gen selector
Nptll (que otorga resistencia al antibidtico kanamicina y geneticina) o Bar (que otorga
tolerancia al herbicida bialaphos, principio activo fosfinotricina) de todas las plantas
regeneradas (225), que vari6 entre 1 y mas de 15 copias. Distintas plantas con un mismo
patréon de insercion de los transgenes podian demostrar un, dos o hasta los tres fenotipos
de resistencia a mosaico descriptos. En experimentos de “Northern blots”, “run-off
transcription” y analisis de metilacion del transgén encontraron evidencias consistentes
con un mecanismo de resistencia mediado por silenciamiento génico.

Por su lado Gilbert y colaboradores (2005) reportaron el desarrollo de cafias
transgénicas expresando una version no traducible del gen de la proteina de capside del

SCMV bajo la direccion del promotor UBI y cobombardeando con una plasmido
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portando el gen selector Nptll. Las plantas obtenidas fueron testeadas bajo condiciones
naturales de infeccion y caracterizadas por su desempefio agronémico y productivo. En
general encontraron una gran variabilidad en los caracteres agronémicos medidos y
detectaron algunas accesiones que no se infectaron a campo y se desempeiaban igual o
mejor que el control no transgénico.

Finalmente, otros dos reportes dan cuenta de proyectos de cafia de azicar
transgénica en las que se busca resistencia a mosaico que se encuentran en distinto
grado de avance (Jain et al., 2007, Sooknandan et al., 2003).

Cabe notar que en ninguno de los desarrollos mencionados en la presente
seccion se busca resistencia contra mas de una especie viral simultineamente. Por otro
lado, en todos los reportes se utiliza el cobombardeo con un plasmido portando un gen
selector. Esta estrategia produce generalmente la insercion al azar en el genoma vegetal
de multiples copias de los dos plasmidos cobombardeados (Ingelbrecht et al., 1999).
Esto aumenta la complejidad de la caracterizacion molecular requerida por las
autoridades regulatorias de OVGMs, lo que podria representar una desventaja respecto
de eventos obtenidos al bombardear con un unico plasmido portando ambos genes.
Ademas, se ha reportado la transformacion exitosa con fragmentos lineales de ADN
conteniendo Unicamente el casete de expresion vegetal (en inglés “minimal cassette”),
lo que aumentaria las ventajas desde el punto de vista regulatorio (Agrawal et al., 2005,

Kim et al., 2011).

1.6.4. Evaluacion de las plantas transgénicas con resistencia o tolerancia a virus

La evaluacion de la efectividad de un transgén de resistencia a virus en plantas
transgénicas depende del modo de transmision del virus (a través de vectores naturales o
inoculacion artificial), del fenotipo que la infeccion genera y de los niveles de
susceptibilidad debido el fondo genético de la variedad transformada. Los parametros
normalmente registrados en ensayos de cafias transgénicas pueden incluir la presencia -
ausencia de sintomas visuales (Gilbert et al., 2005) y el tiempo que demoran en
aparecer, titulos virales en algin o6rgano vegetal determinado por ELISA o PCR
cuantitativa (Joyce et al., 1998, Zhu et al., 2011) y efectos sobre parametros productivos
como el peso del 6rgano cosechado, tamafio de la planta, calidad de la materia prima,
etc. (Gilbert et al., 2005, Gilbert ef al., 2009). Es importante la seleccion de controles
adecuados para comparar el desempefio de las plantas transgénicas. La utilizacion de

plantas de la variedad de cafia no transformada que se encuentren en el mismo estadio
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fisiologico que las plantas transgénicas representan un control adecuado (Gilbert ef al.,
2009), ya que la respuesta a la infeccion viral es diferente entre distintas variedades de
cafia y se ve afectado por la edad de la planta (Koike y Gillaspie, 1989, Koike y Tippett,
1971). La inclusion de controles no transgénicos regenerados a partir de material in
vitro puede mostrar los efectos de la variacion somaclonal que sufren las plantas
transgénicas que atraviesan el cultivo de tejidos (Vickers et al., 2005b). Por otro lado,
también es conveniente incluir controles no transgénicos que han sido propagados
siguiendo las practicas habituales del cultivo, aunque la disponibilidad de material libre
de virus, ya sea a campo o in vitro, puede ser una limitante a la hora de seleccionar un
control adecuado.

Aparte del fenotipo de resistencia ya descripto, es posible que las plantas
transgénicas muestren un fenotipo de tolerancia, en el que se establece la infeccion
viral, se presentan sintomas visuales pero esto no afecta el normal desarrollo de la
planta ni sus parametros productivos. La desventaja de este tipo respuesta es que las
plantas que expresan tolerancia aumentan las poblaciones virales del patosistema y
pueden convertirse en una fuente de indculo para otras variedades que son susceptibles
a la enfermedad (Lecoq et al., 2004).

Un primer paso consiste tipicamente en la evaluacion de la resistencia bajo
condiciones controladas, como por ejemplo ensayos de inoculacion artificial en
invernaculos o utilizando vectores viruliferos distribuidos manualmente sobre todas las
plantas ensayadas. Dado que tanto el SCMV como el StMV son factibles de ser
transmitidos mecanicamente (Koike y Gillaspie, 1989), ésta técnica ha sido utilizada
para desafiar cafias transgénicas portando un transgén de resistencia contra los mismos
(Ingelbrecht et al., 1999, Joyce et al., 1998). Varios factores tales como las condiciones
fisiologicas de las plantas, la temperatura y la radiacion pueden afectar la eficiencia de
infeccion del SCMV (Koike y Gillaspie, 1989). Por otro lado, la exposicion a vectores
viruliferos fue ensayada en cafas transgénicas en las que se buscaba resistencia contra
el FDV (McQualter et al., 2004) y contra el SCYLV (Zhu et al., 2011), aunque ésta
técnica puede resultar poco practica cuando se desea analizar un gran niimero de
plantas.

La evaluacion en ensayos a campo tiene las ventajas de exponer a las plantas
transgénicas a los factores ambientales y bidticos bajo los cuales se espera que
demuestren un mejor desempefio que su contraparte no transgénica. Las principales

desventajas son que en la practica no se controla la accion de los insectos vectores, cuya
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poblacion puede variar en distintos afios o en las distintas localidades donde se emplaza
el ensayo, y tampoco se tiene un control sobre las razas / variantes virales a los cuales se
veran expuestas las plantas transgénicas, aunque una opcion intermedia consiste en
realizar inoculaciones artificiales en material plantado a campo (Sharp et al., 2002) En
consecuencia, es aconsejable evaluaciones multianuales y en mas de una localidad hasta
poder caracterizar adecuadamente una linea transgénica. Para aumentar la presion viral
en el ensayo se puede utilizar borduras y cabeceras con plantas enfermas con el virus o
ubicar el ensayo proximo a plantaciones comerciales con sintomas (Gilbert et al., 2005).
A su vez, la seleccion de la fecha de plantacion del ensayo puede realizarse para que
coincida la época de maxima susceptibilidad de las plantas con el momento de mayores
poblaciones del insecto vector, que para la cafia de azucar en Argentina corresponde a
las plantaciones de verano (Ing. Agr. Ricardo Fernandez de Ullivarri, comunicacion
personal). De esta manera se maximiza las posibilidades de que cada planta se vea
desafiada con el virus y que las plantas sanas no sean producto de un “escape” a la
infeccion.

Es deseable la inclusion de réplicas de cada evento a evaluar plantados en un
disefio en bloques completamente aleatorizados (Gilbert et al., 2005, Gilbert et al.,
2009), aunque la disponibilidad de suficiente semilla puede limitar el disefio
experimental de los ensayos. En el laboratorio se obtienen tipicamente un niimero
variable de plantas por evento, y en el caso de cafia de azlicar se requiere de al menos un
afio de desarrollo a campo para permitir el crecimiento de un nimero considerable de
tallos maduros a ser utilizados como cafia semilla. Esto resulta normalmente en que en
el primer ensayo a campo las parcelas no tengan réplicas y recién en una segunda
campafia se pueda plantar un ensayo en bloques completamente aleatorizados (Gilbert et
al., 2005, Gilbert et al., 2009). Los datos iniciales de infeccion tienen una distribucion
binomial, ya que se registra planta o parcela sana vs. planta o parcela enferma. Es
posible estimar en los controles no transgénicos una proporcion de plantas sanas con su
respectivo intervalo de confianza y comparar con la proporcion de plantas sanas de cada
evento.

A pesar de las limitaciones, varios autores destacan en cafla y otros cultivos la
importancia de realizar evaluaciones detalladas a campo, no solo para confirmar el
fenotipo de resistencia a virus, sino para evaluar que las caracteristicas agronémicas de
la variedad transformada no hayan sido perjudicadas por el proceso de cultivo in vitro 'y

transformacion (Bravo-Almonacid et al., 2012, Gilbert et al., 2005, Gilbert et al., 2009,
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Ogwok et al., 2012, Sharp et al, 2002). Adicionalmente, el silenciamiento de
transgenes ha sido reportado ampliamente en cafia de azucar (Butterfield et al., 2002,
Ingelbrecht et al., 1999, Potier et al., 2008), por lo que se recomienda la obtenciéon y
evaluacion de un nimero grande de eventos independientes para asegurarse la obtencion
de lineas con las caracteristicas deseadas.

Por ultimo, cabe notar que en la Argentina se encuentran reguladas las
actividades relacionadas con organismos genéticamente modificados (OGM) de uso
agropecuario (Resoluciones N° 241/2012, 661/2011, 701/2011, 60/2007 y 412/2002).
Para ello se cre6 la Comision Nacional Asesora de Biotecnologia Agropecuaria
(CONABIA, Resolucion 124/91) como instancia de evaluacion y consulta, en el ambito
de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca (SAGyP).

Tanto la CONABIA como la Direccion de Biotecnologia tienen como objeto
garantizar la bioseguridad del agroecosistema. Para ello, analizan y evalian las
solicitudes presentadas para desarrollar actividades con OGM. En base a informacion
cientifico-técnica y a datos cuantitativos respecto de la bioseguridad del OGM, emiten
en conjunto un dictamen no vinculante que presentan ante la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Pesca, la autoridad de aplicacion, que autoriza o no la realizacion de las
actividades solicitadas. El ensayo de invernaculo y el ensayo de campo con cafias de
azucar transgénicas descriptos en la presente Tesis fueron realizados cumpliendo la

normativa vigente aplicable a OGM:s.

1.7. Objetivos de la presente Tesis

Los objetivos de la presente Tesis son:

1) Desarrollo de un protocolo rapido y simple que permita la caracterizacion a
nivel nucleotidico de la variabilidad genética de los agentes causales del mosaico en la
region.

2) Estudio de la diversidad genética de los virus causales del mosaico de la cana
de aziicar en Argentina y regiones cafieras limitrofes.

3) Disefio y obtenciéon de una construccion genética capaz de desencadenar el
mecanismo de silenciamiento génico contra los virus causales del mosaico y la

obtencion de lineas de cafa de azucar transgénicas que expresen dicha construccion.
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4) Evaluacion de las lineas de cafias transgénicas obtenidas por su resistencia a
la enfermedad del mosaico en un ensayo de inoculacion artificial y en un ensayo de

infeccion natural a campo.
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Capitulo 1
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Capitulo I

Objetivo general: Desarrollo de un protocolo rapido y simple que permita la
caracterizacion a nivel nucleotidico de la variabilidad genética de los agentes causales

del mosaico en la region.

Objetivos particulares:

1. Desarrollo de un protocolo de extraccion rapido y econdmico de acidos
nucleicos que permitiera procesar un gran nimero de muestras de cafia de
azucar, evitando el macerado de tejido.

2. Desarrollo de un protocolo para la amplificaciéon por RT-PCR de un fragmento
del gen de la proteina de capside del SCMV y del STMV partiendo de un
extracto crudo de hoja.

3. Determinacion de la estabilidad de los extractos y las condiciones Optimas de
amplificacion de los virus causales del mosaico.

4. Desarrollo de un protocolo que permita la secuenciacion directa de los productos

de RT-PCR, evitando la purificacion y el clonado de los mismos.
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I. Resultados.

La identificacion de cepas virales de SCMV y SrMV se realizaba
tradicionalmente utilizando hospedantes diferenciales, una técnica laboriosa y lenta
(Vazquez de Ramallo, 1981). Mas recientemente, se desarrolld la técnica de
polimorfismos en los fragmentos de restriccion (RFLP, por su sigla en inglés) del
producto de amplificacion de la proteina de capside por RT-PCR (Yang y Mirkov,
1997), lo que simplificéd enormemente la identificacion de cepas virales. Sin embargo,
estudios realizados en Louisiana, EEUU, (Grisham y Pan, 2007) y en la provincia de
Tucuman (Perera et al, 2009), indican que un 13 y 60% de las muestras
respectivamente resultan en patrones de RFLP diferentes a los descriptos con
anterioridad. Ademas, la variabilidad en la secuencia nucleotidica de poblaciones de
SCMV en Africa (Alegria et al., 2003) y China (Xu et al., 2008) es muy alta, con
aislamientos que no se agrupan con cepas virales descriptas previamente. Estos
resultados sugieren que para una adecuada caracterizacion de la poblacion viral del
mosaico se requiere informacion de secuencia nucleotidica de las aislamientos. Por este
motivo, se decidio desarrollar un protocolo que brindara informacion de la secuencia
nucleotidica de la proteina de céapside, ya que es el gen del cudl se dispone del mayor
numero de secuencias publicadas y es adecuado para realizar estudios filogenéticos
(Adams et al., 2004b).

Sin embargo, para realizar una adecuada descripcion de poblaciones virales se
necesitan procesar un gran nimero de muestras, que resulta impractico con las técnicas
estandar de procesamiento. Se han reportado varios protocolos para amplificar
secuencias virales a partir de extractos simples de muestras de varias especies vegetales
(Berthomieu y Meyer, 1991, Thomson y Dietzgen, 1995). El protocolo reportado por
Thomson y Dietzgen en 1995 para la deteccion de virus de banana, zapallito y lechuga
nos resultd particularmente atractivo por su simplicidad y el bajo costo de los reactivos.
Se decidi6 intentar adaptarlo a cafia de azucar, una monocotiledonea, para la deteccion
del SCMV y del StMV en plantas sintomaticas.

El objetivo de este capitulo fue desarrollar un protocolo rapido y econémico para
el andlisis por RT-PCR y posterior secuenciacion de un gran nimero de muestras de

cafia de azucar infectadas con el SCMV y/o el StMV. El protocolo desarrollado seria
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utilizado para caracterizar los agentes causales del mosaico en la Argentina, y zonas
cafieras limitrofes de Bolivia, Uruguay y Paraguay.

Se partié de un protocolo de preparacion de tejidos para la deteccion de virus a
ARN desarrollado por Thomson y Dietzgen en 1995 para virus de lechuga y zapallito, y
se lo adaptd para su uso en cafa de azicar. El protocolo consiste en cortar un disco
foliar con la tapa de un tubo eppendorf conteniendo buffer de extraccion, incubarlo
brevemente a 95°C y amplificar cDNAs de un fragmento del genoma viral directamente
a partir de una alicuota del sobrenadante. Para el ajuste del protocolo para cafia de
azucar se analizd una serie de factores que afectan la eficiencia de amplificacion de un
fragmento del gen de la proteina de capside a partir del tejido preparado, tales como la
posicion de muestreo en la hoja, la estabilidad de la muestra de hoja a 4°C, la estabilidad
de los extractos a -20°C y -80°C, la composicion de la mezcla de RT-PCR, el limite de
deteccion y la aptitud de los productos de RT-PCR para ser secuenciados directamente,
sin pasos de purificacion en gel ni de clonado. La puesta a punto del protocolo se baso
en gran medida en los resultados de amplificacion de un fragmento de genoma viral a
partir de los iniciadores SCMV R3 y SCMV F4 (Alegria ef al., 2003, Yang y Mirkov,
1997), que amplifican un fragmento de 850-900 pb del gen de la proteina de capside del
SCMV.

1.1. Determinacion de las condiciones adecuadas para la preparacion

de la muestra y para conservar la estabilidad del mARN viral

1.1.1. Determinacion de la posicion optima de muestreo a lo largo de la hoja +1
para la deteccion viral por RT-PCR

Como los sintomas de mosaico son mas evidentes hacia la base de la hoja, cabe
la posibilidad de que el titulo viral varie en las distintas posiciones de la hoja a
muestrear. Para verificar la conveniencia de utilizar un sector particular del tejido de
hoja como muestra, se realizaron experimentos de amplificacion de un fragmento del
genoma de SCMYV a partir de distintas porciones de la hoja +1. Se prepararon extractos
de hoja a partir de muestras tomadas de la porcion basal, media y apical de cinco
variedades de cana diferentes (Q 151, NCo 310, NA 84-3419, NA 84-3013 y NA 94-
960) infectadas con el SCMV y se amplificaron por RT-PCR. Las muestras de la

porcion basal mostraron siempre una amplificacion optima (Fig. 1.1). Aunque en
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algunos casos se obtuvieron productos de amplificacion de intensidad similar en las tres
posiciones, las amplificaciones mas débiles fueron obtenidas en todos los casos a partir
de la porcion apical. Estos resultados correlacionan con la intensidad de sintomas

visuales observados a lo largo de la hoja.

.Fig. 1.1. Optimizacion de la

(_A_\(_A_\(_A_\(_A_\(_A_\ posicion de muestreo para la
a bmabma bmabma s M deteccion de SCMV en la hoja. Se
amplific6 por RT-PCR un
fragmento del gen de la proteina de
capside del SCMV a partir de
extractos preparados de la porcion
basal (b), media (m) y apical (a) de
hojas infectadas con el SCMV de
cinco variedades de cafia de azucar,
numeradas 1 a 5 arriba de los
corchetes: (1) Q 151; (2) Nco 310;
(3) NA 84-3419; (4) NA 84-3013;
(5) NA 94-960. S, muestra sana;
M, marcador de peso molecular:
ADN de fago lambda digerido Pstl

900 pb —p

1.1.2. Almacenamiento de las muestras de hoja de cafia

Se analizé la estabilidad de las muestras de hoja conservadas a 4°C para
determinar el tiempo maximo disponible entre el muestreo a campo y la extraccion en el
laboratorio. Se colectaron muestras de hoja sintomaticas y se las almacen6 a 4°C
durante periodos de 3, 7 y 22 dias, procediéndose luego a la preparacion del extracto de
hoja. Se amplifico por RT-PCR un fragmento del gen de la proteina de capside del
SCMYV vy se comparo6 la intensidad de la banda especifica de amplificacion visualizada
en un gel de agarosa. Como resultado, se obtuvieron productos de amplificacion con los
iniciadores para el SCMV en las tres fechas de muestreo, observandose una reduccion
gradual en el rendimiento de la amplificacion a medida que aumentaba el tiempo de
almacenamiento (Fig. 1.2, no incluye las muestras de tres dias de almacenamiento). Las
muestras de hoja conservadas a 4°C resultaron estables entre su recoleccion y el
procesamiento en el laboratorio por un lapso de al menos 22 dias. Esta ventana de
tiempo disponible entre la fecha de muestro y el procesamiento en el laboratorio
resultaria adecuada para el muestreo a gran escala que se realizd6 mas adelante (ver

Capitulo II).
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Fig. 1.2. Analisis de la estabilidad de extractos de muestras de hoja de cana luego de
almacenamiento a 4°C. Se amplifico por RT-PCR un fragmento del gen de la proteina de
capside de SCMYV a partir de extractos preparados de hojas conservadas a 4°C por 7 y 22
dias (7d y 22d, respectivamente). Resultados para plantas sintomaticas de 5 variedades,
numeradas 1 a 5 arriba del corchete: (1) CP 72-2086; (2) FAM 80-112; (3) CP 52-68; NA
92-1925; (5) CP 85-1625; S, planta sana de la variedad Q 151 mantenida en invernaculo;
+, control positivo; -, control negativo de RT-PCR sin templado; M, marcador molecular:
ADN de fago lambda digerido con Pstl.

También se evalu¢ la estabilidad de muestras de hoja conservadas a -80°C. Se
conservaron hojas sintomaticas congeladas a -80°C por 9 meses, momento en el que se
tomo6 una muestra y analizd por RT-PCR para un fragmento del gen de la proteina de
capside del SCMV. A partir de dichas muestras se obtuvieron productos de
amplificacion del tamafio esperado, indicando que las muestras son estables a -80°C por

al menos 9 meses (resultados no mostrados).

1.1.3. Determinacion de las condiciones adecuadas para el almacenamiento del
extracto de hojas de cafia para la deteccion viral por RT-PCR

Se determin¢ la factibilidad de almacenar los extractos crudos de hoja dejando el
disco foliar en el buffer de extraccion a -20°C para la posterior deteccion del virus. Para
esto, se analizaron muestras que fueron congeladas con o sin el disco foliar después de
finalizado el protocolo de extraccion mediante RT-PCR de un fragmento del gen de la
proteina de capside del SCMV. No se observaron diferencias en la amplificacion en las
muestras en que se dejaba el disco foliar. Mas aun, los extractos que fueron congelados
y descongelados en hasta dos ocasiones no sufrieron efectos negativos evidentes sobre
la amplificacion por RT-PCR (resultados no mostrados).

Se analiz6 la estabilidad de los extractos de hoja a distintas temperaturas. Para
esto, se prepararon extractos a partir de hojas sintomaticas y se los conservd a
temperatura ambiente, a 4°C, a -20°C y a -80°C por un tiempo variable y luego se
amplifico por RT-PCR un fragmento del gen de la proteina de capside del SCMV. Los
extractos mostraron ser inestables a temperatura ambiente, ya que a los 7 dias de

almacenaje bajo dichas condiciones no se obtuvieron productos de amplificacion. Los
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extractos demostraron ser estables por al menos 1 mes a 4°C, 6 meses a -20°C y 9 meses
a -80°C (Fig. 1.3, datos para estabilidad a -20°C). La mayoria de las muestras mostraron
una reduccion gradual en la intensidad de los productos de amplificacion a medida que
aumentaba el tiempo de almacenamiento para todas las temperaturas analizadas. Estos
resultados indican que el almacenamiento de los extractos a -20°C provee una ventana
de tiempo adecuada entre el procesamiento de la muestra de hoja y la amplificacion por

RT-PCR.

Dia 1 Dia 180
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Fig. 1.3. Analisis de la estabilidad de los extractos almacenados a -20°C. RT-PCR de un
fragmento del gen de la proteina de capside de 6 muestras de plantas de invernaculo
infectadas con SCMV (numeradas 1 a 6). La amplificacion se realizé inmediatamente
después del muestreo (dia 1) o después de 6 meses de almacenamiento a -20°C (dia 180).
M, marcador molecular: ADN del fago lambda digerido con Pstl; S, planta sana; -,
control negativo de RT-PCR sin templado.

1.2. Determinacion de las condiciones que afectan la reaccion de RT-

PCR del SCMV
1.2.1. Buffer de RT-PCR

Para lograr una amplificacion Optima, resulta critico ajustar la composicion del
buffer de RT-PCR de modo de compensar el alto contenido de sal en el buffer de
extraccion (KC1 1M). Se ha reportado que la concentracion final de KCl en la mezcla de
PCR no deberia superar los 60 mM (Thomson y Henry, 1995). Se puede obtener una
concentracion adecuada de sales en la mezcla de PCR limitando la cantidad de muestra
en la mezcla de amplificacion o, alternativamente, ajustando la composicion del buffer
de RT-PCR (Thomson y Dietzgen, 1995). En una serie de experimentos preliminares se
obtuvieron menores rendimientos de producto de amplificacion al limitar la cantidad de
muestra en la mezcla de RT-PCR, motivo por el que se decidio evaluar distintas
composiciones en el buffer de amplificacion. Se ensayaron cuatro buffers de RT-PCR
para amplificar un fragmento del gen de la proteina de cépside del SCMV y se obtuvo

productos de amplificacion en aquellos que no incluian sales un su composicion: buffer
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PCR 10 X —KCI (Tris-base 100 mM, pH 8,8) y buffer PCR 10 X —KCI + Tween (Tris-
base pH 8,8, Tween 20 0,1%). Utilizando estos buffers se alcanza una concentracion
estandar de KCI de 50 mM al agregar 2 ul de extracto de hoja a la mezcla de RT-PCR
de un volumen final de 40 pl. La inclusion del detergente Tween 20 mejord levemente
la amplificacion de productos especificos, por lo tanto se incluyd este reactivo en el
protocolo de amplificacion. Por otro lado, no se obtuvieron productos de amplificacion
al usar buffers de PCR comerciales (Fermentas Life Sciences) que incluyen KCI1 (50
mM concentracion final) o (NH4),SO4 (20 mM concentracion final) (resultados no

mostrados).

1.2.2. Condiciones de la reaccion de RT-PCR

Se ensayaron distintas condiciones de amplificacion para optimizar la obtencion
de producto especifico, reduciendo en lo posible la cantidad de enzimas a utilizar en
vistas de obtener un protocolo de bajo costo por muestra. Las condiciones de
amplificacion de un fragmento del gen de la proteina de capside del SCMV por RT-
PCR fueron optimizadas partiendo de las condiciones de amplificacion reportadas por
Alegria y colaboradores (2003). La incorporacion de 1 versus 4 unidades de Taqg DNA
polimerasa y 16 versus 80 unidades de transcriptasa reversa (en un volumen final de 40
pl) en el coctel de reaccion no influyd en el rendimiento del producto especifico de
amplificacion (datos no mostrados). Por lo tanto, en el protocolo final se usé 1 unidad
de Taq DNA polimerasa y 16 unidades de transcriptasa reversa en la mezcla de RT-

PCR.

Con Inhibidor RNAsas Sin inhibidor RNAsas

f A ~ A ~  Fig. 1.4. Requerimiento de un inhibidor de

M 1 2 3 4 - 1 2 3 4 - RNAsas para la amplificacion por RT-
PCR. Amplificacion por RT-PCR de un
fragmento del gen de la proteina de capside
de SCMV a partir de extractos de 4 plantas
(calles 1 a 4) infectadas con SCMV en
presencia (izquierda) o ausencia (derecha)
del inhibidor de RNAsas Ribolock
(Fermentas Life Sciences, Lituania). M,
marcador molecular: ADN del fago lambda
digerido con Pstl; -, control negativo de
RT-PCR sin templado.

900 pb —p»

Se analizd a continuacion el efecto de la inclusion de un inhibidor de ARNsas en

la mezcla de amplificacion. Se realizé una RT-PCR a partir de 4 muestras de plantas
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infectadas con el SCMV incluyendo o no un inhibidor de ARNasas, visualizandose los
productos de amplificacion en un gel de agarosa. La inclusion del inhibidor de ARNsas
en la mezcla de RT-PCR result6 critica para una adecuada amplificacion en la mayoria
de las muestras (Fig. 1.4). Este resultado es esperable ya que en el proceso de extraccion
de la muestra no se incluye ningin reactivo o paso que elimine las ARNsas de la
muestra.

Por otro lado, se evaluaron distintas temperaturas de anillamiento en el
termociclado para reducir los potenciales productos inespecificos de amplificacion. Una
temperatura de anillamiento de 60°C mejord la especificidad y el rendimiento de
producto de amplificacion comparado con 61,9°C, 63,7°C y 66°C. Sin embargo, algunas
muestras mostraron productos de amplificacion inespecificos a todas las temperaturas
evaluadas (datos no mostrados).

Finalmente, se compararon 35 versus 45 ciclos de amplificacion en el programa
de termociclado para un fragmento del gen de la proteina de capside del SCMV vy del
SrMV. Se realiz6 una dilucion seriada de muestras positivas para el SCMV y el StMV y
se las sometio a los dos programas de amplificacion. Al visualizar la intensidad de las
bandas en un gel de agarosa no se observaron diferencias significativas en el
rendimiento del producto de amplificacion (datos no mostrados). Por lo tanto, se
implementaron 35 ciclos de amplificacion en el protocolo final para evitar la formacion
de productos inespecificos.

Las condiciones de amplificacion optimizadas para el SCMV fueron ensayadas
para la amplificacion de un fragmento del gen de la proteina de capside de STMV a
partir de muestras de cafia de campo sintomaticas. Utilizando los iniciadores StMV F3 y
StMV R3 (Yang y Mirkov, 1997) se obtuvieron los productos de amplificacion del
tamafio esperado, demostrando que el protocolo es robusto para la deteccion de ambos
virus (Fig. 1.5A). De esta manera, se puede utilizar el mismo protocolo de preparacion
de la muestra de hoja y las mismas condiciones de RT-PCR para amplificar cualquiera
de los dos agentes causales del mosaico de la cafia de azucar.

Para determinar si los extractos son factibles de ser analizados con pares de
iniciadores degenerados, se ensayd la amplificacion por RT-PCR con los iniciadores
oligoln y oligo2n (Marie-Jeanne et al., 2000), disefiados para amplificar un fragmento
del gen de la proteina de capside de potyvirus que infectan poaceas, que incluye al
SCMV y al StMV. Se analizaron dos muestras positivas para el STMV y seis muestras

positivas para el SCMV utilizando las condiciones de amplificacion optimizadas para el
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SCMYV vy los parametros de termociclado reportados por Marie-Jeanne y colaboradores,
(2000). Se obtuvo el producto de amplificacion del tamafio esperado a partir de todas las

muestras (Fig. 1.5B), lo que confirma que el protocolo de extraccion es robusto y

versatil.
1234567 8910111213~ M Fig. 1.5. (A) Prueba del protocolp de gmpliﬁcacién
A) SrMv de muestras de campo. Amplificacion por RT-
PCR de un fragmento del gen de la proteina de
870 pb —p capside del SrMV (panel superior) y del SCMV

(panel inferior) a partir de 13 muestras de campo
1234 56 78910111213 - M de la provincia de Santa Fe (calles 1, 3,5, 7,9 ,11
SCMV y 13) y del departamento de Guaird, Paraguay
(calles 2, 4 ,6 ,8 ,10 y 12).(B) Amplificacion de un
fragmento de la proteina de capside de potyvirus
con los iniciadores degenerados oligoln y oligo2n
a partir de dos muestras positivas para StMV
123 45678 S - M (cilles | y2)y seis muestras positivas para SCMV
(calles 3 a 8) recolectadas en las provincias de
Salta y Jujuy. S, control sano; M, marcador
molecular: ADN del fago lambda digerido con
Pstl; -, control negativo de RT-PCR sin templado.

900 pb —p

B) Potyvirus

360 pb —p

1.3. Limite de deteccion de la RT-PCR

Para determinar la sensibilidad del protocolo de deteccion, se realizd6 un
experimento de dilucion seriada de muestras de campo infectadas con el SCMV. Se
diluyeron los extractos positivos para SCMV en un extracto preparado a partir de una
planta sana de invernaculo con el objetivo de reproducir las condiciones de
amplificacion con titulos bajos de virus, sin diluir potenciales inhibidores de la RT-PCR
y/o de ARNsas. Las muestras asi preparadas fueron amplificadas por el protocolo de
RT-PCR estandar descripto anteriormente. [as muestras positivas para el SCMV
resultaron en productos de amplificacion en forma consistente en las diluciones 1:10 y
frecuentemente en las diluciones 1:100, pero resultaron negativas para las diluciones
1:1000 (Fig. 1.6). La sensibilidad de la técnica demostrd ser adecuada para los fines de
analizar muestras de campo infectadas con el SCMV y/o el STMV. Estos resultados, sin
embargo, indican que la sensibilidad del protocolo podria ser incrementada reduciendo
la relacion volumen de buffer de extraccion / tejido vegetal, cortando el tejido en

pedazos mas pequeiios o triturandolo (Thomson y Dietzgen, 1995).
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Fig. 1.6. Dilucion seriada para establecer el limite de deteccion de la reaccion de RT-
PCR. Amplificacion por RT-PCR de un fragmento del gen de la proteina de capside de
SCMV a partir de muestras infectadas diluidas con un extracto de planta sana mantenida
en el invernaculo. 1:1, sin diluir, 1:10, muestra diluida 1:10, 1:100, muestra diluida 1:100,
1:1000, muestra diluida 1:1000. Resultados para tres plantas sintomaticas de tres
variedades distintas de cafia de azicar numeradas 1 a 3 arriba de las llaves: (1) NA 84-
3419; (2) NA 84-3013; (3) Q 151. S, planta sana; M, marcador molecular: ADN del fago
lambda digerido con Pstl; -, control negativo de RT-PCR sin templado.

1.4. Secuenciacion directa de productos de la RT-PCR

Con el objetivo de genotipificar con la maxima resolucion posible las muestras
de virus, se establecid un protocolo de analisis por secuenciacion en el que se evitan los
pasos usuales de purificacion en gel del producto de RT-PCR y su posterior clonado. Se
purificaron alicuotas del producto de RT-PCR utilizando un sistema comercial y se
secuenciaron directamente (Macrogen, Corea) con los iniciadores usados en la RT-PCR
o con versiones mas cortas de los mismos. Esta estrategia genero6 resultados de calidad
para los productos de amplificacion especificos del SCMV y del StMV. Sin embargo,
no se obtuvieron secuencias de adecuada calidad al tratar de usar los iniciadores
degenerados oligoln y oligo2n para secuenciar el respectivo producto de amplificacion,
en contraste con un reporte previo en vainilla (Grisoni et al., 2006).

En una primera instancia se secuenciaron 12 productos de amplificacion del gen
de la proteina de capside de StMV utilizando los mismos iniciadores usados en la RT-
PCR. De las 24 secuencias obtenidas, 23 tuvieron mas de 500 pb con valores de Phred
Q de 20 (Ewing y Green, 1998) o mayores (es decir con una probabilidad de error en la
secuencia < 1%), con un promedio general de 700 pb con Phred Q20. Después de
recortar los extremos de las secuencias de baja calidad, en promedio el 80% del
producto de amplificacion estaba cubierto por lecturas en ambas hebras del ADN

amplificado.
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Siguiendo la misma estrategia, se intentd la secuenciacion de productos de
amplificacion del gen de la proteina de capside del SCMV con los iniciadores de la RT-
PCR. Sin embargo, ninguno de los dos iniciadores cumplia con las especificaciones de
temperatura de anillamiento requeridas por el proveedor del servicio de secuenciacion,
por lo que se disefiaron los iniciadores Oli39 y Oli48, que son versiones mas cortas de
los iniciadores SCMV F4 y SCMV R3 respectivamente. El 80% de las secuencias
obtenidas con el iniciador Oli39 tuvieron mas de 500 pb con un valor Phred Q de 20 o
mas (es decir con una probabilidad de error en la secuencia < 1%), mientras que el 85%
de las secuencias obtenidas con el iniciador Oli48 tuvieron mas de 500 pb con un valor
Phred Q de 20 o mas (Fig. 1.7). Estos resultados indican que la calidad de las secuencias

de ADN obtenidas es adecuada a partir del protocolo de procesamiento de las muestras

desarrollado.
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Fig. 1.7. Calidad de las secuencias obtenidas con los iniciadores de secuenciacion del gen
de la proteina de capside de SCMV. Numero de secuencias con una determinada cantidad
de bases con calidad superior a Phred Q20 obtenidas utilizando los iniciadores Oli48 (A)
y Oli39 (B) para la reaccion de secuenciacion.

Las secuencias sentido y antisentido fueron ensambladas en una secuencia
consenso con el software Lasergene 7 del paquete DNAstar y comparadas contra la base
de datos GenBank utilizando el software BLAST. Estas comparaciones permitieron
realizar una primera caracterizacion de las secuencias y confirmar la especie viral

presente en cada muestra.

I. Discusion y Conclusiones
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El protocolo rapido de extraccion de acidos nucleicos puesto a punto en el marco
de esta Tesis permite a una persona procesar hasta 200 muestras al dia, evitando el uso
de kits comerciales o reactivos costosos. El extracto crudo preparado a partir de un
disco foliar puede ser incorporado directamente a una mezcla de RT-PCR en donde, en
un solo tubo y consecutivamente, se sintetiza el cDNA y amplifica por PCR un
fragmento de la proteina de capside del SCMV o del StMV. Dado que solo se usa
material descartable, el riesgo de contaminacién cruzada entre muestras se reduce
notablemente. Al combinar una RT-PCR de un solo paso, el uso de placas de 96
pocillos y geles de agarosa de 96 pocillos (utilizando pipetas de 12 canales) resultd en
un protocolo apto para procesar un gran nimero de muestras en forma eficiente. Como
se describe mas adelante en el Capitulo IV, el protocolo rapido de extraccion de acidos
nucleicos es también apto para la deteccion de ADN insertado en el genoma vegetal,
permitiendo la amplificacion de secuencias derivadas del transgén en muestras de hoja
colectadas a campo.

Dado que los sintomas de mosaico (zonas claras con poca clorofila alternadas
con zonas oscuras) varia a lo largo de la posicion de la hoja y en entre hojas, se
determiné la posicion optima de muestreo. En un reporte previo de Balamuralikrishnan
y colaboradores (2004) se habia establecido que el tejido de hojas jovenes resultaba
optimo para la deteccion del SCMV por RT-PCR. Por lo tanto, se tomaron muestras a lo
largo de la hoja +1 y se observdé que se obtenia mayor cantidad de producto de
amplificacion en las muestras tomadas de la base de la hoja, que es a su vez donde los
sintomas de mosaico son mas evidentes (Fig. 1.1).

Se determind la estabilidad de las muestras de hoja y la estabilidad de los
extractos conservados a distintas temperaturas para establecer el tiempo disponible entre
la recoleccion de la muestra, el preparado del extracto crudo y la amplificacion por RT-
PCR. Las muestras de hoja demostraron ser estables por al menos 22 dias a 4°C (Fig.
1.2), lo que permitiria tomar muestras de hojas de cafia sintomaticas en lugares distantes
como Paraguay y Uruguay y procesarlas varios dias después en el laboratorio de la
Chacra Experimental. Por otro lado, los extractos de hoja guardados a -20°C resultaron
estables por al menos 6 meses (Fig. 1.3) y a -80°C por al menos 9 meses, aunque el
rendimiento de la amplificacion por RT-PCR disminuia gradualmente con el tiempo. La
utilizacion de kits comerciales para el aislamiento de ARN viral suelen producir
extractos mas puros y por lo tanto mas estables que el protocolo descripto. Sin embargo,

el protocolo desarrollado resulté adecuado para los fines del presente estudio. En los
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casos en que se quiso conservar ARN de determinadas muestras por periodos mayores
al afio se recurrio a la utilizacion del “RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen Sciences,
Maryland, EEUU) o alternativamente se utilizé el protocolo de Trizol (Invitrogen, Life
Technologies Corporation, EE.UU.).

Fue necesario ajustar las condiciones de amplificacion descriptas previamente
para los iniciadores especificos del SCMV y del StMV. El buffer de RT-PCR fue
modificado eliminandose el contenido de sal del mismo para compensar por el alto
contenido de sal presente en el buffer de extraccion (Thomson y Henry, 1995). Se ajustd
el volumen de muestra agregado a la mezcla de RT-PCR de tal manera que la
concentracion final de KCI resulta 6ptima para la amplificacion.

Resulté indispensable para una adecuada amplificacion la inclusion de un
inhibidor de ARNsas en la mezcla de RT-PCR, en contraste con lo reportado por
Thomoson y Dietzgen (1995) para dos virus con genoma de ARN, el Zucchini yellow
mosaic virus y el Lettuce necrotic yellows virus. Esto probablemente se deba a que la
sintesis de cDNA se realiza en el mismo tubo justo antes de la amplificacion y que el
protocolo de extraccion no elimina las ARNsas naturalmente presentes en la muestra de
cafla de azucar (Fig. 1.4). Por otro lado, se establecidé que el uso de 1 unidad de Taq
polimerasa y 16 unidades de transcriptasa reversa en un volumen final de 40 pl son
suficientes para una adecuada amplificacion, lo que reduce considerablemente los
costos por muestra respecto de los protocolos estandar. Finalmente se determind que
una temperatura de anillamiento de 60°C y 35 ciclos de amplificacion en el programa de
termociclado resultaron 6ptimos para la amplificacion de las secuencias blanco.

El limite de deteccion es un parametro importante a la hora de determinar la
utilidad de un protocolo de diagnostico. (Balamuralikrishnan et al., 2004, Hema et al.,
2003, Lopez et al., 2008). Para estimar dicho parametro en muestras de campo
infectadas con SCMV, se realizaron diluciones seriadas de muestras positivas con
extractos de muestras negativas de invernaculo. Todas las muestras ensayadas dieron
productos de amplificacion al ser diluidas 1:10 y la mayoria al ser diluidas 1:100 (Fig.
1.6). Esta sensibilidad probaria ser adecuada para al menos el 97% de las muestras
colectadas a campo (ver Capitulo II).

El protocolo de extraccion y las condiciones de amplificacion optimizadas para
SCMYV fueron ensayados con plantas de cafia de azlicar infectadas con StMV utilizando
iniciadores especificos descriptos previamente. Dichas condiciones resultaron

adecuadas para la amplificacion de un fragmento del gen de la proteina de capside de
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StMV (Fig. 1.5A). A su vez, se comprobd que las muestras podian ser amplificadas con
iniciadores degenerados disefiados para amplificar potyvirus que infectan poaceas (Fig.
1.5B), lo que permitiria mas adelante obtener productos de amplificacion a partir de
muestras negativas para los iniciadores especificos del SCMV y del StMV (ver Capitulo
10).

Normalmente los productos de amplificacion son clonados para su posterior
secuenciacion, pero se ha reportado la secuenciacion directa del producto de RT-PCR
de virus de tomate (Navas-Castillo et al., 2000), vainilla (Grisoni et al., 2006) y cafia de
azucar (Xu et al., 2008), entre otros. Esta alternativa reduce el tiempo y los costos para
la obtencion de informacion de secuencia de la muestra, siempre y cuando no sea
indispensable obtener la secuencia completa del producto amplificado. Al utilizar para
la secuenciacion los mismos iniciadores de la RT-PCR, no se obtiene informacién de
secuencia adecuada de las 30-50 pb presentes en los extremos 5 y 3" del producto
amplificado. En el presente trabajo resultaron ser innecesarias, ya que se contd con los
750-800 pb de secuencia restantes del gen de la proteina de capside, suficientes a los
fines de identificar y clasificar las muestras virales. Con el protocolo desarrollado, los
productos de la RT-PCR pueden ser enviados al servicio de secuenciacion directamente,
en donde son purificados (sistema Exo-SAP-IT, Affymetrix) y secuenciados con los
mismos iniciadores de la RT-PCR o una version mas corta de los mismos. Todas las
muestras de STMV y el 84% de las muestras de SCMV amplificadas en el muestreo a
gran escala (Capitulo II) resultaron en secuencias consenso de alta calidad que fueron
depositadas en GenBank. Cabe notar que no se intent6 la reamplificacion de muestras
con bandas de amplificacion débiles, no se cuantificaron los productos de amplificacion
ni se intentd la resecuenciacion de muestras con secuencias de baja calidad, los cual

podria haber mejorado el porcentaje de secuencias de SCMV de buena calidad.
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1. Morder un disco foliar sintomdtico
utilizando un eppendorf con buffer de
extraccién e incubar 10 min. a 95°C.

2. Amplificar por RT-PCR un fragmento de la
proteina de cdpside viral de SCMV o SrMV
a partir del sobrenadante de extraccion.

3. Correr las muestras por electroforesis en
ael de nnarnca

4.Secuenciar directamente el amplicén con
oligos derivados de los iniciadores de
amplificacidn.

it i
UL sy

5. Comparar la secuencia por medio de
andlisis filogenético o usando el software
BLAST.

Fig. 1.8. Esquema del protocolo de andlisis final para muestras de hoja de cafia de azicar
infectadas con el SCMV o el StMV.

El protocolo desarrollado (Fig. 1.8) resultd en una publicacion original en una
revista internacional con referato (Gomez et al., 2009) e hizo viable un muestreo a gran
escala de los agentes causales del mosaico de la cafia de azlicar en Argentina y paises
limitrofes en el que se analizaron mas de 500 muestras sintomaticas. Los resultados de

dicho muestreo se detallan en el capitulo 11
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Capitulo 11
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Capitulo I1

Objetivo general: Estudio de la diversidad genética de los virus causales del

mosaico de la cafia de azicar en Argentina y regiones cafieras limitrofes.

Objetivos particulares:

1.

Realizacion de un amplio muestreo de plantas de cafia de azucar con
sintomatologia de mosaico provenientes de Salta, Jujuy, Tucuman, Santa Fe
y las areas cafieras limitrofes de Bolivia, Uruguay y Paraguay.
Amplificacion por RT-PCR y secuenciacion de un fragmento del gen de la
proteina de capside del SCMV y del STMV en mas de 500 muestras con
sintomatologia de mosaico.

Andlisis filogenético y clasificacion de las muestras virales en grupos
discretos segun la similitud de secuencia nucleotidica del gen de la proteina
de capside.

Identificacion de otras regiones conservadas en el genoma del SCMV vy del
SrMV mediante secuenciacion de un fragmento del gen P3.

Secuenciacion del genoma completo de dos muestras identificadas en los

puntos anteriores como pertenecientes a dos grupos del SCMV.

63



I1. Resultados

El desarrollo de un sistema de deteccion de virus de alta eficiencia permitio
abordar el estudio de la variabilidad genética de los agentes causales del mosaico de la
cafia de aztcar en Argentina y en las zonas cafieras limitrofes. Dicho estudio tuvo como
objetivo principal identificar las variantes de los virus del mosaico presentes en la
region, en vista de identificar regiones conservadas del genoma viral que puedan ser
usadas como blanco de resistencia mediada por silenciamiento génico en cafias de
azlcar transgénicas que se desarrollaron a continuacion (ver Capitulo III).

Utilizando el protocolo de diagnostico viral por RT-PCR y posterior
secuenciacion descripto en el capitulo I, se llevo a cabo un amplio muestreo de plantas
con sintomatologia de mosaico. Se recolectaron muestras en las principales provincias
productoras de cafia de la Argentina y de zonas cafieras limitrofes con las que existe
intercambio de germoplasma, a excepcion de Brasil. En las muestras colectadas se
determind la presencia del SCMV y del StMV mediante RT-PCR con iniciadores
especificos de cada virus y se secuenciaron los productos de amplificacion de las
muestras positivas. Las muestras negativas para ambos pares de iniciadores fueron
analizadas con iniciadores degenerados para potyvirus que infectan poaceas y también
con iniciadores para el SCSMV, para descartar su presencia en la zona muestreada.
También se determinoé la secuencia de un fragmento evolutivamente conservado del gen
P3 en una serie de muestras, asi como también el genoma completo de dos muestras del
SCMV. Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante matrices de identidad y
arboles filogenéticos, lo que permitio su clasificacion en grupos de similitud y la

identificacion de regiones conservadas del genoma viral.

2.1. Muestreo a gran escala de cafia de azucar con sintomas de mosaico

Con el objetivo de realizar un relevamiento de los agentes causales del mosaico
de la cafa de azucar y de capturar la maxima diversidad genética posible con los
recursos disponibles para el estudio, se disefi® un amplio muestreo abarcando la
principal zona cafiera de Argentina y las zonas aledafias. Entre los meses de noviembre
de 2007 y noviembre de 2008 se colectaron muestras de cafia de azlcar con
sintomatologia de mosaico en la region productora de cafa de azicar de las provincias

de Jujuy, Salta, Tucuman y Santa Fe y en las zonas cafieras limitrofes de Bolivia,

64



Paraguay y Uruguay (Ver Apéndice I). Se colectaron muestras en 103 sitios de muestreo
distribuidos en un 4rea que ocupa aproximadamente 800.000 km?, registrandose en cada

sitio la latitud y longitud con un equipo de GPS (Fig. 2.1).

A i e &
; J \ ¢

La mayor parte de las muestras (87%) fueron colectadas en las provincias de
Salta, Jujuy y Tucuman, en las cuales se produce cerca del 99% de la cafia de azucar de
Argentina (Pérez, 2011). Las muestras fueron tomadas en lotes experimentales
(colecciones y variedades precomerciales) y en lotes comerciales plantados con
variedades susceptibles o tolerantes al mosaico, sumando en total 104 genotipos
distintos, distribuidos geograficamente de acuerdo a la Tabla 2.1. Del total de las
muestras tomadas, el 53% provinieron de lotes comerciales y el 47% de lotes
experimentales y colecciones. Esta distribucion fue adoptada a fin de capturar la mayor
diversidad genética del virus posible, ya que se ha reportado cambios en la prevalencia
de razas del STMV asociados a modificaciones en la adopcion de distintos genotipos de
cafa de azticar (Grisham y Pan, 2007). Se muestrearon las colecciones de variedades de
cafa de azicar presentes en la Chacra Experimental Santa Rosa (Salta), Estacion
Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC, Tucuman), INTA Famailla
(Tucuman) y el Campo Experimental Natalicio Talavera (Paraguay). El factor tiempo,
el cual no fue tomado en cuenta en el presente estudio, también es un factor que

condiciona la diversidad en las poblaciones virales.
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Las muestras colectadas en Argentina, Bolivia, Paraguay y Uruguay fueron

rotuladas con el prefijo ARG, BOL, PAR y URU, respectivamente.

Tabla 2.1. Distribucion geografica de muestras de hoja de cafia de azucar con sintomas
de mosaico, discriminadas segun la region y tipo de lote en que fueron colectadas.

Provincia/Pais Tipo de lote Muestras
sintomaticas
Salta comercial 107
experimental 61
Jujuy comercial 93
experimental 83
Tucuman comercial 45
experimental 106
Santa Fe comercial 12
experimental 13
Bolivia comercial 14
Paraguay comercial 4
experimental 8
Uruguay comercial 3
experimental 18
Total 567

Cada muestra consistid en una seccion de aproximadamente 20 cm de la porcion
basal de la lamina de la hoja 0 o +1 (la primer hoja con la ligula completamente visible)
tomada preferentemente de una planta de entre tres y seis meses de desarrollo. Se
tomaron entre dos y tres muestras de hoja independientes de cada lote muestreado. Las
muestras de hoja fueron conservadas a 4°C desde el momento de su recoleccion hasta la
llegada al laboratorio, en donde fueron procesadas de acuerdo al protocolo descripto en

el Capitulo [ y el tejido restante fue conservado a -80°C.

2.2. Diagnéstico del SCMYV y del SrMV por RT-PCR

Las muestras colectadas en el relevamiento a campo fueron analizadas por RT-
PCR con iniciadores especificos para el SCMV y el StMV, segun el protocolo descripto
en el capitulo 1. En total se analizaron 567 muestras de hojas sintomaticas, obteniéndose
inicialmente productos de amplificacion a partir de 537 de las mismas (94,7%). Se
extrajo ARN con el “RNeasy Plant Mini kit” a partir de 18 de las muestras negativas
restantes, para aumentar la sensibilidad del protocolo y evitar falsos negativos. A partir

de estos extractos se obtuvieron productos de amplificacion con iniciadores especificos
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para SCMV y StMV a partir de 15 de las muestras. A fin de evitar falsos negativos que
escapen a la amplificacion mediante estos iniciadores, las muestras negativas para los
iniciadores especificos de SCMV y SrMV fueron analizadas con los iniciadores
degenerados oligoln y oligo2n que permiten la amplificacion de un producto de 330 pb
de potyvirus de poaceas, obteniéndose productos de amplificacion a partir de 10 de las
muestras (Tabla 2.2). En conclusion, no se obtuvieron productos de amplificacion a

partir de 5 (0,9%) de las 567 muestras analizadas (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Resultados de amplificaciones por RT-PCR de un fragmento del gen de la
proteina de capside utilizando iniciadores especificos del SCMV y del StMV e
iniciadores degenerados para potyvirus que infectan poaceas. Los lotes experimentales
son aquellos plantados con variedades precomerciales o con colecciones de variedades y
progenitores. Los lotes comerciales son aquellos plantados con una tUnica variedad
destinados a la produccion comercial de cafia.

Potyvirus No se
Region  Tipo delote SCMV+ SCMV- SCMV+ de amplifico Total
SrMV- SrMV+  SrMV+ poaceas + producto
Salta Comercial 106 0 1 0 0 107
Experimental 52 3 0 2 4 61
Jujuy Comercial 89 0 0 4 0 93
Experimental 78 1 0 4 0 83
Tucumén  Comercial 45 0 0 0 0 45
Experimental 99 4 2 0 1 106
Santa Fe Comercial 12 0 0 0 0 12
Experimental 13 0 0 0 0 13
Bolivia Comercial 14 0 0 0 0 14
Paraguay = Comercial 0 0 0 0
Experimental 0 8 0 0 0
Uruguay  Comercial 0 0 0 0 3
Experimental 18 0 0 0 0 18
Total 533 16 3 10 5 567

De la Tabla 2.2 se puede concluir que el SCMV es el agente causal del mosaico
predominante en la region, presente en 536 muestras (94,5%), con 19 muestras positivas
para StMV (3,4%). Tan solo tres muestras (0,5%) presentaron coinfeccion de los dos

virus.

2.3. RT-PCR con iniciadores para SCSMV

Se analizaron las muestras negativas para el SCMV y el STMV con iniciadores

especificos para el Sugarcane streak mosaic virus (SCSMV) con el objetivo de
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descartar su presencia entre las muestras colectadas. Este virus, recientemente propuesto
para ser parte del nuevo género Susmovirus de la de la familia Potyviridae (Xu et al.,
2010), produce una sintomatologia muy similar al SCMV y al StMV, pero hasta el
momento del muestreo no habia sido reportado en el continente americano. La RT-PCR
resultd negativa para las 18 muestras analizadas, mientras que los controles positivos

generaron una banda de amplificacion del tamafio esperado (datos no mostrados).

2.4. Secuenciacion de los productos de la RT-PCR del gen de la
proteina de capside del SCMYV y del SrMV

Todos los productos de amplificacion obtenidos con los iniciadores especificos
para el SCMV y el StMV fueron secuenciados utilizando el servicio de Macrogen
(Corea) segun el protocolo descripto en el Capitulo 1. Todas las muestras de STMV
amplificadas (19 en total) en el muestreo resultaron en secuencias consenso de alta
calidad. De las 536 muestras positivas para SCMV, 451 muestras dieron lugar a
secuencias consenso de alta calidad, lo que representa el 84% del total. Algunas de las
causas por las que no se obtuvieron secuencias de calidad adecuada fueron la baja
concentracion del producto de amplificacion, la presencia de cromatogramas
superpuestos debido a la coamplificacion de bandas inespecificas o a que las lecturas
sentido y antisentido no se superponian. Todas las secuencias fueron curadas
manualmente y depositadas en GenBank, cuyos niimeros de entrada se detallan en el
Apéndice 1. No se intentd la reamplificacion o resecuenciacion de muestras con
secuencias de baja calidad, ya que se consider6 suficiente, a los fines de este estudio, la
cantidad de muestras con secuencias de calidad adecuada.

Las muestras positivas utilizando los iniciadores degenerados oligoln y oligo2n
fueron reamplificadas con los iniciadores Oli40 y Oli41 y el producto de amplificacion
secuenciado. Dichos iniciadores contienen un segmento 3’ degenerado idéntico a
oligoln y oligo2n respectivamente, y un segmento 5’ especifico para la secuencia de los
iniciadores universales M13F y Promotor T3, respectivamente. De esta manera, los
iniciadores Oli40 y Oli41 dan lugar a productos de amplificacion de potyvirus que
infectan poadceas que pueden ser secuenciados directamente con los iniciadores
universales mencionados. Las secuencias obtenidas con los iniciadores universales
dieron lugar a cromatogramas con picos débiles pero legibles, permitiendo la

clasificacion de dichas muestras usando la herramienta BLAST (Altschul ef al., 1990).

68



2.5. Construccion de matrices de identidad como primera herramienta

de analisis de las secuencias obtenidas

Una primera pregunta a responder de la poblacion viral en estudio fue respecto
al nimero de secuencias que representan genotipos repetidos en el conjunto de datos,
respuesta que no se puede obtener con una simple inspeccion visual de los
alineamientos debido al gran nimero de secuencias a analizar. Para responder esta
pregunta se alinearon las secuencias del gen de la proteina de capside usando el
algoritmo Clustal W a través del programa Bioedit (Hall, 1999). Se recortaron los
extremos de las secuencias nucleotidicas para que todas las muestras tuvieran una
region en comun, que resulté ser de 717 pb para el SCMV y de 732 pb para el STMV. Se
descartaron aquellas muestras que no tenian informacion de secuencia para toda la
region seleccionada. Utilizando el programa Bioedit se calculé una matriz de identidad,
que comparaba todas las secuencias nucleotidicas entre si, asignandole un valor de uno
(1) a secuencias idénticas y un valor de cero (0) a secuencias completamente distintas.
La matriz de identidad fue importada a Excel y las casillas coloreadas automaticamente
segun el valor numérico utilizando la funcion de “formato condicional”, a fin de obtener
un resultado visual de los datos. Se repitid el mismo analisis para las secuencias
aminoacidicas deducidas a partir de las secuencias nucleotidicas correspondientes.

Este analisis determind que de las 451 secuencias nucleotidicas del SCMV
analizadas, 403 corresponden a genotipos Unicos (89,4%), reflejando una importante
variabilidad genética evidenciable exclusivamente a través del analisis de secuencias
nucleotidicas. Doce (12) de las secuencias de SCMV presentan deleciones de entre 6 y
51 pares de bases ubicadas hacia el extremo 5" del gen de la proteina de capside, las
cuales no alteran en ninglin caso el marco de lectura. Los valores de identidad entre las
secuencia nucleotidicas varian entre 0,77 y 1,00. Utilizando la matriz de identidad
coloreada se destaca un grupo de 9 muestras cuyas secuencias nucleotidicas distan
significativamente del resto de las secuencias (ID < 0,92) pero son muy parecidas entre
si (ID > 0,97). Notablemente, las secuencias aminoacidicas de los individuos de este
grupo presentan entre 0,93 y 0,99 de identidad con el resto de las secuencias. A este
grupo de secuencias se las clasifico mas tarde utilizando informacion filogenética en el
grupo “W” y corresponde a muestras tomadas en un area relativamente pequefia de

Jujuy y Salta (a menos de 60 Km. entre si). El resto de las muestras, que mostraban
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valores de identidad mayores a 0,95 con la gran mayoria de las secuencias fueron
subsiguientemente clasificadas, tras incluir el andlisis filogenético, dentro del grupo
“SCE” de acuerdo a la clasificacion propuesta por Xu y colaboradores (Xu et al., 2008).
Este grupo mayoritario muestra una distribucion geografica ubicua. La porcion central
del gen de la proteina de capside fue la zona mas conservada del gen, y la porcion 5° fue
la mas variable (Viswanathan ef al., 2009).

Respecto de las 19 secuencias del STMV obtenidas, 9 fueron genotipos unicos
(47%). Los valores de identidad de secuencia nucleotidica variaron entre 0,97 y 1,00,
reflejando una menor diversidad genética para esta especie viral, considerando que las
muestras provenian de Tucuman, Salta, Jujuy y Paraguay. Ninguno de las muestras
virales analizadas presentaron deleciones.

Las secuencias obtenidas con los iniciadores para potyvirus que infectan poaceas
fueron comparadas contra las secuencias depositadas en GenBank utilizando el
programa BLAST. Estas tuvieron un largo promedio de 323 pb y corresponden al
extremo 3’ del gen de la proteina de capside. Dos de las secuencias nucleotidicas, ARG-
306 y ARG-308, comparten un identidad de secuencia >0,98 con SCMV colectado en
maiz en la Argentina (DQ973170, Lenardén S. L., presentacion directa) y en otros
paises. Estas dos muestras tienen una identidad promedio de 0,85 con el grupo SCE y
fueron ambas colectadas de la coleccion de variedades presente en la Chacra
Experimental Santa Rosa (Salta). De las secuencias nucleotidicas restantes, cuatro
mostraron una alta identidad con STMV vy tres con SCMV grupo SCE, por lo que se las
asignd a dichos grupos. Posiblemente, estas muestras no dieron lugar a productos de
amplificaciéon en la RT-PCR con los iniciadores especificos del SCMV y del StMV

debido a mutaciones en el sitio de union de los mismos.

2.6. Analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas del gen de la

proteina de capside del SCMYV y del SrMV

Se clasificaron los muestras virales en grupos discretos de similitud de secuencia
mediante un andlisis filogenético a partir de las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas del gen de la proteina de capside del SCMV y del StMV. Para ello se
realizé un alineamiento de las secuencias obtenidas junto con secuencias de referencia

de los grupos virales descriptos previamente y se calculd un arbol filogenético por la
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metodologia de “Neighbor Joining” y se calcularon los valores de “Bootstrap” para
1000 remuestreos.
2.6.1. Construccion de un arbol filogenético a partir del gen de la proteina de
capside del SrMV

Todas las muestras de STMV colectadas en el presente estudio se agrupan en una
rama junto con muestras del grupo HS (“Hybrid Sugarcane”) de acuerdo a Ia
clasificacion propuesta por Xu y colaboradores (2008) (Fig. 2.2). Este grupo engloba
aislamientos presentes en cafia de azlcar comercial obtenidas por mejoramiento
genético clasico, a diferencia del grupo NS (“Noble Sugarcane”), que engloba a

aislamientos colectados en “cafias nobles”, es decir clones de Saccharum officinarum L.
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Fig. 2.2. Arbol filogenético obtenido a partir de un fragmento de la secuencia
nucleotidica del gen de la proteina de cépside de las muestras del STMV colectadas en este
estudio (subrayadas en rojo) y su distibucion geografica. Se obviaron las muestras con
genotipos repetido y se incluyen secuencias de STMV de referencia de acuerdo a la clasificacion
propuesta por Xu y colaboradores (2008). El arbol se calcul6 por el método de Neighbor Joining
y se incluyen los valores de Bootstrap con 1000 remuestreos. Las muestras colectadas en
Argentina, Bolivia, Paraguay y Uruguay fueron rotuladas con el prefijo ARG, BOL, PAR y
URU, respectivamente.
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Las muestras estan preferentemente relacionadas (valor de “Bootstrap” de 99%)
con muestras colectadas en EE.UU. (U57358-60, EF078962 y U07219) y con muestras
colectadas en Tucuman descriptas por Perera y colaboradores en 2009 (muestras ARG-
761(07) y ARG-762(07)). No se observa una relacion obvia entre el genotipo de St(MV
y la localizacién geografica en que fue colectada la muestra, con valores bajos de
“Bootstrap” dentro de la rama que contiene las muestras de este estudio y las

provenientes de los EE.UU.

2.6.2. Construccion de un arbol filogenético a partir del gen de la proteina de
capside del SCMV

La mayoria de las muestras de SCMV (97,8%) analizadas en este estudio se
clasifican dentro del grupo SCE, de acuerdo a la clasificacion propuesta por Xu y
colaboradores en 2008 (Fig. 2.3). Nueve muestras colectadas en Salta y Jujuy (Ingenios
Tabacal y Ledesma respectivamente) forman un grupo filogenético distinto en base a la
secuencia del gen de la proteina de capside, con un valor de “Bootstrap” de 99%.
Sumado al andlisis de matrices de identidad, se propone la creacion de un nuevo grupo
en la clasificacion de SCMV denominado “W” que contenga estas muestras. Este grupo
se caracteriza por la acumulacion de mutaciones silenciosas en la region central del gen
de la proteina de céapside, que esta altamente conservada en SCMV. La muestra ARG-
306, colectada de una variedad precomercial en ensayos de la Chacra Experimental
Santa Rosa, se clasifica dentro del grupo MZ de SCMV de acuerdo a la clasificacion
propuesta por Xu y colaboradores (2008).

Se construyd a continuacion un arbol filogenético sin raiz por el método de
“Neighbor Joining” a partir de la secuencia nucleotidica y aminoacidica de todas las
muestras secuenciadas del SCMV, junto con secuencias de referencia (Fig. 2.4). En el
arbol calculado a partir de la secuencia nucleotidica, la mayoria de las muestras forman
una rama compacta que corresponde al grupo SCE (ramas coloreadas en negro), que
incluye a cuatro muestras de referencia de este grupo: SCMYV razas A, B, D y E (Fig.
2.4.A). Las muestras clasificadas como grupo W forman una rama claramente separada
coloreada de rojo. La muestra ARG-306, rotulada con un cuadrado negro, se agrupa con
otros aislamientos del grupo MZ publicados. Por otro lado, al analizar el arbol
construido a partir de la secuencia aminoacidica (Fig. 2.4.B), se observa que las
muestras del grupo W (rotuladas con cuadrados rojos) se agrupan con las muestras del

grupo SCE (ramas coloreadas en negro). Esto evidencia la conservacion de la
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Fig. 2.3. Arbol filogenético
obtenido a partir de un
fragmento de la secuencia
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(subrayadas en rojo). Se
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valores de Bootstrap con
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fueron rotuladas con el
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Fig. 2.4. Arbol
filogenético sin raiz
obtenido a partir de un
fragmento de la secuencia
nucleotidica (A) y
aminoacidica (B) del gen
de la proteina de capside de
todas las secuencias del
SCMV colectadas en éste
estudio. Se incluyen
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y cuadrados rojos); ©
U57354 (SCMV raza A); e
U57355 (SCMV raza B); A
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A U57357 (SCMV raza
E); m ARG 306 (SCMV-
MZ). El arbol se calculd
por el método de Neighbor
Joining.
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secuencia aminoacidica entre los dos grupos y la acumulacion de mutaciones silenciosas
en la secuencia nucleotidica del gen de la proteina de capside en las muestras del grupo
W en relacion a las muestras del grupo SCE. La muestra ARG-306 sigue agrupandose
con los aislamientos del grupo MZ de acuerdo a su secuencia aminoacidica. Se observa,
ademads, un menor nimero de ramas en el grupo SCE, debido a que muchas muestras
comparten una identidad de 1,00 en la secuencia aminoacidica pero valores inferiores de
identidad para la secuencia nucleotidica

De esta manera, las muestras secuenciadas en el presente estudio pueden ser
clasificadas de acuerdo a la similitud en la secuencia del gen de la proteina de capside
en cuatro grupos, tomando como valor de corte una identidad de secuencia de 0,92.

Dichos grupos son: STMV grupo HS y dentro del SCMV, grupos SCE, MZ y W.

2.7. Estructura poblacional de los virus del mosaico en las regiones

muestreadas
Para visualizar la estructura poblacional de los virus identificados en el estudio y
poder identificar posibles variaciones silenciosas en la secuencia de algunos de
los subgrupos, se graficd la frecuencia de ocurrencia de pares de valores de
identidad de secuencia nucleotidica y aminoacidicas, resultado de comparar entre
si todas las secuencias (207.936 comparaciones de a pares) del gen de la proteina
de capside de SCMV y de SrMV obtenidas en este estudio (Fig. 2.5). Se
excluyeron del analisis las muestras de SCMV que presentaban deleciones, ya que
éstas generan picos artificialmente distantes entre si. Se observa un pico principal
correspondiente al grupo SCE de SCMV formado por el 93,8% de las muestras.
Las muestras de STMV forman el segundo pico en tamafio cerca de un valor de
0,7 de identidad aminoacidica y nucleotidica, y corresponde a 19 muestras que
representan el 3,3 % del total. Se observa un pequefio pico entre los dos picos
principales mencionados, que corresponde a la muestra ARG-306, clasificada
dentro del grupo MZ de SCMV, la cual presenta una divergencia considerable
respecto del resto de las muestras de SCMV. Por ultimo se observa un pico
correspondiente a las muestras clasificadas dentro del grupo W de SCMV, que
esta desplazado hacia el frente y a la derecha respecto del pico principal del grupo
SCE. Esto significa que dichas muestras acumulan un importante numero de

mutaciones silenciosas en el gen de la proteina de capside, que determinan valores
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bajos de identidad de secuencia nucleotidica y valores altos de identidad de

secuencia aminoacidica respecto del grupo SCE (Fig. 2.5).
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Fig. 2.5. Relacion entre la identidad de secuencia aminoacidica (aa) y nucleotidica (nt)
para el gen de la proteina de capside en un set de 207.936 comparaciones de a pares de
todas las secuencias de SCMV y SrMV obtenidas. Matrices de identidad calculadas con
el software Bioedit, transformadas en frecuencia de pares de valores de ID aminoacidica
y nucleotidica y graficados con el software Sigmaplot.

2.8. Secuenciacion de un fragmento del gen P3 del SCMV y del SrTMV

Con el objetivo de identificar en los genomas de SCMV y de StMV regiones
evolutivamente conservadas que puedan servir de blanco del silenciamiento genético en
cafia de azuicar transgénica, se decidié secuenciar otra region de un subconjunto de
muestras. En un alineamiento de todos los genomas completos del SCMV disponibles
en GenBank, se identifico un fragmento del gen P3 como una zona del genoma
conservada (Fig. 2.6). Este gen, cuya funcién no ha sido totalmente dilucidada, estaria
implicado en la determinacion de sintomatologia (Desbiez ef al., 2003) y a pesar de su
variabilidad interespecifica, se ha reportado una alta conservacion entre cepas de una

misma especie viral (Aleman-Verdaguer et al., 1997). Se amplifico por RT-PCR un
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fragmento de 1Kb con los iniciadores Oli96 y Oli97, abarcando el extremo 3" del gen

HC-Pro y alrededor de 900 pb del gen P3. Los productos amplificados mediante RT-

6K2

Nla-VPg
Nla-Pro
NIb

P1
CP 3UTR

5UTR

Fig. 2.6. Grafico de entropia a partir de la secuencia nucleotidica de los doce genomas
completos de SCMV disponibles en Genbank al 12/05/2011, junto con un esquema del
genoma de SCMV. En el gen P3 se marca con un rectangulo la region conservada que fue
secuenciada.

PCR fueron secuenciados con los iniciadores universales M13F y Promotor T3. En
total, se secuenciaron muestras provenientes de los 4 grupos de similitud identificados
previamente: SCMV grupos SCE (8 muestras), grupo W (5 muestras) y grupo MZ (1
muestra) y StMV (1 muestra).

Tabla 2.3. Matriz de identidad generada a partir de un fragmento de la secuencia
nucleotidica del gen P3 del SCMV de un grupo seleccionado de muestras. Se
colorearon las celdas de acuerdo al valor de identidad: naranja (1,00), verde oscuro
(>0,95 y < 1,00), verde claro (>0,92 y < 0,95) y blanco (< 0,92).

Clasificaci Brisban ARG ARG ARG- ARG ARG ARG ARG ARG ARG ARG ARG- ARG-
6n Muestra e -130 -131 308  -345 350 -627 914 915 936 -950 1318 1578

SCMV-SCE Brisbane
SCMV-W ARG-130
SCMV-W ARG-131

SCMV-MZ  ARG-308

SCMV-SCE  ARG-345

SCMV-SCE  ARG-350

SCMV-SCE  ARG-627

SCMV-SCE  ARG-914
SCMV-W ARG-915
SCMV-W ARG-936
SCMV-W ARG-950

SCMV-SCE  ARG-1318

SCMV-SCE  ARG-1578

Se obtuvieron secuencias de calidad media o baja, pero que permitieron disponer

de al menos una lectura para la region mas conservada del gen P3 de cada uno de los
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grupos virales identificados previamente. Las secuencias nucleotidicas fueron alineadas
con el programa Bioedit y recortadas hasta obtener un fragmento de 232 pb comun a
todas las secuencias, tras lo cual se calcul6 una matriz de identidad. Como se observa en
la Tabla 2.3, la identidad promedio a nivel nucleotidico entre los grupos W y SCE es
elevada (0,98) considerando como referencia lo observado para el gen de la proteina de
capside (identidad < 0,92).

La muestra ARG-308 del grupo MZ también mostré valores de identidad
mayores con los grupos W y SCE, con un promedio de 0,91 de identidad con los
mismos. Por otro lado, la muestra PAR-1620 del grupo SrMV mostrd valores de
identidad con el resto de los grupos similares a lo observado para el gen de la proteina
de cépside. En un arbol filogenético obtenido a partir de la misma region analizada del
gen P3, se observa que las secuencias de los grupos W y SCE del SCMV se agrupan en
una misma rama (con un valor de “Bootstrap” de 100), mientras que las secuencias de
los grupos MZ del SCMV y el StMV se agrupan por separado junto con otras
secuencias de referencia de GenBank (Fig. 2.7). Ciertas ramas del arbol muestran
valores de “Bootstrap” bajos, tal vez debido al tamafo relativamente pequeiio del
fragmento génico utilizado para construir el arbol, sin embargo esto no afecta a las

observaciones hechas mas arriba.

Fig. 2.7. Arbol filogenético obtenido a partir
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2.9. Secuenciacion del genoma completo de dos muestras del SCMV

Para caracterizar en mayor profundidad las muestras de SCMV colectadas, se
secuencio el genoma completo de dos muestras de dicho virus. Al momento de realizar
estos experimentos solo habia depositado en GenBank un genoma completo del SCMV
aislado de cafia de azlicar comercial (AJ278405, aislamiento Brisbane), siendo los 13
genomas restantes aislamientos colectados en maiz o cafias nobles (Saccharum
officinarum L). Se seleccion6 una muestra de SCMV perteneciente al grupo SCE
(muestra ARG-1662 colectada en la Chacra Experimental) y otro perteneciente al grupo
W (muestra ARG-915 colectada en Jujuy). Se amplific6 por RT-PCR el genoma
completo de las muestras a través de 9 productos parcialmente superpuestos, utilizando
cebadores disefiados en base a los genomas completos de SCMV disponibles en
GenBank (Tabla M.1). Los productos de amplificacion fueron secuenciados con los
mismos iniciadores de la RT-PCR y con iniciadores que hibridan dentro de los mismos.
Las secuencias gendmicas fueron ensambladas con el programa Seqman del paquete
Lasergene.

El genoma viral estd conformado por 9571 nucledtidos para la muestra de
SCMYV del grupo SCE y por 9576 nucleotidos para la muestra del grupo W, excluyendo
la cola de Poli-A. El primer AUG en el extremo 5° de la secuencia de ambas muestras se
encuentra en el marco de lectura adecuado e inmerso en la secuencia CAAAA143UGGC
para la muestra del grupo SCE y en la secuencia CGAGA148UGGC para la muestra del
grupo W. Estas secuencias serian razonablemente cercanas a la secuencia
AACAAUGGC de inicio de traduccion reportada para plantas (Lutcke et al., 1987). El
primer codon stop Ug337AG en el marco de lectura definido por el coddon de inicio
referido define una poliproteina putativa de 3063 aa, con un peso molecular deducido de
346,9 kDa para ambas muestras (Zhong et al., 2005, Chen et al., 2002). De esta manera
queda definido una region 5’ no traducida (“5° UTR”) de 147 nt para ambas muestras y
una region 3’ no traducida (“3” UTR) de 235 nt para la muestra del grupo SCE y de 240
nt para la muestra del grupo W.

Se compard la secuencia aminoacidicas deducida con la de otros potyvirus y se
identifico los sitios de clivaje de las proteasas P1, HC-Pro y Nla-Pro (Tabla 2.4). La
poliproteina generada por la traduccion del genoma viral seria clivada
autocataliticamente en 10 proteinas maduras de acuerdo a lo descripto por Adams y

colaboradores (2005).
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Tabla 2.4. Secuencias aminoacidicas deducidas y posicion de corte proteolitico que
daria origen a 10 proteinas maduras putativas en dos muestras del SCMV: ARG-1662
(grupo SCE) y ARG-915 (grupo W).

Proteinas virales

Secuencia aminoacidica

Posicion de corte (aa)

P1/HC-Pro IEHY/A 233
HC-Pro / P3 YLVG/G 693
P3/6K1 VIHE/G 1040
6K1/CI VVQQ/S 1107
CI/6K2 VIHQ/G 1745
6K2 / VPg VSHQ/G 1798
VPg / Nla-Pro VAHE/S 1987
NIa-Pro / NIb VEEQ/C 2229
NIb / CP VFHQ/A 2750

Se identificaron dominios consenso de potyvirus presentes en las secuencias

nucleotidicas y aminoacidicas deducidas de ambas muestras. En la Tabla 2.5 se detallan

dichos dominios y su funcion putativa.

Tabla 2.5. Dominios consenso y funcion putativa presentes en dos muestras de SCMV:
ARG-1662 (grupo SCE) y ARG-915 (grupo W).

Dominio consenso

Funcion putativa

Cita

U;3CAACACAACACy,
G194XSGig7
F207IVRGR21,

Kyg7ITC y PsssTK
Dy75sAG

Cs»7CCVT
G119sXXGXGKST 203
G2136XCGai39

N2s30GDDoss3

“Potybox a”, secuencia conservada
en el 5’"UTR de Potyvirus

Sitio activo de la serin-proteasa en
gen P1.

Dominio proteolitico en el gen P1.

Motivo en el gen HC-Pro de unién
al estilete de afidos vectores.
Motivo en el gen CP de unién al
estilete de afidos vectores.
Movimiento sistémico, gen HC-
Pro.

Sitio de unién a NTP y motivo de
helicasa en el gen CI.

Sitio activo de la proteasa Nla-Pro.

Sitio en el gen NIb encontrado en
ARN polimerasas ARN
dependientes virales.

(Liu et al., 2003)
(Zhong et al., 2005)
(Zhong et al., 2005)
(Blanc et al., 1998)
(Blanc et al., 1997)
(Peng et al., 1998)
(Cronin et al., 1995)
(Kasschau et al., 1997)
(Lain et al., 1990)
(Zhong et al., 2005)

(Argos, 1988)

Se compararon las secuencias genomicas de las dos muestras secuenciadas

contra las secuencias genomicas de todos los aislamientos de SCMV disponibles en

GenBank. Se utilizé la herramienta “Virus Genotyper” (Rozanov et al., 2004) del

“National Center for Biotechnology Information” (NCBI) que compara las secuencias
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con una “ventana deslizante” de 100 nucledtidos y le asigna un puntaje de similitud
utilizando el algoritmo BLAST (Altschul et al, 1990). Se utilizd6 como genoma de
referencia la muestra ARG-915 perteneciente al grupo W del SCMV (Fig. 2.8). Se
observa que los dos genomas mas parecidos al genoma de referencia son ARG-1662 y
AJ278405 (SCMV aislamiento Brisbane), ambos aislados de cafa de azicar comercial y
clasificados dentro del grupo SCE. Sin embargo se observan que en el extremo 3 del
genoma se acumulan un importante numero de polimorfismos, particularmente en el
extremo 3’del gen NIb y en la region central de la proteina de capside. El resto de los
aislamientos analizados muestran puntajes menores, excepto para una region conservada
en el gen P3 (cuya secuenciacion se describe en el punto 2.7) y la region 3’ no traducida
que parece estar conservada. Estos ultimos aislamientos fueron colectados en maiz o en

cafas nobles.
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Fig. 2.8. Comparacion del genoma completo de la muestra ARG-915 (SCMV grupo W)
con todos los genomas completos de SCMV disponibles en GenBank utilizando la
herramienta “Virus Genotyper” del NCBI. Tamatfio de la ventana deslizante: 100 pb.
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Se construy6 un arbol filogenético utilizando el método de “Neighbor Joining” a
partir de los genomas completos de SCMV descriptos en este estudio y de todos los
presentes en GenBank (Fig. 2.9). Se observa que las muestras ARG-915 y ARG-1662 se
agrupan claramente junto con el Unico otro aislamiento de SCMV de cafia de azlcar
(AJ278405) colectado en Brisbane, Australia. El resto de los aislamientos fueron
colectados en maiz o en cafias nobles en China, Méjico y Espaiia.

Las secuencias genémicas de las muestras ARG-915 y ARG-1662 fueron
depositadas en GenBank con los numero de acceso JX237863.1 y JX237862

respectivamente.
100 [ AF494510 Henan, Maiz, China
100 AY149118 SD, Maiz, China
100 _|: AY042184 Beijing, Maiz, China
100 AJ297628 HZ, Maiz, China
100 AY569692 SX, Maiz, China
AM110759 Sp, Matiz, Espafia
100 GUA474635 JAL-1, Maiz, Méjico
100 I: EU091075 VER1, Maiz, Méjico
AJ310105 Guangdong, Maiz, China
100 AJ310104 YH, Cafias nobles, China
100 |: AJ310102 LP, Cafias nobles, China
100 AJ310103 XgS, Carias nobles, China
JN021933 BD8, Maiz, China
68| —— AJ278405 Brisbane, Cafias hibridas, Ausfralia
100 |: JX237862, ARG-1662. Cafias hibridas. Argenfna
76 X237863, ARG-915, Cafias hibridas, Argentina
0.02

Fig. 2.9. Arbol filogenético de Neighbor Joining obtenido a partir del genoma completo
de SCMV de los dos aislamientos secuenciados en este estudio y de todos los genomas
completos de SCMV disponibles en Genbank. Se detalla en nimero de entrada de
GenBank, nombre del aislamiento, hospedante y pais de origen.
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I1. Discusion y Conclusiones

Se realizé un amplio muestreo de cafia de azlicar con sintomatologia de mosaico
en la Argentina y regiones cafieras de paises limitrofes. El numero de muestras
analizadas no tiene precedentes a nivel local para un estudio de virus vegetales y el
objetivo del muestreo fue capturar la maxima diversidad genética de los agentes
causales del mosaico en cafa de azicar, en vistas al desarrollo de un transgén quimérico
de resistencia al virus del mosaico. Las muestras fueron analizadas por RT-PCR para la
presencia del SCMV y del StMV con iniciadores descriptos en la literatura (Yang y
Mirkov, 1997, Alegria et al., 2003, Marie-Jeanne et al., 2000). No se obtuvieron
productos de amplificacion a partir de un porcentaje bajo (0,9%) de muestras, lo que
confirma la utilidad del protocolo de analisis desarrollado (Gomez et al., 2009) y una
correcta eleccion de iniciadores para la poblacion viral en estudio. La presencia de
muestras negativas podria deberse a un error en la identificacion de sintomas en el
muestreo, mal estado de las muestras de hoja, mutaciones en los sitios de hibridacion de
los iniciadores o la presencia de otro agente causal del mosaico que no fue detectado
con los iniciadores utilizados.

El SCMYV es el principal agente causal del mosaico en la region, presente en el
94,5% de las muestras (Tabla 2.2). El StMV fue detectado solamente en 3,4% de las
muestras, con niveles bajos de coinfeccion (0,5%) de ambos virus. En un estudio
publicado durante el desarrollo de esta Tesis, Perera y colaboradores (2009) reportaron
niveles altos de coinfeccion de SCMV y de STMV (59,8%) en muestras colectadas en la
provincia de Tucuman, pero para las provincias de Salta y Jujuy reportaron ausencia de
coinfeccion. Por otro lado, Xu y colaboradores (2008) reportaron niveles de coinfeccion
del 36% en canas hibridas para la region sur de China, aunque otros reportes informan
niveles bajos o nulos de coinfeccion (Alegria et al., 2003, Grisham y Pan, 2007), por lo
que estas diferencias podrian deberse a causas geograficas, a interacciones virus-vector
o virus-genotipo de la planta o a la abundancia y distribucion de las especies de afidos
vectores. Es sorprendente que se detectara el STMV en pocas muestras colectadas en
Argentina (11 de 567), mientras que en Paraguay se detecté en 8 de 12 muestras,
teniendo en cuenta que en aquel pais se encontraron pocas plantas con sintomatologia, a
pesar de haber recorrido varias localidades productoras de cafia de azucar. De hecho,
todas las muestras positivas para STMV fueron colectadas en el Campo Experimental

Natalicio Talavera (Paraguay).
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Las muestras inicialmente negativas para el SCMV y el StMV fueron analizadas
con iniciadores especificos para el SCSMV, obteniéndose un resultado negativo para la
totalidad de las mismas, en concordancia con lo reportado por Perera y colaboradores en
el 2009 para el area de Tucuman. En un reporte reciente de Sawazaki y colaboradores,
se informa por primera vez la presencia del SCSMV en América, habiéndose detectado
dicho virus en un area productora del Brasil (Sawazaki et al., 2012). Resulta de gran
importancia el cumplimiento de las normas cuarentenarias para evitar la introduccion de
dicho patégeno a la Argentina, y es de gran utilidad disponer de una técnica sensible
como la RT-PCR para detectar la posible presencia del SCSMV (Fernandez et al,
2006).

Los productos de amplificacion del gen de la proteina de capside fueron
secuenciados directamente con los iniciadores usados en la amplificacion o con una
version mas corta de los mismos. De esta manera se evito el clonado de los productos de
amplificacion, de manera similar a lo reportado por Xu y colaboradores (2008). Las
secuencias obtenidas fueron analizadas inicialmente con matrices de identidad, con las
que se determind que el 89,4% de las muestras del SCMV correspondian a genotipos
unicos, con valores de identidad de secuencia nucleotidica entre 0,77 y 1,00. Este rango
de valores de identidad nucleotidica es similar al reportado para aislamientos del SCMV
colectados en China (Xu ef al., 2008) y para aislamientos colectados en Africa (Alegria
et al., 2003) aunque es mas amplio que el reportado por Perera y colaboradores (2009)
para el area de Tucuman (identidades entre 0,959 y 0,999). En contraste, las muestras
del STMV mostraron un rango mucho menor de identidad de secuencia, que oscilo entre
0,97 y 1,00. Xu y colaboradores (2008) reportaron un valor de identidad de secuencia
promedio de 0,90 para el gen de la proteina de capside entre 8 muestras de STIMV
colectadas en cafias hibridas en el sur de China, evidenciando una mayor diversidad
genética de este virus en China con respecto al encontrado en nuestro estudio.

El uso de los iniciadores degenerados oligoln y oligo2n (Marie-Jeanne et al.,
2000) y luego la versiones para secuenciar Oli40 y Oli41 permitio la amplificacion de
secuencias virales a partir de muestras para las que los iniciadores especificos de SCMV
y StMV no habian dado lugar a productos de amplificacion (Fernandez et al., 2006). La
secuenciacion de dichos productos y el analisis por BLAST (Grisoni et al., 2006)
permitié su clasificacion. Entre las 9 muestras clasificadas, dos secuencias fueron
identificadas como pertenecientes al grupo MZ de SCMV, que normalmente infecta

maiz (Alegria et al., 2003, Gao et al., 2011, Xu et al., 2008). Particularmente la region
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analizada de la muestra ARG-306 tiene una secuencia idéntica a la de un aislamiento
SCMYV de maiz colectado en la Argentina (Sousa et al., 2005).

En la Fig. 2.5 se puede apreciar la estructura de la poblacion viral muestreada en
la campafia 2007-2008. La altura de los picos da una idea de la abundancia de cada
grupo viral identificado y su distribucion en el plano indica la divergencia a nivel
nucleotidico y aminoacidico para el gen de la proteina de capside (Adams et al., 2004b).
En este grafico se pueden identificar 4 grupos virales (picos) que serian confirmados a
continuacion por el andlisis filogenético; los grupos SCE, MZ y W dentro del SCMV y
un pico mas divergente correspondiente al STMV. El grupo SCE incluye al 93,8% de las
muestras y es por ende el de mayor importancia epidemiologica al momento del
muestreo. El grupo W propuesto se diferencia del grupo SCE por acumular un
importante nimero de mutaciones silenciosas en la region central del gen de la proteina
de capside, lo que determina que el pico este “corrido” hacia la derecha (Fig. 2.5), es
decir acumula mutaciones a nivel nucleotidico que no afectan la secuencia aminoacidica
del gen.

La construccion de arboles filogenéticos permitié comparar las muestras virales
descriptas en esta Tesis con aquellas descriptas previamente y clasificarlos en grupos de
similitud. Las muestras del STMV colectadas son genéticamente cercanas entre si, de
manera similar a lo reportado por Chen y colaboradores en China (Chen ef al., 2002) y
se agrupan con otros aislamientos colectados de cafias hibridas (grupo “HS”) de acuerdo
a la clasificacion propuesta por Xu y colaboradores en 2008 (Fig. 2.2). No parece haber
una relacion entre el genotipo del STMV vy la region geografica muestreada ya que se
observan valores bajos de “Bootstrap” dentro de la rama que contiene a todas las
muestras de este estudio, con muestras provenientes de Paraguay, Tucuman, Salta y
Jujuy, junto con aislamientos colectados en los EE.UU.

A partir del arbol filogenético construido con la secuencia nucleotidica de un
fragmento del gen de la proteina de capside del SCMV, las muestras colectadas se
pueden clasificar en tres grupos discretos (Fig. 2.3). El primero, que engloba a la mayor
parte de las muestras es el grupo SCE (Alegria et al., 2003), e incluye aislamientos
colectados exclusivamente en cana de azicar. El segundo grupo, denominado MZ,
incluiria a las muestras ARG-308 (no incluida en la figura debido a que el gen CP solo
se secuenci6 parcialmente) y la muestra ARG-306, cuyo gen CP fue secuenciado
completamente e incorporado a la Figura 2.4. La importancia epidemiologica de estos

aislamientos, que tipicamente se encuentran infectando maiz, no esta clara. Para algunos
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autores parece haber una clara distincion entre genotipos de SCMV que tienen como
hospedante al maiz de los que tienen como hospedante a la cafia de azucar (Xu ef al.,
2008), mientras que otros autores clasifican dentro del mismo grupo a ciertos
aislamientos colectados en ambos cultivos (Gemechu et al., 2006, Gao et al., 2011). Las
diferencias reportadas podrian deberse a diferentes metodologias de reconstruccion
filogenética o a que, dependiendo de las condiciones, genotipos similares tengan
realmente la capacidad de infectar ambas especies. Esto no seria raro, ya que el SCMV
tiene la capacidad de infectar varias especies de malezas ademas de los cultivos de
importancia econdémica (Shukla et al., 1989). El tercer grupo que se evidencia en la Fig.
2.3 es el que reportamos en este trabajo por primera vez como grupo W, y estd
compuesto por 9 muestras colectadas en un area relativamente pequeiia de Salta y Jujuy.
Estas muestras no estuvieron asociadas a ningun genotipo particular de cafia de azlicar y
fueron colectadas en lotes comerciales y experimentales en Salta y Jujuy. El grupo W
presenta una identidad nucleotidica promedio para el gen CP de 0,91 con el grupo
mayoritario SCE, pero una identidad aminoacidicas promedio de 0,97 con el mismo.
Debido a esto, las muestras del grupo W se separan claramente en el arbol de la Figura
2.5.A (secuencia nucleotidica) pero no en el arbol de la Figura 2.5.B (secuencia
aminoacidica). Este hecho podria tener consecuencias para el disefio de un transgén de
resistencia mediada por silenciamiento génico, ya que este mecanismo celular depende
de la identidad de secuencia nucleotidica entre el gen quimérico que desencadena el
silenciamiento y la secuencia nucleotidica del virus infectante (Harrison, 2002,
Ingelbrecht et al., 1999).

Se decidi6 secuenciar el genoma completo de una muestra del SCMV del grupo
SCE y una muestra del grupo W con el objetivo de identificar regiones del genoma viral
evolutivamente conservadas mas alla del gen de la proteina de capside y que
eventualmente pudieran servir como blanco de silenciamiento génico. En las Tablas 2.4
y 2.5 se describen los sitios de corte de proteasas y los motivos de secuencias descriptos
para miembros del género Potyvirus. En la Figura 2.9 se observa que los dos genomas
secuenciados se agrupan con el tnico genoma de SCMV colectado en cafia de azucar,
diferenciandose claramente de los aislamientos de maiz y de cafias nobles. Sin embargo,
en la Figura 2.8 se observa que la muestra ARG-915 del grupo W acumula un
importante nimero de mutaciones en la region 3’ del gen NIb y en la region central del
gen de la proteina de capside respecto de los otros dos aislamientos de cafia de azlicar

hibrida, lo que podria significar que este grupo se origind por recombinacion. La
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recombinacion en el SCMV, cuyo genoma estd conformado por ARN simple cadena,
esta ampliamente documentado (Achon et al., 2007, Padhi y Ramu, 2011, Zhong et al.,
2005). Sin embargo, utilizando el extremo 3 del genoma de la muestra del grupo W
(genes NIb, CP y 3’'UTR) en una busqueda de BLAST, no se encontr6 depositado en
GenBank ningun aislamiento con identidad de secuencia superior a 0,90 que pudiera ser
considerado como parental putativo.

Con el objetivo de identificar otras regiones conservadas en las muestras
estudiadas, se secuencié una region del gen P3 identificada en este trabajo como
conservada en secuencias del SCMV disponibles en GenBank. Se seleccionaron
muestras de los 4 grupos virales identificados. En una matriz de identidad nucleotidica
(Tabla 2.3) y un arbol filogenético (Fig. 2.7) se pudo observar que las muestras de los
grupos SCE y W compartian mayor identidad de secuencia (> 0,98) en el gen P3 que en
el gen de la proteina de capside (<0,92) y ambos grupos se ubicaban en una tinica rama
del arbol. Este resultado hace a esta region conservada del gen P3 un blanco interesante
para emplear la estrategia de silenciamiento génico en plantas transgénicas. Durante el
transcurso de ésta Tesis, Chung y colaboradores (2008) reportaron el descubrimiento de
un nuevo gen dentro del cistron P3 al que denominaron PIPO y que se traduciria en el
marco de lectura +2 como un producto de fusion P3-PIPO. Los autores muestran
evidencias de que el gen PIPO es esencial para el movimiento del virus y estaria
conservado dentro de la familia Potyviridae. Se determind bioinformaticamente que el
fragmento del gen P3 identificado como conservado en las muestras de SCMV
secuenciadas incluye al marco de lectura abierta PIPO. Desde el punto de vista
evolutivo, la superposicion de dos marcos de lecturas abiertos en distintos marcos
resulta en una mayor restriccion a la acumulacion de mutaciones sin que se vea afectado
el fitness del virus. Este resultado hace a esta region conservada del gen P3-PIPO un
blanco interesante para emplear la estrategia de silenciamiento génico en plantas
transgénicas

En conclusion, las muestras del SCMV y del StMV secuenciados en el presente
estudio pueden ser clasificados de acuerdo a la similitud en la secuencia del gen de la
proteina de cépside en cuatro grupos, tomando como valor de corte una identidad de
secuencia de 0,92. Dichos grupos son el grupo HS del StMV y los grupos SCE, MZ y
W del SCMV. De esta manera, se alcanzo el objetivo del muestreo de caracterizar la
variabilidad de los agentes causales del mosaico de la cafa de azlicar en la region y

asignar todas las variantes virales a grupos discretos de similitud. Este resultado fue
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tenido en cuenta para el disefio de un transgén de resistencia contra el mosaico basado

en el silenciamiento génico, que se describe en detalle en el capitulo III.
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Capitulo III

Objetivo general: Disefio y obtencion de una construccion genética capaz de
desencadenar el mecanismo de silenciamiento génico contra los virus causales del
mosaico y la obtencidon de lineas de cafa de azicar transgénicas que expresen dicha

construccion.

Objetivos particulares:

1. Identificacion de regiones conservadas del genoma del SCMV y del STMV
para su utilizacion como desencadenantes del silenciamiento génico en
plantas de cafia transgénicas.

2. Obtencioén de una construccion genética capaz de expresar tres fragmentos
derivados de los genomas del SCMV y SrMV en orientacion sentido y
antisentido para desencadenar silenciamiento génico en plantas transgénicas
mediante la expresion de horquillas de ARN de doble cadena.

3. Obtencion de eventos de cafia de azucar transgénica derivados de variedades

de importancia comercial capaces de expresar dicha construccion.
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I11. Resultados

En este capitulo se describe el disefio y obtencion de construcciones tipo
horquilla para desencadenar silenciamiento génico contra los virus descriptos en el
Capitulo II. Se seleccionaron cuatro variedades de cafia de azicar desarrolladas en el
programa de mejoramiento genético clasico de la Chacra Experimental (denominadas
“NA” y el numero de clon) y una variedad desarrollada en EE.UU. (denominada “CP”
por “Canal Point”) para ser transformadas con las construcciones desarrolladas. Estas
variedades son o han sido de importancia econdémica en el area cafiera de Salta y Jujuy,
pero muestran distintos grados de susceptibilidad a la enfermedad del mosaico, lo que
afecta negativamente el rendimiento de las mismas por lo que se han dejado de utilizar
parcial o totalmente. La obtencion de variedades transgénicas resistentes o tolerantes al
mosaico permitiria “recuperar” estos genotipos elite y permitiria una mayor adopcion de

las mismas en los cafiaverales de la region.

3.1. Disefio de construcciones adecuadas para desencadenar
silenciamiento génico contra los virus causales del mosaico en plantas

de cafia transgénicas

Como se discuti6 en la Introduccion, es posible conferir resistencia a virus
mediante la expresion de secuencias derivadas del virus que se desea controlar
explotando el mecanismo de silenciamiento de ARN (Eamens et al., 2008). Existen
varios factores que pueden afectar la efectividad con que es desencadenado el
silenciamiento de secuencias virales, siendo uno de ellos el grado de identidad de
secuencia entre el transgén y la secuencia del genoma viral desafiante (Harrison, 2002).
Aunque no existe un valor preciso reportado en la literatura, adoptamos como criterio de
efectividad una identidad de secuencia nucleotidica entre el transgén y el virus
desafiante mayor al ~ 0,90.

En el Capitulo II se clasificaron todas las muestras virales colectadas en la
region en cuatro grupos de similitud, utilizando como valor de corte una identidad de
secuencia en el gen de la proteina de capside de 0,92. En un principio se considerd la
posibilidad de clonar cuatro fragmentos virales en la construccion de resistencia, uno
por cada grupo de similitud viral, en vistas de que la construccidon a expresar en cafias

transgénicas tuviera en teoria la capacidad de silenciar a todo el espectro de variantes
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virales caracterizado en este estudio. Sin embargo, al secuenciar el gen P3 de un subset
de muestras se observo que los grupos SCE y W del SCMV comparten altos valores de
identidad nucleotidica (>0,98) en un fragmento de dicho gen que incluye al gen PIPO
(Chung et al., 2008). Por lo tanto, el fragmento conservado del gen P3 fue seleccionado
para desencadenar el silenciamiento contra los grupos SCE y W del SCMV. Para
desencadenar el silenciamiento contra los grupos virales St(MV y MZ del SMCV, se
selecciono la region central (mas conservada) del gen de la proteina de cépside de una
muestra de cada grupo (Tabla 3.1). Las dos regiones seleccionadas de la proteina de
capside no son homologas, con lo que se reduciria la posible inestabilidad por
recombinacion del vector en bacterias y plantas (Bucher ef al., 2006). La muestra a
partir del cual se amplificé cada fragmento para ser clonado en la construccion fue
seleccionada buscando aquella que tuviera el valor mas alto de identidad de secuencia
nucleotidica comparado con la secuencia consenso calculada para cada region del

genoma viral.

Tabla 3.1. Fragmento viral seleccionado para ser clonado en la construccion que se
utilizara para desencadenar el silenciamiento contra cada grupo viral blanco.

Grupo viral Fragmento clonado Posicion en el genoma
blanco viral (¥*)

SCEy W del Fragmento de 395 pb del gen P3 del Bases 2558 a 2952 del
SCMV SCMV, grupo SCE. SCMV

MZ del SCMV Fragmento de 316 pb del gen de la Bases 9079 a 9394 del
proteina de capside del SCMV, grupo MZ. SCMV

StMV Fragmento de 318 pb del gen de la Bases 8711 a 9028 del
proteina de capside del ST(MV. SrMV

(*) Posiciones de hibridacion en base a los genomas completos del SCMV aislamiento Brisbane
(GenBank AJ278405), StMV aislamiento H (GenBank U57358).

Existe el riesgo de que las secuencias virales seleccionadas para ser incluidas en
la construccion para desencadenar silenciamiento compartan suficiente similitud de
secuencia con genes endogenos de la cafa de azlcar, y que al desencadenar el
silenciamiento contra los virus del mosaico también se silencie la expresion de genes
endogenos (del inglés “off-targets™). Para evaluar este riesgo se utilizé la herramienta
“siRNA  Scan” (Xu et al, 2006) disponible en el sitio Web

http://bioinfo2.noble.org/RNAiScan.htm. Esta herramienta analiza la secuencia a ser

utilizada como desencadenante del silenciamiento buscando con el algoritmo Blastn

fragmentos de 21 nucledtidos que tengan 100% de identidad con secuencias de EST
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derivadas de la cafia de azucar (Saccharum officinarum Gene Index version 3,
conteniendo 282.683 ESTs). Estos fragmentos de 21 nucledtidos representan
potenciales siARNs, teniendo en cuenta las reglas para un siARN efectivo descriptas
por Ui-Tei y colaboradores (2004). En un estudio sistematico en células de mamiferos,
Ui-Tei y colaboradores encontraron que no todos los siARNs dirigidos contra el gen
reportero de la Luciferasa eran igualmente efectivos para silenciar su expresion. Los
autores describieron cuatro reglas para la secuencias de siARNs, que al ser cumplidas
simultaneamente, resultan en siARNs altamente efectivos: 1) portar una A/U en el
extremo 5° de la hebra antisentido, 2) portar una G/C en el extremo 5 de la hebra
sentido, 3) al menos cinco A/U en el primer tercio del extremo 5° de la hebra
antisentido, 4) la ausencia de 9 o mas residuos de GC contiguos. Utilizando la
herramienta “siRNA Scan” y teniendo en cuentas las reglas para identificar siARNs
efectivos mencionadas, se realizo el andlisis de los tres fragmentos descriptos en la
Tabla 3.1, obteniéndose como resultado que ninguno de los tres generaria siARNs
efectivos contra los genes enddgenos de la caia de azlicar disponibles en la base de

datos mencionada.

3.2. Obtencion de construcciones para desencadenar silenciamiento

génico contra los virus causales del mosaico

Las tareas de clonado fueron llevadas a cabo en colaboracion con el grupo del
Dr. Daniel Silhavy en el Agricultural Biotechnology Center de G6d6116, Hungria. Dicha
colaboracion se llevo a cabo en el marco del Programa de Cooperacion Cientifico-
Tecnologica Argentino-Hungara (proyecto AR-4/2007), por el cual trabajé por 2 meses
en el instituto mencionado.

Todos los fragmentos presentes en las construcciones finales fueron primero
clonados en pBluescript SK y secuenciados para una mayor seguridad y confiabilidad.

Para dirigir la expresion de los transgenes se decidio utilizar promotores de
monocotiledoneas con eficacia demostrada en cafia de azucar, que fueron utilizados con
anterioridad en el programa de Biotecnologia de la Chacra Experimental. Se utilizo el
promotor del gen de la ubiquitina de maiz (Christensen y Quail, 1996) para dirigir la
expresion del casete de resistencia viral y el promotor del gen de la actina de arroz

(McElroy et al., 1991) para dirigir la expresion del gen selectivo Nptll. El gen Nptll ha
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sido utilizado ampliamente como gen selectivo en la transformacion de cafia de aztcar
(Bower y Birch, 1992, Falco et al., 2000, Manickavasagam et al., 2004).

Como resultado final de una serie de 13 pasos de clonado que por razones de
espacio no se detallan aqui, se obtuvieron cuatro pldsmidos para la transformacion
biolistica de cafia de azlicar (Tabla 3.2 y Fig. 3.1). La serie de plasmidos “VIR3” cuenta
con los 3 fragmentos virales descriptos en la Tabla 3.1, mientras que en la serie “VIR2”
se excluy¢ el fragmento del gen de la proteina de capside del grupo MZ del SCMV, por
ser éste un grupo minoritario en el muestreo realizado. Los plasmidos denominados
“Nptll” portan el gen de neomicina fosfotransferasa Il (Fraley et al, 1983) bajo la
direccion del promotor del gen de la actina de arroz, que otorga resistencia a los
antibidticos kanamicina y geneticina y puede ser usado como marcador selectivo en
plantas. Por otro lado, los plasmidos que no portan el gen Nptll pueden ser utilizados
para cotransformar por biobalistica con otros genes selectores de interés si se lo desea,
por ejemplo genes de tolerancia a herbicida con un potencial valor agrondémico.

Term 35S
SCMV P3
SrMVv CP

SCMV-MZ CP
Intrén IVS6

Term Nos

pUBI VIR3 NptlI

10104 bp

SCMV-MZ CP
SrMVv CP

Nptll
SCMV P3

Promotor Act 1

Promotor UBI

Fig. 3.1. Diagrama del plasmido pUBI VIR3 Nptll empleado en la transformacion biolistica
de cafia de azacar. Promotor UBI y Promotor Act 1 corresponden a los promotores junto
con el primer exon y el primer intron de los genes de la Ubiquitina de maiz y Actina de
arroz respectivamente. Term 35S y Term Nos son los terminadores de los genes del
transcripto 35S del CaMV y del gen de la nopalina sintetasa de Agrobacterium tumefaciens
respectivamente. Intron IVS6 corresponde al intrén 6 del gen IVS de maiz. Con los colores
azul, verde y rojo se muestran los tres fragmentos virales clonados en direcciones opuestas a
ambos lados del intrén IVS6.

En los casos en los que se utilizan dos promotores en la misma construccion

(pUBI VIR3 Nptll y pUBI VIR2 Nptll), éstos estan orientados en direcciones opuestas
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para evitar la transcripcion indeseada de secuencias rio abajo de los terminadores.
Finalmente, todos los plasmidos cuentan con 2 sitios Kpn | flanqueando el/los casete(s)
de expresion. Estos sitios de restriccion permiten la digestion enzimatica del plasmido
para poder separar mediante electroforesis y purificar a partir del gel de agarosa el
casete de expresion. Tal como se desarrollé en la Introduccion, transformar plantas
utilizando solo el casete de expresion conlleva ventajas para la desregulacion comercial

de los eventos obtenidos (Kim et al., 2011, Taparia et al., 2012).

Tabla 3.2. Principales caracteristicas de los plasmidos de transformacion obtenidos.

Plasmido Grupo viral blanco del Gen selectivo en plantas
silenciamiento
pUBI VIR3 Nptll SCE, W y MZ del SCMV NptlI (Geneticina)
y el StMV
pUBI VIR3 SCE, W y MZ del SCMV  Ninguno (versatil para
y el Ss(MV cotransformacion)
pUBI VIR2 Nptll SCE y W del SCMV y el NptlI (Geneticina)
StMV
pUBI VIR2 SCE y W del SCMV yel Ninguno (versatil para
StMV cotransformacion)

3.3. Transformacion biolistica de variedades de cana de azicar

susceptibles al mosaico

Se seleccionaron cinco variedades de cafa de azlicar susceptibles a la
enfermedad del mosaico para ser transformadas con los plasmidos desarrollados. Entre
las variedades seleccionadas figuran:

1. Variedades de cafia de uso comercial pero que han sido dejadas de usar parcial

o totalmente por su susceptibilidad a mosaico: NA 84-3013, NA 84-3419 y CP

72-2086 (Tabla 4.1) (Ing. Agr. Ricardo Fernandez de Ullivarri, comunicacion

personal).

2. Variedades precomerciales destacadas del programa de mejoramiento
genético de la Chacra Experimental y que comienzan a ser multiplicadas por los
ingenios azucareros de Salta y Jujuy, pero que demuestran cierta susceptibilidad al
mosaico: NA 97-3463 y NA 97-3152 (Tabla 4.1) (Ing. Agr. Ricardo Fernandez de
Ullivarri, comunicacion personal).

De esta manera se intentd obtener variedades transgénicas para su uso comercial

directo. Se planea, a su vez, introducir el transgén de resistencia al virus del mosaico en
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el programa de mejoramiento genético de la Chacra Experimental transformando
progenitores destacados que muestran susceptibilidad al mosaico.
En la Figura 3.2 se observa un esquema general del protocolo de cultivo in vitro

y transformacion de la cafia de azucar utilizado.

3.3.1. Cultivo in vitro de caifia de azucar

Se utiliz6 la seccion apical de la cafia de azicar (cogollo) como explanto para el
cultivo in vitro de cana de azicar, segin el protocolo descripto en Materiales y
Meétodos. Se cocultivaron los discos de cogollo durante dos a tres meses en medio
MSE3cx2 que contiene la hormona 2,4-D (2,4-acido diclorofenoxi acético), con
repiques a medio fresco cada dos semanas. Dicha hormona induce a Ia
desdiferenciacion celular y al crecimiento del tejido de callo (Ahloowalia y Maretzki,
1983). Las diferentes variedades de cana de azlcar varian en su comportamiento in
vitro, generando callos de distinta morfologia y capacidad de regeneracion. Se
observaron tres tipos de callos: callos blancos y globulares capaces de regenerar una
planta (embriogénicos); callos friables no morfogénicos y callos nodulares y
mucilaginosos que pueden revertir a los otros dos tipos de callos (Chen et al., 1988).
Las variedades NA 84-3013, NA 84-3419 y NA 97-3463 presentaron el mejor
comportamiento in vitro, generando mayormente callos blancos y globulares de buena
capacidad de regeneracion. En cambio, las variedades CP 72-2086 y NA 97-3152
presentaron un desempefio mas pobre, con la variedad NA 97-3152 produciendo
mayormente callos friables o mucilaginosos sin capacidad de regeneracion. Para los
experimentos de transformacion biolistica se seleccionaron callos blancos globulares y
se descarto el resto del material. En la Tabla 3.3 se detalla el nimero de placas iniciales
de los experimentos de cultivo in vifro para cada variedad de cana de azucar y el
nimero de placas de callos bombardeadas correspondiente, lo que permite hacer una

estimacion de la cantidad y calidad de los callos generados a partir de cada variedad.

3.3.2. Transformacion de callos de cafia de aziicar por biobalistica

Entre los dos y tres meses de iniciado el cultivo in vitro, se separo el tejido de
callo formado del explanto original y se lo bombardeo utilizando un cafién génico del
tipo “Particle Inflow Gun” (Finer et al., 1992). Se utilizo el protocolo estandar de
transformacion utilizado en la Chacra Experimental. Los callos fueron repicados a

medio osmotico MSE3O (induce la plasmolisis celular) e incubados por 4 horas. Una
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Cogollo de la cafa de 1) Desinfeccion e 2) Crecimiento de callos inducido 3) Remocion del
azucar introduccion in vitro por la hormona 2,4-D explanto original

4) Transformacion por 5) Seleccion de callos 6) Pasaje alaluz y sin la
biobalistica resistentes a geneticina hormona 2,4-D

8) Desarrollo del sistema
radicular

Fig. 3.2. Esquema de cultivo in vitro y transformacion de cafia de azlicar por biobalistica.
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hora antes del bombardeo las placas fueron abiertas en el flujo laminar para eliminar el
exceso de humedad de los callos. Este paso de secado resultd critico para obtener una
alta eficiencia de transformacion. Cada placa fue bombardeada con una suspension en
etanol de 0,5 pg de particulas de tungsteno sobre las que se precipitd previamente 4 ug
de plasmido. Luego de 3-4 dias de incubacién en medio no selectivo, los callos fueron
repicados a medio selectivo MSE3 Gen45 contiendo 45 mg/L del antibidtico geneticina
y se incubaron en la oscuridad a 28 — 30° C, con repiques a medio fresco cada 2
semanas.

En una primera instancia se realizaron experimentos de transformacion
transitoria para confirmar la eficacia del protocolo de transferencia de ADN
bioldgicamente activo al nacleo celular utilizando el gen reportero uid4 contenido en el
plasmido pDMC207 (McElroy et al., 1995). A los 3 dias del bombardeo, los callos
transformados con dicho plasmido fueron incubados por 16 horas en buffer de revelado
conteniendo el sustrato X-gluc, que resulta en la tincion de azul de las células en las que
el plasmido ingresa en el nucleo y es expresado (Fig. 3.3). Se observd un alto nimero de
focos GUS positivos por placa bombardeada (> 1000 focos), evidenciando la eficacia

del protocolo utilizado (Franks y Birch, 1991, Gallo-Meagher y Irvine, 1993).

Fig. 3.3. Transformacion transiente de callos de cafia de azlicar de la variedad NA 97-
3463 con el plasmido pDMC207
conteniendo el gen reportero uidA. A los tres
dias del bombardeo el tejido fue incubado
con el sustrato X-gluc que resulta en la
tincion azul de las células que expresan el
gen reportero.

A continuacion se utilizd el

plasmido pUBI VIR3 Nptll (Fig. 3.1)

(N

para la transformacion estable de callos de las cinco variedades de cana de azucar
seleccionadas siguiendo el protocolo detallado en Materiales y Métodos. Se decidid
utilizar el plasmido pUBI VIR3 Nptll en todos los experimentos de transformacion ya
que ésta construccion otorgaria la resistencia mas amplia contra los virus del mosaico y
ademas expresa el gen Nptll de resistencia a geneticina, que ha demostrado ser muy

efectivo en la seleccion de plantas transgénicas de cafia de azucar (Bower y Birch,
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1992). Aproximadamente a las 6 u 8 semanas de la transformacion se observd el
crecimiento de callos resistentes a geneticina, que se destacan como callos blancos o de
color claro creciendo a partir de una masa de callo de color mas oscuro y que se termina
necrosando (Fig. 3.2 paso 5). Cada callo resistente a geneticina fue separado del tejido
muerto, se le asignd un codigo de identificacion y fue considerado subsiguientemente
como un evento putativo independiente. Los callos resistentes a geneticina fueron
repicados a medio de regeneracion MSR Gen 45 (no contiene la hormona 2,4-D y
contiene 45 mg/L de geneticina) e incubados a 28-30 °C y a la luz.

Dependiendo de la variedad transformada, un porcentaje variable de los callos
incubados a la luz regeneraron plantines putativamente transgénicos a través de
embriogénesis somatica (Ahloowalia y Maretzki, 1983, Guiderdoni y Demarly, 1988).
La Tabla 3.3 resume los resultados obtenidos. Las variedades NA 97-3463, NA 84-3013
y NA 84-3419 tuvieron el mejor desempefio in vitro, dando lugar a mas de 200 callos
resistentes a geneticina y mas de 100 eventos putativos que desarrollaron raices cada
una. Por otro lado, las variedades NA 97-3152 y CP 72-2086 tuvieron un desempefio
mas pobre y dando lugar a un numero menor de callos resistentes a geneticina por placa
bombardeada, aunque el porcentaje de callos resistentes que regeneraron de CP 72-2086
fue similar al de las variedades de buen desempefio in vitro. La variedad NA 97-3152
fue recalcitrante a la transformacion, obteniéndose callos resistentes a geneticina del
tipo mucilaginoso y solo un evento putativo con desarrollo radicular suficiente para el
trasplante a maceta. En promedio, el 54% de los callos puestos a regenerar resultaron en
plantines de cafa pasibles de ser rusticados, promediando 2,9 eventos rusticables por
placa bombardeada.

En los experimentos de transformacion estable se incluyeron controles de
regeneracion para cada variedad de cafia de azucar, que corresponden a callos no
bombardeados incubados en medio sin agente selectivo (Fig. 3.4) y permiten estimar la
capacidad de regeneracion a partir de tejido de callo. Estos controles fueron
eventualmente utilizados como controles de infeccion no transgénicos en el ensayo de
inoculacion artificial (ver Capitulo IV). En general se observo un adecuado crecimiento
en los controles de regeneracion, excepto para la variedad NA 97-3152, cuya eficiencia

de regeneracion fue muy baja.
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Tabla 3.3. Resumen de los experimentos de transformacion de cinco variedades de cafia de aztcar con el plasmido

pUBI VIR3 Nptll

Variedad # placas de # placas # callos resistentes refisctillll(t):s ! % callos que # eventos rfs:i‘;e;;)tlzss /

transformada cultivoin ~ Dombardea-  a genet. puestos a placa regeneraron llstos.p ara placa
; das regenerar rusticar
vitro bombardeada Bombardeada
NA 97-3152 40 11 26 2,4 4% 1 0,1
CP 72-2086 35 12 23 1,9 52 % 12 1,0
NA 84-3419 38 46 248 5,4 54 % 134 2,9
NA 84-3013 42 44 243 5,5 59 % 144 33
NA 97-3463 40 67 421 6,3 54 % 229 3.4
Total / Total Total Total Promedio Promedio Total Promedio
Promedio 195 180 961 5,3 54 % 520 2,9

Tabla 3.4. Numero de eventos y plantines rusticados y porcentaje de supervivencia para cinco variedades de cafia de
azucar transformadas con el plasmido pUBI VIR3 Nptll.

# eventos Total de . % de
. . . Plantines . .
Variedad putativos plantines . . supervivencia
. . sobrevivientes
rusticados rusticados
NA 97-3152 1 20 19 95 %
CP 72-2086 12 75 70 93 %
NA 84-3419 120 1252 929 74 %
NA 84-3013 126 1340 1065 79 %
NA 97-3463 136 1836 1447 79 %
Total 395 4523 3530 T78%
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Fig. 3.4. Control de regeneracion de la
variedad NA  97-3463; callos no
bombardeados incubados en medio MSE3
sin agente selectivo y puestos a regenerar en
medio MSR sin agente selectivo y a la luz.

3.3.3. Rusticacion de plantines transgénicos putativos de cafia de azicar

Los plantines que presentaron un adecuado nivel de desarrollo in vitro en medio
selectivo habiendo desarrollado un sistema radicular capaz de sostener el trasplante a
maceta, fueron trasladados al invernaculo donde se realizo la rusticacion y aclimatacion.
Se obtuvo un numero variable de plantines con raiz por evento, con eventos que
mostraban una gran capacidad de proliferacion y otros que regeneraron uno o pocos
plantines o que no desarrollaban un sistema radicular. Cada plantin fue sembrado
individualmente, conservandose la identidad del evento, en un pocillo de multimaceta
conteniendo una mezcla de mantillo y cachaza adecuada para la rusticacion de cafia de
azucar. Se cuido del exceso de radiacion con una media sombra y las plantas fueron
regadas y podadas regularmente para estimular un desarrollo vigoroso. Por falta de
espacio en el invernaculo, se rustico un maximo de 18 plantines por evento y no se
rusticaron todos los eventos putativos regenerados, restringiendo el nimero de eventos
rusticados para las variedades NA 97-3463, NA 84-3013 y NA 84-3419. En la Tabla 3.4
se detalla el material que fue rusticado en el invernaculo y el porcentaje de

supervivencia de los plantines luego de transcurridos cuatro meses de la rusticacion.

3.4. Confirmacion de la transgénesis de un subconjunto de eventos

putativos regenerados

Se confirmé por medio de la técnica de PCR la insercion del transgén en
plantines in vitro. Debido al elevado numero de regenerantes, se considerd poco
practico la confirmacion de la transgénesis por PCR de todo el material regenerado. Se
decidié tomar una muestra de 21 eventos putativos (buen desarrollo del plantin y

sistema radicular en medio selectivo MSR Gen45) incluyendo las 5 variedades
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transformadas para estimar el porcentaje de escapes (callos/plantines no transgénicos
que crecen en medio selectivo). Se purificaron acidos nucleicos totales por el protocolo
CTAB (Doyle y Doyle, 1987) y se tomo una alicuota para la amplificacion por PCR de
un fragmento de 1445 pb utilizando los iniciadores Olil y SCMV-R, que hibridan en el
primer ex6n del promotor de la ubiquitina y en el gen P3 del SCMV respectivamente. El
76% de las muestras analizadas resultaron positivas para el fragmento amplificado

(Tabla 3.5), por lo que se obtuvo una primera estimacion del porcentaje de escapes de
un 24%.

Tabla 3.5. Analisis por PCR de plantines transgénicos putativos transformados con la
construccion pUBI VIR3 Nptll.

Variedad # eventos putativos # eventos PCR +
Transformada evaluados
NA 97-3152 1 1 (100%)
CP 72-2086 2 2 (100%)
NA 84-3419 6 5 (83,3%)
NA 84-3013 6 4 (66,6%)
NA 97-3463 6 4 (66,6%)
Total 21 16 (74%)

II1. Discusion y Conclusiones

El silenciamiento génico fue descubierto por primera vez en plantas y se
demostrd luego que es un mecanismo celular evolutivamente conservado entre los
eucariotas (Voinnet, 2005). El silenciamiento cumple roles en la regulacion de la
expresion génica, en la regulacion de transposones y en la defensa contra distintos
patogenos (Eamens ef al., 2008, Rovere et al., 2002, Waterhouse et al., 2001). Wesley y
colaboradores (2001) establecieron que las construcciones mas eficientes para
desencadenar el silenciamiento génico son aquellas en la que se ubicaba el fragmento
desencadenante del silenciamiento en direcciones opuestas a ambos lados de un intron
de manera de que su expresion en plantas diera lugar a la produccion de horquillas de
ARN de doble cadena, obteniéndose de esta manera eficiencias de silenciamiento
superiores al 90%. Por este motivo, en las construcciones desarrolladas en esta Tesis se
utilizo el intron IVS 6 del gen de la enzima alcohol deshidrogensa 1 de maiz para
separar las repeticiones invertidas de fragmentos de cDNA del SCMV y del StMV (Fig.
3.1). Se espera que el procesamiento del ARN mensajero por la maquinaria de
“splicing” vegetal escinda la secuencia del intron resultando en una molécula de ARN

doble cadena perfectamente complementaria conteniendo las secuencias virales. La
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presencia de ARN doble cadena desencadenaria entonces el mecanismo de
silenciamiento génico contra todo ARN que comparta suficiente identidad de secuencia
con la secuencia desencadenante, incluyendo los ARN gendmicos virales del SCMV y
del StMV (Prins et al., 2008).

La resistencia a virus mediada por silenciamiento génico ha sido reportada para
una amplia variedad de especies vegetales y patdgenos (Prins, 2003, Prins et al., 2008,
Sharp et al., 2002). Existen antecedentes de cafia de azucar transgénicas en las que se
busca resistencia contra el SCMV (Gilbert et al., 2005, Joyce et al., 1998, Sooknandan
et al., 2003), el StMV (Ingelbrecht et al., 1999) o contra otras enfermedades virales
como Fiji disease virus (FDV) (McQualter et al., 2004) y el Sugarcane yellow leaf virus
(SCYLV) (Gilbert et al., 2009, Zhu et al., 2011). Con la excepcion de las plantas
transgénicas desarrolladas por McQualter y colaboradores en 2004 en las que se expresa
el ORF 1 del segmento 9 del FDV, en el resto de los casos citados para cafia de azlicar
resistente a virus se expresa una version traducible o no traducible del gen de la proteina
de capside del respectivo virus bajo la direccion del promotor de la ubiquitina. En todos
estos desarrollos las construcciones genéticas expresan un fragmento gendémico de una
unica especie viral, a diferencia de las construcciones desarrolladas en la presente Tesis
que expresan secuencias derivadas de dos especies virales, el SCMV y el StMV. Bucher
y colaboradores (2006) desarrollaron plantas transgénicas de tomate resistentes a cuatro
especies de Tospovirus al expresar en una construccion tipo horquilla un fragmento de
150 pb del gen N de cada virus blanco. En esta Tesis se busco resistencia contra dos
especies virales, el SCMV y el STMV, ya que ambas fueron encontradas infectando cafia
de azlicar en la region, tal como se describid en el Capitulo II. Ambas especies tienen
una homologia promedio del 75% a nivel nucleotidico para el gen de la proteina de
capside (Yang y Mirkov, 1997 y Capitulo II de esta Tesis) por lo que se considerd
necesario incluir regiones derivadas de ambos genomas para desencadenar
silenciamiento contra ambas especies virales. Asimismo, Ingelbrecht y colaboradores
reportaron en 1999 que plantas transformadas que expresan el gen de la proteina de
capside del STMV eran resistentes a dicho virus pero susceptibles al SCMV. Por otro
lado, dada la variabilidad genética encontrada dentro de las muestras del SCMV, con
identidades de secuencia nucleotidica entre 0,77 y 1,00 para el gen de la proteina de
capside, se decidio clonar dos fragmentos de cDNA de dicho virus (Tabla 3.1). Un
fragmento pertenece a la region mas conservada del gen P3, que incluye el PIPO

(Chung et al, 2008) en donde las muestras de los grupos SCE y W del SCMV
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comparten una homologia del 98%. El otro fragmento clonado pertenece al gen de la
proteina de capside de una muestra del grupo MZ del SCMV, con lo cual se espera que
se desencadene eficientemente el silenciamiento contra todos los grupos del SCMV
identificados en el Capitulo II. Dada la poca variabilidad genética encontrada en las
muestras de STMV (identidad de secuencia nucleotidica >0,97) se considerd que un solo
fragmento del gen de la proteina de cépside seria efectivo para desencadenar el
silenciamiento contra este virus. Se decidid clonar fragmentos de cDNA viral entre 300
y 400 pares de bases (Tabla 3.1), aunque fragmentos mas cortos han demostrado ser
igualmente efectivos (Harrison, 2002).

En esta Tesis se identificaron regiones virales conservadas dentro de cada uno de
tres grupos de virus con el objetivo de clonarlas y utilizarlas como blanco del
silenciamiento en cafias de azucar transgénicas. Se espera que esta estrategia resulte en
una resistencia durable en el tiempo ya que los virus causales del mosaico tedricamente
tendrian restricciones evolutivas para acumular suficientes mutaciones en dichas
regiones conservadas y que por lo tanto no podrian escapar al silenciamiento
desencadenado por la construccion de resistencia sin una marcada reduccion de su
aptitud adaptativa. La durabilidad de la resistencia otorgada por el silenciamiento génico
probablemente dependa del genotipo de la variedad transformada, de la variabilidad en
la secuencia nucleotidica que pueda soportar el genoma viral respecto del transgén de
resistencia y de la variabilidad genética a nivel de la poblacion viral sobre la cual se
genere una presion de seleccion (Harrison, 2002). Se ha reportado que papayas
transgénicas homocigotas para un fragmento de 800 pb del gen de la proteina de capside
del Papaya ringspot virus del género Potyvirus son completamente resistentes
unicamente cuando el virus desafiante comparte una identidad de secuencia mayor al
89,5% respecto del transgén, aunque observaron que esto se encuentra influido por la
edad de la planta transgénica al momento de ser desafiada (Tennant et al., 2001). Por
otro lado, Ingelbrecht y colaboradores reportaron en 1999 que cafas de azlicar
transgénicas expresando el gen de la proteina de capside del StMV mostraban niveles
mas altos de infeccion a medida que la identidad de secuencia nucleotidica del virus
desafiante disminuia respecto del transgén. Joyce y colaboradores (1998) reportaron en
cafia de azlcar que un transgén de resistencia formado por el gen de la proteina de
capside del SCMV conferia resistencia contra un aislamiento de SCMV con 97% de

homologia con el transgén.
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En todos los reportes de cana de azucar transgénicas para resistencia a virus
mencionados en la presente discusion, los autores utilizaron el gen selector Nptll para
cobombardear con la construccion de resistencia a virus. Esta estrategia resulta
generalmente en la incorporacion de un numero variable de ambos transgenes en
distintos loci (Butterfield et al., 2002, Glynn et al., 2010). Los plasmidos pUBI VIR3
Nptll y pUBI VIR2 Nptll desarrollados en esta Tesis presentan los casetes de expresion
del gen Nptll y del gen quimérico viral clonados en el mismo pldsmido de
transformacion. Esta conformacion probablemente resulte en patrones de insercion en el
genoma de la planta mas simples, lo que simplificaria la caracterizacion molecular
requerida por los sistemas regulatorios para el analisis de riesgo de las plantas
transgénicas (Craig et al., 2008).

El cultivo in vitro de cafia de azlcar esta influido entre otros factores por el
genotipo de la variedad bajo estudio (Snyman et al., 2006). Basnayake y colaboradores
(2011) reportaron que de 16 genotipos de cafia de azucar utilizados en Australia, 12
resultaron adecuados para el cultivo in vitro y transformacion por biobalistica con un
protocolo estandar. Por otro lado, tres genotipos requirieron de la modificacion en la
concentracion de 2,4-D y geneticina en los medios de cultivo y/o la modificacion en la
intensidad de la luz durante la regeneracion, mientras que una variedad resultd
recalcitrante al cultivo in vitro. En nuestro laboratorio, de las cinco variedades
ensayadas, tres resultaron en un buen desempefio in vifro y en buenas eficiencias de
transformacion (NA 97-3463, NA 84-3013 y NA 84-3419), una variedad (CP 72-2086)
demostré un desempefio intermedio y una variedad (NA 97-3152) demostrd ser
recalcitrante a la transformacion (Tabla 3.3). La baja calidad de los callos generados por
la variedad NA 97-3152 (mucilaginosos, no globulares) dio lugar a que se obtuviera un
solo evento regenerado a partir de la misma. Sin embargo, para el resto de las
variedades se obtuvo entre uno y tres eventos putativos por placa bombardeada, que se
encuentra dentro del rango reportado previamente para cafia de azicar (Basnayake et
al., 2011, Bower y Birch, 1992, Kim et al., 2011).

Durante el proceso de rusticacion de los plantines in vitro se observd una
mortandad promedio del 22%, valor que estuvo influido por las altas temperaturas
registradas en el mes de la rusticacion (marzo) y al hecho de que el invernaculo donde
se las rusticd no cuenta con sistema de refrigeracion. Para minimizar el efecto de la alta

radiacion se utilizé6 una malla de media sombra. Se rusticaron 395 eventos putativos,
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con un rango de entre 1 y 18 plantines por evento dependiendo de la capacidad de
regeneracion y multiplicacion de cada evento.

Dado el gran nimero de eventos putativos regenerados (520) se considerd poco
practico la confirmacion de la transgénesis por los métodos clasicos de purificacion de
ADN y PCR de todo el material. Dado que es probable que parte del material
regenerado esté compuestos de escapes, y que el porcentaje de escapes puede variar con
el genotipo de cafia transformado (Basnayake et al., 2011), se decidié obtener una
estimacion del nimero de escapes (explantos no transgénicos resistentes al antibiotico
geneticina) a partir de una muestra. La confirmacion de la transgénesis se realizaria
luego de seleccionar los eventos putativos por su fenotipo directamente en ensayos de
resistencia a virus del mosaico en invernaculo y a campo (ver Capitulo V). Se extrajo
ADN vy analizé por la técnica de PCR 21 eventos putativos de las cinco variedades
transformadas y se obtuvo un porcentaje de escapes del 24%. Sin embargo en el
experimento de PCR no se amplificé un gen endégeno como control de inhibicion, por
lo que el porcentaje de escapes podria ser menor. Por su parte, Kim y colaboradores en
el 2011 reportaron un porcentaje de escapes del 14% en la transformacion de callos de
cafia de azlicar con el gen Nptll utilizando geneticina como agente selectivo en el
cultivo de callos y paramomicina durante la regeneracion. De hecho, los resultados de
un experimento de PCR a partir de eventos seleccionados del ensayo de campo que se
describe en el Capitulo IV sugieren que el porcentaje de escapes es efectivamente
menor.

Las plantas transgénicas desarrolladas en el presente capitulo fueron desafiadas
con el virus del mosaico bajo condiciones artificiales de infecciéon y a campo bajo
condiciones naturales de infeccion. Los resultados obtenidos de dichos ensayos se

detallan en el Capitulo IV.
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Capitulo 1V
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Capitulo IV

Objetivo general: Evaluacion preliminar de las lineas de cafias transgénicas
obtenidas por su resistencia a la enfermedad del mosaico en un ensayo de inoculacion

artificial y en un ensayo de infeccion natural a campo.

Objetivos particulares:

1. Seleccion de eventos transgénicos de cafia con buen comportamiento frente a
la inoculacion artificial con SCMV para un posterior ensayo de evaluacion a
campo.

2. Realizacion de un ensayo a campo para la evaluacion preliminar de la
resistencia a la enfermedad de las lineas transgénicas obtenidas bajo
condiciones naturales de infeccion.

3. Caracterizacion molecular de un numero de eventos destacados por las
técnicas de PCR, RT-PCR y “Northern blot” de ARN mensajero y ARNs

pequeiios.
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IV. Resultados

En el Capitulo III se describe el desarrollo de plantas de cafia de azicar
transgénicas que han incorporado un transgén disefiado para desencadenar el
mecanismo de silenciamiento génico contra los virus causales del mosaico. Se
rusticaron un numero variable de plantines (entre 1 y 18) que dependi6 de la capacidad
de regeneracion y multiplicacion de los callos transgénicos puestos a regenerar a la luz.
En total se obtuvieron 395 eventos putativos a partir de la transformacion de cinco
variedades de cafia de azucar. En la Tabla 4.1 se describe brevemente el porcentaje de
adopcion (superficie plantada respecto del total) en los Ingenios San Martin de Tabacal
y Ledesma (los dos ingenios mas grandes de Salta y Jujuy) de las variedades que fueron
seleccionadas para ser transformadas y su respuesta frente al mosaico. En el presente
capitulo se describe la caracterizacion fenotipica de estos eventos en dos ensayos de
desafio con el virus del mosaico, uno en invernaculo, bajo condiciones artificiales de
infeccion y otro a campo, bajo condiciones naturales de infeccion. Ambos ensayos
fueron realizados con la aprobacion previa de la CONABIA quienes ademads
inspeccionaron posteriormente el ensayo para asegurar el cumplimiento de la normativa
de bioseguridad vigente. Finalmente, se describe la caracterizacion a nivel molecular de

un grupo seleccionado de eventos.

Tabla 4.1. Porcentaje de adopcion de las variedades de cafa seleccionadas para ser
transformadas y respuesta de las mismas ante el mosaico.

Ingenio Tabacal Ingenio Ledesma Mosaico
Variedad % de % de % de % de Incidencia Severidad
adopcion adopcion  adopcion  adopcion L Chacra
maxima actual maxima actual Ledesma Exp. (#)
(aiio) (aio) (*)
NA 84-3013 2,6% 0,8% No No - 3-4
(2007) plantada  plantada
NA 84-3419 19,4% 0,8% No No - 1
(2006) plantada  plantada
CP 72-2086 No No 14,4% 0% > 80% 2
plantada  plantada (2005)
NA 97-3152 29,6% 29,6% 13,5% 13,5% 0-82% 0
(2012) (2012)
NA 97-3463 0,3 % 0,3% 0,21% 0,21% 0-11% 0
(2012) (2012)

(*). Incidencia minima y méaxima observada en multiples ensayos de un surco de 33 mits
lineales de cafia. (#) Escala de severidad de mosaico entre 0 (ausencia de sintomas, resistente) y
4 (muy susceptible).
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4.1. Evaluacion del comportamiento de las lineas transgénicas

obtenidas frente a la inoculacion artificial con el SCMYV en invernaculo

El objetivo del ensayo de inoculacion artificial fue obtener un resultado
temprano del fenotipo de resistencia o susceptibilidad al SCMV en los primeros
estadios del desarrollo de la planta. Se decidié analizar primero el comportamiento de
las plantas transgénicas frente a un extracto infectivo del SCMV grupo SCE, ya que este
grupo viral es el de mayor importancia epidemioldgica en la Argentina (Capitulo II).
Ademas se contaban con pocos plantines por evento como para realizar una inoculacion
independiente con el STMV, el segundo agente causal del mosaico en importancia en la
region, por lo que dicho ensayo no fue incluido en esta Tesis.

Se prepard un extracto infectivo a partir de hojas de cafia de azucar de plantas a
campo infectadas con el SCMV (grupo SCE) triturandolas en una licuadora con buffer
fosfato y se descarto la presencia del STMV en el extracto por medio de un analisis de
RT-PCR (datos no mostrados). Se utilizé el abrasivo carborundo para frotar la hoja
inoculada y asi generar pequefias lesiones necesarias para el establecimiento de la
infeccion (Srisink er al., 1994). El extracto infectivo fue preparado justo antes de cada
inoculacién (se necesitaron 3 dias para inocular todo el material rusticado) y fue
conservado en hielo durante el procedimiento. Se inocularon todos los plantines
pertenecientes a los eventos putativos. Como control de la eficiencia de infeccion se
utilizaron plantines no transgénicos obtenidos a partir del mismo proceso de cultivo de
tejidos que el material transgénico, con la diferencia de que no fueron bombardeados y
no se utilizd geneticina (agente selectivo) en el medio de cultivo (ver Capitulo III). No
se contd con controles no transgénicos de la variedad CP 72-2086 por haberse
contaminado las placas de Pefri que contenian dicho material. Se inocul6 solo la mitad
de los plantines no transgénicos, mientras que la otra mitad se utilizo para evaluar si el
material regenerado in vitro mostraba sintomas de mosaico que pudieran provenir de las
cafas utilizadas en el establecimiento del cultivo de tejidos. Este control fue necesario
dado que se ha reportado la regeneracion de cafia de azucar libre de mosaico a partir de
meristemas (Cheong et al., 2012, Ramgareeb et al., 2010), pero no para plantines
regenerados a partir de callos.

La aparicion de sintomas fue monitoreada visualmente, registrandose los
primeros sintomas a los 25-27 dias posinoculacion. A los 90 dias posinoculacion se

tomo la hoja 0 o +1 y se analizod la presencia del SCMV por la técnica de “Leaf Printing

110



immunoassay” (ver punto 5 de Materiales y Métodos). Dicha técnica consiste en la
impresion de la nervadura central de la hoja en una membrana de nitrocelulosa y el
revelado de la misma utilizando un antisuero anti-SCMV, que resulta en la tincion de
azul de la impresion correspondiente a plantas infectadas (Fig. 4.1). Se observd en
general una baja eficiencia en la infeccion con el SCMV, que fue del 9% (4/47
plantines) en promedio para los controles no transgénicos de cuatro variedades de cafia
y del 11% (384/3406 plantines) en promedio para las cafas transgénicas putativas
provenientes de 5 variedades de cafia (Tabla 4.2). No se observo la aparicion de
sintomas de mosaico en los controles de infeccidon no transgénicos que no habian sido
inoculados, lo que indicaria la ausencia de la enfermedad en el material propagado y

regenerado in vitro.

Tabla 4.2. Resultado de un ensayo de inoculacion artificial de plantas transgénicas para
la construccion pUBI VIR3 Nptll con un extracto infectivo del SCMV grupo SCE. La
infeccion fue determinada serologicamente. El nimero de plantines inoculados por
evento vari6 entre 1 y 18 dependiendo de la capacidad de regeneracion y multiplicacion
mostrada por cada evento durante el cultivo in vitro.

Variedad transformada

NA 84-3013  NA 84-3419 CP 72- 2086 NA 97-3152 NA 97-3463

Plantas control 2/13 1/6 0/9 1/18
infectadas / Total (15%) (17%) - (0%) (6%)
Plantas transgénicas 228/1039 98/896 5/69 4/19 49/1383
infectadas / Total (22%) (11%) (7%) 21%) (3,5%)
Total de eventos 124 120 14 1 136
evaluados

N° de eventos 83 59 4 1 28
infectados (*) (67%) (49%) (29%) (100%) (21%)
N° de eventos sanos 41 61 10 0 108
# (33%) (51%) (71%) (0%) (79%)

(*): Se consider6 que un evento estaba infectado si tenia al menos un plantin con
sintomas de mosaico. (#): Se consideré que un evento estaba sano si ningin plantin
mostraba sintomas.

De un total de 395 eventos transgénicos analizados, 175 tuvieron al menos un
plantin enfermo (44%), mientras que 220 eventos no se infectaron. Dado que se
disponia de un gran niimero de eventos putativos, se decidid que solo pasarian al ensayo

de infeccion natural a campo aquellos eventos que no mostraron infeccion.
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Plantines in vitro Sistema radicular desarrollado Rusticacion en multimacetas

Inoculacién artificial con Sintomas de mosaico Inmunoensayo “Leaf
Estadio de 4 a 6 hojas extracto infectivo de SCMV sana infectada preanting” con anti-SCMV

Fig. 4.1. Esquema de rusticacion de plantines de cafia de azlcar, inoculacién con extracto infectivo de SCMV y diagnostico
serologico con un antisuero anti-SCMV.
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4.2. Evaluacion del comportamiento de las lineas transgénicas
obtenidas frente al SCMV bajo condiciones naturales de infeccion a
campo

Con el objetivo de evaluar el desempefio de las plantas transgénicas bajo
condiciones naturales de infeccion a campo, los eventos que no se infectaron en el
ensayo de inoculacion artificial en inverndculo fueron transplantados a campo en enero
de 2011. Se plantaron 1895 plantines transgénicos putativos para la construccion pUBI
VIR3 Nptll pertenecientes a 226 eventos. Los plantines fueron dispuestos en surcos
separados por 1,5 m, a razén de un plantin cada 60 cm. Cada evento fue asignado a una
parcela demarcada con una estaca de madera numerada. Todos los eventos originados a
partir de una misma variedad de cafia fueron dispuestos aleatoriamente dentro de un
bloque de surcos contiguos para minimizar el riesgo de confusion entre distintos
materiales y facilitar la comparacion con los controles no transgénicos. Para aumentar la
presion de virus en el ensayo, tanto las borduras como las cabeceras y 3 de los 30 surcos
que ocupd el ensayo fueron plantados con plantines con sintomatologia de mosaico de
la variedad de cafia NA 84-3013 que es altamente susceptible al mosaico (Fig. 4.2 y
4.3).
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Fig. 4.2. Esquema del ensayo a campo para evaluar el desempefio de los eventos bajo
condiciones naturales de infeccion. Plantines plantados cada 60 cm con una distancia
entre surcos de 1,50 m. Cabeceras, borduras y 3 surcos intermedios (color verde)
plantados con la variedad NA 84-3013 altamente infectada con mosaico.
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Preparacion del terreno Plantines en multimacetas Plantacion 25/01/2011

Desmalezado mecanico Ensayo al 26/04/2011 Ensayo al 26/11/2011
r o ‘_.— —ﬁ \ il

Fig. 4.3. Imégenes del ensayo a campo para evaluar el desempefio de los eventos de caifia de azlicar bajo condiciones naturales de infeccion.
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Debido a que las 5 variedades ensayadas demuestran distintos grados de
susceptibilidad al mosaico, los eventos de cada variedad se deben comparar con su
respectiva contraparte no transgénica (Tabla 4.1). Se incluyeron dos tipos de controles
de infeccion no transgénicos. Por un lado, se plantaron los controles no transgénicos que
no se habian infectado en el ensayo de inoculacion en invernaculo, que provenian de
material regenerado in vitro. Por otro lado, se utilizaron plantines provenientes de una
multiplicacion en invernaculo a partir de yemas axilares de cafias de campo, en las que
se confirm6 seroldgicamente la ausencia del SCMV. Las parcelas control de cada
variedad fueron dispuestas aleatoriamente junto con los eventos derivados de las
mismas. No se contd con controles no transgénicos regenerados in vitro de la variedad
CP 72-2086 (por contaminacion de las placas de Petri correspondientes), ni tampoco
con controles no transgénicos multiplicados a partir de yemas axilares de NA 84-3013,
ya que todo el material de invernaculo ensayado estaba infectado con el SCMV.

La fecha de plantacion fue seleccionada teniendo en cuenta que entre fines del
verano y principios de otofio se observa un pico en las poblaciones de afidos
transmisores del virus del mosaico (M. Sc. Analia Salvatore, comunicacion personal). A
su vez, las plantas jovenes demuestran una mayor susceptibilidad a la infeccion con
mosaico (Balamuralikrishnan et al., 2003), por lo que la seleccion de enero como fecha
de plantacion maximiza la exposicion de las plantas transgénicas a la enfermedad.

Con la asistencia del fitopatologo M. Sc. Alejandro Rago (INTA-IPAVE),
especialista en enfermedades de cafia de azlcar, y del mejorador de cafia Agr. Antonio
Agiiero (Chacra Experimental Santa Rosa) se realizaron evaluaciones visuales para la
presencia de sintomas de mosaico a los 85 y 140 dias posplantacion y se determiné la
presencia de sintomas en cada planta individualmente.

Se registr6é un leve aumento en los porcentajes de infeccion en los controles y en
las plantas transgénicas si comparamos las dos fechas de evaluacion del ensayo (datos
no mostrados). A los 85 dias posplantacion se registraron un total de 226 plantas con
sintomas (entre transgénicas y controles), mientras que a los 140 dias posplantacion es
cifra ascendio a 282. En la Tabla 4.3 se resumen los resultados de la infeccion en la

segunda fecha de evaluacion.
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Tabla 4.3. Resultado de la evaluacion visual de sintomatologia de mosaico a los 140
dias posplantacion del ensayo a campo de 226 eventos putativos de cafia de azucar.

Variedad transformada
NA 84-3013 NA 84-3419 CP 72-2086 NA 97-3152 NA 97-3463

Plantas control

regeneradas in vitro 18/27 5/13 - 0/19 4/35
infectadas / Total (67%) (38%) (0%) (11%)
Plantas control de yemas - 52/66 13/22 1/18 2/45
infectadas / Total (78%) (59%) (5%) (4%)
Plantas transgénicas 82/314 75/495 5/52 3/19 21/1015
infectadas / Total (26%) (15%) (10%) (16%) 2%)
N° de eventos evaluados 41 68 9 1 107
N° de eventos infectados 27 29 3 1 15
*) (66%) (43%) (33%) (100%) (14%)
N° de eventos sanos 14 39 6 0 92
(€3] (34%) (57%) (67%) (0%) (86%)

(*): Se consideraron infectados a los eventos que tuvieran al menos una planta con
sintomatologia de mosaico.
(#): Se consider6 que un evento estaba sano si ninguna planta mostraba sintomas.
Aunque no se cuantificé la presencia de los afidos vectores (por ejemplo por
trampeo), se constatd su presencia por la observacion directa de los mismos durante las
evaluaciones y por la apariciéon de plantas de cafia con sintomas distribuidas en todo el
ensayo (Fig. 4.4). De la Figura 4.4 se puede obtener una imagen global de la infeccion
presente en el ensayo, en donde cada planta estd representada por un cuadrado de color
y las plantas pertenecientes a un mismo evento estan enmarcadas por un rectangulo. Las
plantas infectadas correspondientes a eventos transgénicos fueron coloreadas en rojo y
los respectivos controles no transgénicos fueron coloreados en azul. Se observa, como
era de esperar, distintos niveles de infeccion en los controles de las 5 variedades
transformadas. Los controles de las variedades NA 84-3013, NA 84-3419 y CP 72-2086
mostraron los niveles mas altos de infeccion (Tabla 4.3). Estas tres variedades
recibieron un puntaje de 3-4, 1 y 2 en una escala de susceptibilidad del 0 al 4 utilizada
en el programa de mejoramiento genético de la Chacra Experimental (Tabla 4.1), en
donde 0 corresponde a variedades resistentes y 4 corresponde a variedades altamente
susceptibles (M. Sc. Alejandro Rago, comunicacion personal). Por otro lado los
controles no transgénicos de las variedades NA 97-3152 y NA 97-3463 se infectaron en

baja proporcion. Estas variedades habian sido clasificadas como resistentes o levemente
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Fig. 4.4. Resultados de la infeccion en el ensayo a campo de cafia de azlcar transgénica bajo condiciones naturales de infeccion. Los
rectangulos representan parcelas conteniendo un evento o un control no transgénico. Cada pequefio cuadrado coloreado representa un planta
y se utilizé el cddigo de color detallado en la esquina superior izquierda de la figura.
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susceptibles (valores de 0 o 1 en la escalada de susceptibilidad) por el programa de
mejoramiento genético de la Chacra Experimental, registrando mayores niveles de
infeccion en los ensayos realizados en el Ingenio Ledesma en Jujuy (Ing. Agr.
Cecilia Easdale, comunicacion personal).

Se calcularon los intervalos de confianza al 95% de la proporcion de plantas
sanas correspondientes a las parcelas control no transgénicas, incluyendo tanto a los
controles provenientes de regeneracion in vitro como a las plantas multiplicadas de
yemas (Tabla 4.4). Se excluyeron del analisis los eventos que tenian menos de cuatro
plantas, dado que en estos casos una menor cantidad de plantas hace que la
estimacion de la proporcion de plantas sanas o enfermas sea imprecisa y por lo tanto

poco confiable.

Tabla 4.4. Intervalos de confianza al 95% para la proporcion de plantas sanas en
controles no transgénicos del ensayo de infeccion natural a campo.

Proporcion Error Limite Limite
Variedad plantas estandar n inferior Superior
sanas 1.C.(95%) 1.C.(95%)
NA 84 3013 0,33 0,09 27 0,17 0,54
NA 84 3419 0,28 0,05 79 0,18 0,39
CP 72 2086 0,41 0,10 22 0,21 0,64
NA 97 3152 0,94 0,05 18 0,73 1,00
NA 97 3463 0,93 0,03 80 0,84 0,97

En la Tabla 4.5 se clasifican los eventos segun si fueron excluidos del analisis
(por tener menos de 4 plantas), si no mostraron diferencias significativas en la
proporcion de plantas infectadas con mosaico respecto de los controles no
transgénicos, si mostraron una mayor proporcion de plantas sanas o si resultaron
completamente sanos.

Se observa que un nimero considerable de eventos muestran un desempefio
mejor que los controles no transgénicos, lo que es particularmente claro para las
variedades NA 84-3013, NA 94-3419 y CP 72-2086, las tres variedades mas
susceptibles al mosaico. Para las tres variedades se obtuvieron en total 34 eventos
completamente sanos que podrian corresponder al fenotipo de resistencia descripto
anteriormente. A su vez, se obtuvieron 41 eventos de estas tres variedades que
muestran proporciones de plantas infectadas significativamente menores a los
controles no transgénicos (Tabla 4.5). Estos eventos podrian corresponder al fenotipo

de tolerancia o de recuperacion. Por otro lado, el unico evento evaluado de la
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variedad NA 97-3152 se infect6 con mosaico, aunque el respectivo control mostrd
un porcentaje bajo de infeccion. En la variedad NA 97-3463 también se observaron
porcentajes bajos de infeccion en los controles, por lo que la significancia estadistica

de los eventos que no se infectaron debe ser interpretada prudentemente (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Evaluacion estadistica de los eventos segin su comportamiento con
respecto a los controles no transgénicos en el ensayo de infeccion natural a campo.

Eventos Eventos con % de Eventos con % de Eventos
Variedad excluidos infeccion no infeccion completamente
Transformada del andlisis  significativamente significativamente sanos
*) distintos del distintos del
control control
NA 84 3013 11 7 14 8
NA 84 3419 20 1 25 22
CP 72 2086 2 1 2 4
NA 97 3152 0 1 0 0
NA 97 3463 7 13 0 90
Total 40 23 41 124

(*): Se excluyeron del analisis los eventos que tenian menos de cuatro plantas.

Una limitacion del presente ensayo es que no se tiene un control de la
poblacion de insectos vectores y si estos son viruliferos o no, por lo que no es
posible garantizar que todos los eventos o todas las plantas hayan sido expuestos al
virus. Por esta razén hay que ser cautos en la interpretacion de las diferencias de
proporciones de plantas sanas entre los controles y los eventos.

Se observo variabilidad en el desarrollo de las plantas entre eventos de una
misma variedad y en varios casos entre plantas del mismo evento también. Este
hecho, que ya fue observado en otros proyectos de cafia de azucar transgénica en la
Chacra Experimental, enfatiza la necesidad de una completa evaluacion fenotipica de
los eventos desarrollados para seleccionar aquellos eventos que conserven el

desempefio agrondmico de la variedad transformada.

4.3. Confirmacion de la transgénesis de un subset de los eventos

putativos a campo por PCR

Dado el gran numero de posibles eventos transgénicos obtenidos en el
laboratorio y luego transplantados a campo, se decidi6 confirmar la transgénesis s6lo
en aquellos eventos que tuvieran un buen desempefio a campo. Se tomaron muestras

de hoja de 87 eventos putativos que no resultaron infectados por mosaico y que
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ademas tuvieron un adecuado desempefio agronomico (buen porte, vigor y
macollaje), los cuales serian transplantados mas adelante a un segundo ensayo a
campo, que se desarrollara por fuera de los objetivos de esta Tesis. Se prepard un
extracto crudo a partir de las muestras de hoja y se amplifico por PCR un fragmento
de 580 pb de la construccion pUBI VIR3 Nptll de acuerdo al protocolo descripto en
el punto 10.1 de Materiales y Métodos. En la Figura 4.5 se observan los productos de
amplificacion para un grupo de muestras del total analizado. Se observo un adecuado
rendimiento de producto de amplificacion para la gran mayoria de las muestras, lo
que confirma que el protocolo de extraccion rapida de acidos nucleicos no solo es
apto para la deteccion de virus en hojas de cafia infectadas, sino que también permite
la amplificacion de secuencias insertadas en el genoma vegetal. Se confirmo la
transgénesis en 86 de los 87 eventos putativos analizados, evidenciando un
porcentaje muy bajo de escapes (1,1%) en los eventos resistentes a mosaico y de

buen desempefio agronémico.
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Fig. 4.5. Andlisis de los posibles eventos transgénicos de cafia de aziicar por PCR. Se
amplifico por PCR un fragmento de 580 pb de la construccion pUBI VIR3 Nptll
utilizando los iniciadores Oli142 y Olil44. Los productos de amplificacion fueron
separados en un gel de agarosa 1% con BrEt. Las siglas “CAF”, “DAF” y “IAF” indican
que los eventos provienen de las variedades NA 84-3419, CP 72-2086 y NA 97-3463
respectivamente. Bordura: plantas no transgénicas de la variedad NA 84-3013; Testigo
CP 72-2086: plantas no transgénicas multiplicadas de yemas de campo; Testigo in vitro:
plantas no transgénicas de la variedad CP 72-2086 regeneradas in vitro; (“): duplicado;
(*"): triplicado.
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4.4. Analisis de la expresion del casete de resistencia a virus por RT-

PCR

Con el objetivo de determinar si el casete de resistencia a virus del
plasmido pUBI VIR3 NpTII insertado en eventos de cafia transgénica se transcribe
activamente, se analizd por RT-PCR la presencia de ARN mensajero de dicho
casete en un grupo de eventos pertenecientes a las 5 variedades de cafia
transformadas. Para ello se extrajo ARN total por el método de Trizol y se
amplifico por RT-PCR en un solo paso con los iniciadores Olil (hibrida en el
primer exon de la ubiquitina) y Oli92 (hibrida en el gen P3 del SCMV) segun lo
descripto en el punto 10.2 de Materiales y Métodos. Estos iniciadores dan lugar a
un fragmento de 418 pb a partir de ARN mensajero luego del “splicing” del primer
intron de la ubiquitina, mientras que dan lugar a un fragmento de 1,4 Kb. a partir
de ARN inmaduro o a partir de ADN de la construccion pUBI VIR3 Nptll. Las
condiciones de amplificacion fueron seleccionadas para favorecer la amplificacion
del fragmento de 418 pb (30 seg. de extension en el perfil de termociclado). Se
incluy6 ademds para todas las muestras un control sin la enzima Transcriptasa
Reversa para confirmar que el producto de amplificacion se generaba a partir de
del cADN sintetizado del ARNm y no a partir de posible ADN contaminante. En la
Figura 4.6 se observa que de los 11 eventos analizados se obtiene el fragmento de
418 pb esperado, confirmando la ocurrencia de transcripcion a partir del casete de

resistencia a virus.
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Fig. 4.6. Analisis de la expresion del casete de resistencia a virus en eventos transgénicos de
cafia por RT-PCR. Se amplificé a partir de cDNA obtenido de RNA total utilizando los
iniciadores Olil y Oli92 que dan lugar a un fragmento de 418 pb luego del “splicing” del
primer intrén de la Ubiquitina. Los productos de amplificacion fueron separados en un gel de
agarosa 1%. Para cada muestra se incluyd el respectivo control sin transcriptasa reversa (“Sin
RT”) que fue sembrado a la derecha de la mima.. -, control negativo de RT-PCR sin
templado.
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Fig. 4.7. “Northern blot” de lineas transgénicas de cafia que expresan la construccion pUBI VIR3 Nptll. Electroforesis de 6 pg
de ARN total de cana de azicar corrida en un gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt (A). (B) “Northern blot” del gel A
utilizando una sonda correspondiente a un fragmento de 409 pb del gen P3 del SCMV clonado en pUBI VIR3 Nptll. La
membrana fue expuesta por 48hs y la autoradiografia fue revelada utilizando el equipo Typhoon 9400 (GeHealthcare).
ENFERMA, planta de la variedad NA 84-3013 con sintomas de mosaico; SANA, planta de la variedad NA 97-3463 libre de
mosaico.
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4.5. Deteccion del ARN mensajero transcripto a partir del casete de

resistencia a virus en cafias transgénicas por “Northern blot”

Con el objetivo de determinar si se acumulan los transcriptos generados a
partir del casete de resistencia a virus del plasmido de transformacion pUBI VIR3
Nptll en las lineas transgénicas obtenidas, se realizé un “Northern blot” a partir de 6
ug de ARN total purificado de 9 eventos de cafna de azicar. En los eventos en que se
desencadena correctamente el silenciamiento génico a partir del casete de resistencia
viral se espera que no se acumulen niveles detectables de ARN mensajero. Se siguid
el protocolo descripto en el punto 10.4 de Materiales y Métodos y se hibrido la
membrana con una sonda de 409 pb marcada con fosforo radiactivo correspondiente
al fragmento del gen P3 del SCMV clonado en el plasmido pUBI VIR3 Nptll. La
Figura 4.7.A corresponde al gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio, en
donde se observa el ARN total de cafia separado electroforéticamente. Las calles con
los eventos CAF 40.6, DAF 70.1 y DAF 70.13 muestran bandas mas tenues ARN, lo
que indica que se sembré menor cantidad de ARN total que en las demas calles. En
la Figura 4.7.B se observa la membrana de nitrocelulosa hibridada con la sonda
radiactiva y expuesta por 48 hs. La transcripcion a partir del casete de resistencia a
virus y su correcto procesamiento por “splicing” generaria un transcripto de 2.1 Kb
mas la cola de poli A. No se observan bandas discretas en la membrana, exceptuando
una banda correspondiente a 10 ng de sonda corridos para confirmar que la
transferencia y la hibridacion funcionan adecuadamente. La ausencia de una banda
correspondiente al ARN mensajero maduro implicaria que se encuentra en niveles
por debajo del limite de deteccion de la prueba y es consistente con la hipotesis de
que la construccion desencadena el silenciamiento génico y no se acumulan niveles
estables de transcripto. El control correspondiente a una planta enferma con mosaico
da lugar a un fuerte chorreado sin bandas discretas, que podria deberse a la presencia
ARN viral parcialmente degradado. Ingelbrecht y colaboradores (1999) reportaron la
presencia de un chorreado similar a lo observado en la Fig. 4.7.B en experimentos de
“Northern blot” de plantas de cafia enfermas con el STMV, en donde se utilizd como

sonda el gen de la proteina de capside y el 3°UTR del mismo virus.

4.6. “Northern blot” para detectar ARN pequeiios generados partir

del casete de resistencia a virus en cafias transgénicas.
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Debido a que se considera que la presencia de siRNAs derivados del transgén
es un indicativo del establecimiento del silenciamiento génico (Dunoyer et al.,
2010a), se realiz6 un experimento de “Northern blot” para detectar la presencia de
ARNs pequeiios generados a partir del casete de resistencia a virus. Para ello se
sigui6 el protocolo descripto en el punto 10.5 de Materiales y Métodos, sembrando
en el gel de polyacrilamida 17,5% el maximo volumen de muestra posible, lo que
resultd en un rango de 13 a 29 ug de ARN total corrido por calle. Se utilizé6 como
sonda el mismo fragmento del gen P3 del SCMV utilizado para en “Northern blot”
de ARN mensajero. En la Figura 4.8.B se observan bandas que corresponderian a
ARNs pequetios solo en la planta control enferma con mosaico y en los eventos IAF
32.1 y IAF 20.3. Estas bandas se encuentran cercanas al limite de deteccion del
protocolo ensayado, por lo que tedricamente seria posible detectar ARNs pequefios
en las demas muestras mejorando las condiciones experimentales. En la planta

enferma se volvid a detectar un fuerte chorreado para bandas de mayor peso

molecular.
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Fig. 4.8. “Northern blot” de ARN pequefios presentes en diversas lineas transgénicas
de cafia. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 17,5% de 13-29 pg de ARN total
de cafia de azucar y tefiido con BrEt (A). El ARN fue transferido a una membrana de
nylon e hibridada con una sonda de 409 pb correspondiente a un fragmento del gen
P3 del SCMV clonado en pUBI VIR3 Nptll (B). La membrana fue expuesta por 48hs
y la autoradiografia fue revelada utilizando el equipo Typhoon 9400 (GeHealthcare).
ENFERMA, planta de la variedad NA 84-3013 con sintomas de mosaico; SANA,
planta de la variedad NA 97-3463 libre de mosaico.
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IV. Discusion y Conclusiones

En el presente capitulo se describe la caracterizacion inicial a nivel fenotipico
y molecular de eventos de cafia de azucar portando un transgén de resistencia a
mosaico. Se rusticaron 395 eventos putativos de cafa con un nimero variable de
plantines de cada evento, que dependi6é de la capacidad de regeneracion del callo
resistente a geneticina que dio origen al evento. Esta variabilidad en el nimero de
plantines por evento (entre 1 y 18) representd una limitante a la hora de evaluar el
desempefio de cada evento al ser desafiado con el virus del mosaico en un ensayo de
inoculacion artificial o en un ensayo de infeccion natural a campo. A pesar de esta
limitacion, se consideré oportuno hacer una caracterizacion preliminar del material
disponible frente al mosaico.

En el ensayo de inoculacion artificial con el SCMV en invernaculo se eligio
un protocolo de inoculaciéon que utiliza carborundo como abrasivo para generar
pequenas lesiones en las hojas, que son mojadas con un extracto de hojas infectivo
(Koike y Gillaspie, 1989). La eficiencia de infeccion fue baja, con un promedio para
las cinco variedades de 9% y 11% de infeccion en los controles no transgénicos y en
los eventos respectivamente (Tabla 4.2). Joyce y colaboradores (1998) reportaron el
uso de una almohadilla abrasiva junto con carborundo para inocular con el SCMV
las plantas de cafa transgénicas obtenidas, método que fue desarrollado por Srisink y
colaboradores (1994) y resulta en eficiencias altas de infeccion. Por su parte,
Ingelbrecht y colaboradores (1999) reportaron eficiencias de inoculacién superiores
a 95% en controles de cafia no transgénica al usar tierra de diatomeas como abrasivo
y hojas de sorgo enfermas con el SCMV como fuente de in6culo, utilizadas debido al
alto titulo viral de las mismas. Las condiciones de las plantas antes y después de la
inoculacion, incluyendo la fertilizacion, temperatura, luminosidad y humedad del
suelo, afectan al éxito de la transmision del virus. La inoculacion suele fallar en
plantas sometidas a altas temperaturas y/o alta luminosidad (Koike y Gillaspie,
1989). Es posible que las altas temperaturas registradas en las 3 fechas de
inoculacion (32,2°, 34,3° y 36,3°C) y alta radiacion que habitualmente se registran en
el mes de Septiembre en la Chacra Experimental hayan interferido en la inoculacion
artificial. Ademas, el invernaculo donde se realiz6 el ensayo de inoculacion no posee

sistema de refrigeracion, por lo que las temperaturas a la que son sometidas las
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plantas dependen de las condiciones climaticas. Se decidi6 descartar todo evento que
tuviera al menos un plantin infectado, con lo cual se seleccionaron 226 eventos para
ser plantados en un ensayo a campo, lo que representa un nimero considerable de
eventos. Con este criterio de seleccion se descartaron eventos con un posible
fenotipo de recuperacion (Ingelbrecht et al., 1999).

En enero de 2011 se planté un ensayo a campo con parcelas no replicadas, en
el que cada evento ocupaba una Unica parcela conteniendo entre 1 y 18 plantas
provenientes del ensayo de invernaculo. La fecha de plantacion fue elegida para
maximizar la infeccion con mosaico ya que coincide el pico de poblaciones de afidos
(M. Sc. Analia Salvatore, comunicacion personal) con el momento de mayor
susceptibilidad de la cafia (Balamuralikrishnan et al., 2003) y asi poder evaluar
adecuadamente el fenotipo que se desea conferir con el transgén. A su vez, el ensayo
fue rodeado de cafia de azucar altamente infectada con mosaico de manera de
generar una mayor presion viral, estrategia similar a la empleada por Gilbert y
colaboradores (2005) que ubicaron el ensayo de cafias transgénicas resistentes al
SCMV proximo a plantaciones de maiz con sintomas de mosaico. En la Figura 4.4 se
puede observar que hay plantas con sintomas (cuadrados rojos) diseminados por todo
el ensayo aunque no en forma homogénea, debido probablemente a la diferencia en
susceptibilidad al mosaico en los cinco genotipos ensayados (Tabla 4.1). Esto indica
que hubo una poblacién activa de afidos presente en el ensayo a campo que funciono
como vector de la enfermedad, aunque no es posible inferir si los pulgones se
distribuyeron homogéneamente en todo el ensayo. Se realizaron observaciones
visuales para la presencia de sintomatologia de mosaico, técnica simple y rapida que
sin embargo ya habia demostrado tener una alta correlacion con resultados de RT-
PCR en el muestreo a gran escala (Capitulo II) y con resultados de inmunoensayos
de “leaf printing” (datos no mostrados).

La infeccion con mosaico en los controles no transgénicos de las variedades
NA 84-3013, NA 84-3419 y CP 72-2086 fue mayor al promedio de sus respectivos
eventos (Tabla 4.3). Estas variedades mostraron un nimero considerable de eventos
con porcentajes de infeccion inferiores a los controles no transgénicos calculando un
intervalo de confianza al 95% para la significancia estadistica (Tabla 4.5). En total
151 eventos de 4 variedades permanecieron sanos después del ensayo de inoculacion
artificial y del ensayo a campo. Una limitacion del presente ensayo es que no se tiene

un control de la poblacion de insectos vectores y si estos son viruliferos o no, por lo
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que no es posible garantizar que todos los eventos o todas las plantas hayan sido
expuestos al virus. Por esta razon hay que ser cautos en la interpretacion de las
diferencias de proporciones de plantas sanas entre los controles y los eventos.

La falta de repeticiones de los eventos representa una limitacion al analisis
estadistico de los datos de infeccion (Dra Monica Balzarini, comunicacion personal).
Sin embargo, luego de un afio de multiplicacion a campo generalmente se cuenta con
suficientes tallos maduros para plantar un ensayo en bloques completamente
aleatorizados con 3 o mas repeticiones (Gilbert et al., 2005, Gilbert et al., 2009), que
resultaria en datos de infeccion adecuados para un analisis estadistico robusto. Dicho
ensayo, que incluird la evaluacion de 86 eventos promisorios (no se infectaron con
mosaico y mostraron un buen desempefio agronémico) queda por fuera de los
objetivos de esta Tesis.

La desventaja de la plantacion en verano es que el cultivo no completa un
ciclo anual de crecimiento de la misma manera que la mayoria de los lotes
comerciales (habitualmente plantados entre Agosto y Septiembre), por lo que los
parametros productivos no pueden ser medidos en dicho ensayo. Sin embargo, se
puede obtener una estimacion del desempeiio agronomico comparando las parcelas
transgénicas con las no transgénicas por su porte, vigor y macollaje, criterios
visuales utilizados por los mejoradores en el programa de mejoramiento de la Chacra
Experimental. El cultivo de tejidos y/o la transformacion genética puede ser fuente
de variabilidad, lo que resulta en que un porcentaje de los eventos transgénicos de
cafia obtenidos muestran fenotipos distintos a los de la variedad madre transformada
(Arencibia et al., 1999, Carmona et al., 2005, Gilbert et al., 2005, Gilbert et al.,
2009, Vickers et al., 2005b, Zucchi et al., 2002). En linea con lo reportado por otros
autores, en el presente estudio se observo que al menos la mitad de los eventos
testeados mostraban menor vigor, desarrollo o tallos mas delgados que las parcelas
plantadas con los controles no transgénicos propagados a partir de yemas de campo.
Otra caracteristica observada en ciertos eventos, que ya habia sido registrada en
plantas transgénicas tolerantes a herbicida desarrolladas en la Chacra Experimental,
es una mayor susceptibilidad a la enfermedad de la roya (Puccinia melanocephala H.
& P. Sydow). Estas observaciones remarcan la necesidad de evaluar un nimero
grande de eventos bajo las condiciones habituales de crecimiento del cultivo para

seleccionar aquellos que expresen adecuadamente el fenotipo conferido por el
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transgén y que conserven las caracteristicas agronomicas del genotipo transformado
(Gilbert et al., 2005, Gilbert et al., 2009).

Debido al gran nimero de eventos ensayados en invernaculo y a campo, se
confirmo6 la transgénesis solo en aquellos eventos que mostraron resistencia a
mosaico y buen desempefio agronémico. De 87 eventos putativos analizados, 86
resultaron en un producto de amplificacion por PCR con iniciadores especificos para
la construccion pUBI VIR3 Nptll, evidenciando un bajo porcentaje de escapes
(1,1%) en esta etapa de la seleccion de eventos.

Se confirmé por RT-PCR la transcripcion de ARN mensajero a partir del
casete de resistencia a virus en un nimero seleccionado de eventos de las cinco
variedades de cafa transformadas (Fig. 4.6). Sin embargo, cuando los mismos
eventos son analizados por ‘“Northern blot” con una sonda que hibrida al ARN
mensajero del casete de resistencia viral, no se observa ninguna banda discreta de
alto peso molecular (Fig. 4.7). Esto indicaria que no hay una acumulacién estable del
transcripto o que se acumula en cantidades inferiores al limite de deteccion de la
prueba. Este resultado es esperable si la construccion tipo horquilla presente en pUBI
VIR3 Nptll desencadena adecuadamente el silenciamiento génico (Prins et al.,
2008).

La presencia de siRNAs provenientes de la construccion tipo horquilla de
pUBI VIR3 Nptll representaria una clara evidencia de que se desencadena el
silenciamiento a partir de las secuencias virales alli incluidas. Para detectar dichos
siRNA se realizdo un “Northern blot” para ARNs pequetios (gel de polyacrilamida
17,5%) y se utilizé como sonda radiactiva (*P) el fragmento del gen P3 clonado en
el plasmido pUBI VIR3 Nptll. En la Fig. 4.8 se observa una banda débil de un
tamafio estimado de 24 nucleotidos solo para la planta control infectada con mosaico
y para el evento IAF 32.1. En el evento IAF 20.3 se observan dos bandas débiles que
se estima que corresponderian a siRNAs de 21 y 24 nucledtidos respectivamente
debido a la clara separacion electroforética de las mismas (Dunoyer et al., 2010b).
Estas bandas se encuentran cercanas al limite de deteccion del protocolo ensayado,
por lo que tedricamente seria posible detectar ARNs pequefios en las demds muestras
mejorando las condiciones experimentales. Dicho experimento no se pudo repetir
por limitaciones de tiempo durante la estadia del doctorando en el CICVyA, en
donde fueron realizados los ensayos (la Chacra Experimental no cuenta con sala de

material radiactivo).
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Cabe notar que la acumulacion de siRNA provenientes de una construccion
tipo horquilla es condicion necesaria pero no suficiente para generar un fenotipo de
resistencia. Shimizu y colaboradores (2011) reportaron la obtencion de plantas
transgénicas de arroz que expresaban construcciones tipo horquilla generadas a partir
de todos los genes del Rice stripe virus (RSV). A pesar de que todas las lineas
transgénicas acumulaban siRNAs especificos de cada construccion, observaron un
fenotipo de resistencia para dos de los genes virales, un fenotipo de resistencia
moderada para otros dos genes virales y un fenotipo susceptible para los restantes 3
genes virales utilizados en la construccion. En un estudio similar, Lin y
colaboradores (2011) analizaron la eficacia de construcciones generadas a partir de
10 fragmentos que cubren todo el genoma del begomovirus Tomato leaf cur!
Taiwan virus (TOLCTWYV) para conferir resistencia via el desencadenamiento de
silenciamiento génico y encontraron que dos construcciones otorgan resistencia,
otras dos construcciones retrasan la aparicion de sintomas, mientras que el resto de
las construcciones no afectaban a la infeccion viral.

El fenotipo de resistencia o tolerancia en una planta conferido por un transgén
de resistencia resulta de una compleja interaccion de varios factores. Entre ellos
figuran la identidad de secuencia entre el transgén y el virus infectante, la region
viral seleccionada para ser incluida en la construccion de resistencia, los efectos del
cultivo de tejidos y el silenciamiento de transgenes en las plantas transformadas, la
susceptibilidad natural al virus del genotipo de planta transformado, la patogenicidad
del virus y su capacidad de interferir con el mecanismo de silenciamiento génico a
través de supresores del silenciamiento virales, la interaccion con el sistema de
inmunidad innata presente en las plantas y posiblemente otros factores (Ali et al.,
2010, Bucher et al., 2006, Harrison, 2002, Prins, 2003, Prins et al., 2008, Shimizu et
al., 2011, Voinnet, 2005). Debido a la complejidad de estas interacciones, resulta de
importancia evaluar un nimero grande de eventos bajo condiciones controladas y
bajo las condiciones en las que se desarrolla el cultivo habitualmente para realizar
una adecuada seleccion de aquellos eventos que expresan el fenotipo de resistencia

deseado y conservan las caracteristicas agronémicas del genotipo transformado.
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V. Conclusiones Generales

La cafia de azlcar es un cultivo de importancia econémica mundial ya que
produce la mayor parte del azicar de consumo y ademas se perfila como uno de los
cultivos mas eficientes para la produccion de bioenergia. La produccion de cafia de
azicar se ve limitada por factores abiodticos y bidticos. Los programas de
mejoramiento genético buscan incorporar mejores caracteristicas agronomicas y
sanitarias a genotipos adaptados a cada agroecosistema, aunque la cafia, un hibrido
interespecifico de genoma aneuploide y alopoliploide, representa un reto importante
a las técnicas clasicas de mejoramiento. La Biotecnologia, a través del desarrollo de
plantas transgénicas, se ha convertido en una herramienta poderosa para incorporar
genes y caracteres de interés agrondmico, salteando las barreras reproductivas que
limitan la base del germoplasma disponible para los mejoradores.

Entre las enfermedades virales de cafia de azucar, el mosaico es la de mayor
importancia a nivel mundial, siendo causada por los potyvirus SCMV y SrMV.
Aunque existen fuentes de resistencia a la enfermedad dentro del germoplasma del
género Saccharum, muchas variedades de cafia de azicar se utilizan a nivel
comercial por su buen desempefio agrondmico, aunque muestran distintos grados de
susceptibilidad a la enfermedad. La transgénesis, explotando el mecanismo de
silenciamiento génico, podria subsanar esta deficiencia sanitaria y aumentar la vida
util de las variedades desarrolladas.

En la presente Tesis se propusieron los siguientes objetivos: 1) Desarrollar un
protocolo rapido y econdmico para la amplificacion y secuenciacion de secuencias
virales a partir de muestras de cafia de azlcar con sintomatologia de mosaico, 2)
Realizar un amplio muestreo de los agentes causales del mosaico en la Argentina y
paises limitrofes y realizar una caracterizacion de la diversidad genética a nivel de la
secuencia nucleotidica del gen de la proteina de capside, 3) Clasificar los agentes
causales del mosaico en grupos discretos y seleccionar las regiones virales mas
conservadas para ser utilizadas en el disefio de un transgén de resistencia amplia y
duradera, 4) Obtener plantas de cafia de azucar transgénicas que expresen el transgén
de resistencia y evaluar su desempefio en un ensayo de infeccion artificial en

invernaculo y en un ensayo a campo bajo condiciones naturales de infeccion.
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En el Capitulo I se describe el desarrollo de un protocolo de extraccion rapida
de acidos nucleicos a partir de hojas de cafia de azlicar con sintomatologia de
mosaico. Se obtuvo un protocolo simple, econémico, que minimiza los riesgos de
contaminacion cruzada y permite a una persona extraer hasta 200 muestras por dia.
A partir de los extractos crudos de hoja es posible amplificar ARN viral por RT-PCR
en un solo paso o amplificar secuencias de ADN insertadas en el genoma vegetal
(transgenes). Los productos de amplificacion se pueden secuenciar directamente con
los iniciadores utilizados en la amplificacion. El protocolo desarrollado resultd en
una publicacion original (Gémez et al., 2009) y viabilizé un estudio a gran escala de
la variabilidad genética del mosaico en la region. Dicho protocolo puede ser de gran
utilidad a la comunidad de investigadores que trabajan en aspectos relacionados con
la biologia molecular de la cafia de azlcar.

En el Capitulo II se describe el muestreo y analisis por RT-PCR para la
presencia del SCMV y el StMV de 567 plantas con sintomas de mosaico
pertenecientes a 102 genotipos distintos de cafia colectadas en 104 sitios de muestreo
en Argentina, Bolivia, Uruguay y Paraguay. Se determind que el principal agente
causal del mosaico en la region es el SCMV (94,5% de las muestras), con un
porcentaje bastante menor del STMV (3,4% de las muestras) y niveles bajos de
coinfeccion (0,5%). La secuenciacion de un fragmento del gen de la proteina de
capside de las muestras virales y su andlisis filogenético permitio clasificarlas en
cuatro grupos discretos, utilizando como valor de corte una identidad de secuencia
de 0,91: STMV grupo HS y dentro del SCMV grupos SCE, MZ y W, este tltimo un
nuevo grupo propuesto dentro de la clasificacion del SCMV. La secuenciacion de un
fragmento del gen P3 de un subset de muestras representativo de todos los grupos
virales permitio identificar una region evolutivamente conservada de interés para el
disefio de un transgén de resistencia. Se secuenci6é ademas el genoma completo de
dos muestras del SCMV, una perteneciente al grupo SCE y otra al grupo W, lo que
permitié una caracterizacion mas profunda de los virus estudiados. Las secuencias
virales obtenidas fueron depositadas en GenBank, totalizando 501 secuencias. En
conclusion, fue posible clasificar los agentes causales del mosaico en grupos
discretos y en vistas de disefiar una construccion de resistencia que contemple la
variabilidad genética de los mismos.

En el Capitulo III se describe el disefio y obtencion de una construccion para

desencadenar en cafas transgénicas el silenciamiento génico contra los virus del
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mosaico. Se eligi0 una construccion tipo horquilla en la que se clonan tres
fragmentos de cDNA viral dispuestos en direccion sentido y antisentido a ambos
lados de un intron. Este tipo de construcciones han demostrado ser las mas eficientes
para desencadenar el silenciamiento génico y se espera que confieran una resistencia
amplia y duradera contra el mosaico. Este representa el primer informe de una
construccion disefiada para otorgar resistencia al SCMV y StMV simultaneamente
en cafa de azucar. Utilizando el gen selector Nptll en experimentos de
transformacion biolistica se obtuvieron 395 eventos putativos a partir de cinco
variedades de cafia que presentan diferentes niveles de susceptibilidad a la
enfermedad. Se seleccionaron variedades que tuvieron importancia econémica y
cuya adopcion decayd por la susceptibilidad al mosaico o variedades que estan
cobrando importancia econdémica pero que son susceptibles. En conclusion, fue
posible obtener cafias transgénicas que incorporaron el transgén de resistencia,
aunque la eficiencia de transformacion fue variable entre los genotipos dependiendo
principalmente del tipo y la calidad de callos que generaban.

En el Capitulo IV se describe la caracterizacion fenotipica de los eventos
obtenidos en el laboratorio. Se rusticaron en invernaculo un gran numero de
plantines pertenecientes a 395 eventos putativos, registrandose 3530 plantines
sobrevivientes a la aclimatacion en tierra. Se realizd un ensayo de inoculacion
artificial con un extracto infectivo de SCMV (grupo SCE). Por motivos que no estan
del todo claros, la eficiencia de infeccion fue baja, 9% en promedio para los
controles no transgénicos y de 11% en promedio para los transgénicos, por lo que no
se pudo observar una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.
Se decidi6 plantar en un ensayo a campo todos los eventos que no se infectaron en el
ensayo de inoculacion artificial. El ensayo fue plantado con parcelas no replicadas
que contenian entre 1 y 18 plantas transgénicas por evento, segin la capacidad de
regeneracion que habia demostrado cada evento en el cultivo de tejidos. El ensayo
fue rodeado de plantas de cafia altamente infectadas con mosaico y se seleccioné una
fecha de plantacion (enero) para que coincida el pico maximo de poblacion de afidos
vectores con el estadio joven de la cafia, cuando es mas susceptible a la enfermedad.
Se registro la aparicion de sintomas visuales en cada planta en dos fechas. Se evaluo
la proporcion de plantas sanas en los controles no trasngénicos y la proporcion de
plantas sanas para cada evento, que fue comparado con el control no transgénico

correspondiente. Dos variedades mostraron niveles de infeccion muy bajos en los
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controles no transgénicos por lo que es dificil extraer conclusiones con significancia
estadistica. En las tres variedades mas susceptibles transformadas (NA 84-3013, NA
84-3419 y CP 72-2086) se observaron un total de 9 eventos con proporcion de
plantas enfermas no significativamente distinta de los controles, 41 eventos con una
proporcion estadisticamente menor a los controles y 34 eventos resistentes al
mosaico bajo las condiciones ensayadas. La multiplicacion a campo del material
sembrado permitira la implementacion en futuras campafias de ensayos con réplicas
y con un mayor poder de discriminacion a nivel estadistico.

En una caracterizacion molecular de un subset de eventos, se determind por
RT-PCR que hay transcripcion activa a partir del casete de resistencia viral, pero que
no se acumula en niveles detectables por “Northern blot”. Se realizd un “Northern
blot” para detectar siRNA generados a partir del casete de resistencia pero solo se
pudo detectar bandas débiles del tamafio esperado para 2 de los 9 eventos ensayados.
Seria conveniente repetir este experimento con las condiciones optimizadas para
obtener sefiales mas robustas a partir de las muestras y confirmar el
desencadenamiento del silenciamiento génico.

Los resultados reportados en la presente Tesis han contribuido
significativamente al conocimiento sobre los agentes causales del mosaico de la cafia
de azlcar y su diversidad genética en la region. La estrategia de transgénesis
adoptada y los eventos obtenidos han demostrado resultados promisorios, que sin
embargo requieren de una mayor caracterizacion a nivel fenotipico y molecular para
identificar eventos resistentes al mosaico y que conserven las caracteristicas

agronomicas del genotipo transformado.
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Materiales y Métodos

1. Coleccion de muestras a campo

Se tomaron muestras de cafia de azicar de entre tres y seis meses de edad con
sintomatologia de mosaico. La muestra consiste en una seccion de aproximadamente
20 c¢m de la porcion basal de la lamina de la hoja 0 o +1 (ésta ultima es la primer
hoja con la ligula completamente visible). Las muestras de hoja se conservan a 4°C
desde el momento de la recoleccion hasta su llegada al laboratorio, en donde son
procesadas de acuerdo al protocolo rapido de extraccion viral y el tejido restante se
conserva a -80°C. El tiempo maximo transcurrido entre la recoleccion de las
muestras y su procesamiento o almacenamiento en el freezer fue de 7 dias.

2. Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion de acidos nucleicos totales se utilizo el protocolo de CTAB
modificado (Doyle y Doyle, 1987). Se parte de 0,1 g de hoja de cana de azicar
triturada en un mortero preenfriado a -80 °C y se realizan dos extracciones sucesivas
1:1 vol/vol con cloroformo/isoamilico (24:1). El precipitado final se resuspende en
40 pl de agua libre de nucleasas. E1 ADN obtenido fue utilizado como templado para
las reacciones de amplificacion por PCR.

La extraccion de ARN total se realizo utilizando el RNeasy Plant Mini Kit
siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen Sciences, Maryland, EEUU).
Alternativamente, se utilizo el protocolo de Trizol (Invitrogen, Life Technologies
Corporation, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se parte de 0,1 g de
hoja de cafia de aztcar congelada y molida y el ARN extraido se resuspende en 40 pl
de agua libre de RNasas.

3. Protocolo de RT-PCR de fragmentos del genoma viral
3.1. Amplificacion de un fragmento del gen de la proteina de capside del SCMV
y SrMYV para diagndstico

Se amplificaron fragmentos de 850-900 pb correspondientes al gen de la
proteina de capside del STMV con los iniciadores StMV F3 y StMV R3 (Yang y
Mirkov, 1997) y del SCMV con los iniciadores SCMV F4 (Alegria et al., 2003) y
SCMV R3 (Yang y Mirkov, 1997). La reaccion de RT-PCR (40 ul volumen final)
contenia 2 ul de muestra del protocolo rapido de extraccion viral (ver punto 4), 4 ul
de Buffer PCR 10 X -KC1 +Tween (Tris-base 100 mM, Tween 20 0,1%, pH 8,8),
una concentracion final de 0,2 mM de dNTPs, 1 uM de cada iniciador, 2 mM de
MgCl,, 1 unidad de Taq DNA Polimerasa, 16 unidades de inhibidor de ribonucleasas
Ribolock y 16 unidades de la transcriptasa reversa del M-MuLV “RevertAid H
minus”. Para los iniciadores especificos del SCMV y del StMV el programa de
termociclado fue el siguiente: 42°C por 45 min., 95°C por 2 min., 35 ciclos a 94°C
por 30 seg., 60°C por 30 seg. y 72°C por 1 min. y una extension final a 72°C por 5
min. Todas las enzimas fueron compradas a Fermentas, Lituania. Los
oligonucle6tidos fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT),
EE.UU.

Alternativamente se utilizaron los iniciadores degenerados oligoln y oligo2n
que detectan los potyvirus que infectan poaceas (Marie-Jeanne ef al., 2000) mediante
la amplificacion de un fragmento del gen de la proteina de capside de
aproximadamente 330 pb. Se utilizaron las mismas condiciones de amplificacion con
el siguiente programa de termociclado: 42°C por 45 min., 95°C por 2 min., 45 ciclos
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de 94°C por 45 seg., 50°C por 2 min., 72°C por 50 seg., y una extension final a 72°C
por 5 min.

Los controles positivos del StMV fueron provistos por el Dr. A. Castagnaro
(Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres, Tucuman) y los controles
positivos de SCMV fueron colectados en la Chacra Experimental y confirmados
serologicamente con un antisuero policlonal provisto por el Dr. M. Grisham (USDA,
ARS Houma, Luisiana).

3.2. Amplificacion de los genes HC-Pro y P3 del SCMYV y del SrMV

Para amplificar un fragmento abarcando parte del gen HC-Pro y P3 se
utilizaron los iniciadores degenerados Oli96 y Oli97 (Tabla M.1). La sintesis de
cDNA y la amplificacion fue realizada en un solo paso a partir de 2 pl de ARN total
purificado con el “RNeasy Plant Mini Kit” siguiendo las instrucciones del fabricante
(Qiagen Sciences, Maryland, EEUU). Las condiciones de amplificacion fueron
iguales a las descriptas para el gen de la proteina de capside excepto que se uso el
Buffer PCR 10 X +KCl (Fermentas) y el siguiente programa de termociclado: 42°C
por 45 min., 95°C por 2 min., 45 ciclos de 94°C por 30 seg., 45°C por 2 min., 72°C
por 90 seg. y una extension final a 72°C por 5 min.

3.3. Amplificacion de los genes NIb y CP completos y de la region 3° UTR del
SCMV

Se amplificaron los genes NIb, CP y regiéon 3° UTR por medio de dos
productos de RT-PCR parcialmente superpuestos con los iniciadores Oli5 / SCMV-
WIIIF1 y SCMV F4 / Oli95. Se utilizé el mismo protocolo de amplificacion del
punto 3.2 con una temperatura de anillamiento de 55°C.

3.4. Amplificacion de un fragmento del gen de la proteina de capside de SCSMV

Se amplificé un fragmento de 213 pb del gen de la proteina de capside del
Sugarcane streak mosaic virus (SCSMV) con los iniciadores Oli26 y Oli27 (Tabla
M.1) a partir de 2 pl de ARN total purificado con el “RNeasy Plant Mini Kit”. Se
realizo la sintesis de cDNA y amplificacion en un solo paso como en el punto 3.1
pero con una temperatura de anillamiento de 50°C. Los controles positivos fueron
provistos por los Drs. Jean-Claude Girard y Philip Rott (CIRAD, Francia).

Las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador MyCycler
Thermal cycler (Bio-Rad Laboratories Inc, EEUU). Se analiz6 una alicuota de 10 pl
de producto de amplificacion por electroforesis en un gel de agarosa 1,5%
conteniendo 0,5 ug/ml de bromuro de etidio. El gel fue corrido en buffer TBE 0,5X
(Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) y los fragmentos de ADN fueron
visualizados con un transiluminador UV y documentados digitalmente con el
software Doc-it (UVP, EEUU).

4. Protocolo rapido de extraccion viral

Como material de partida se utiliza la porcion basal (20 cm) de hojas jovenes
(hoja 0 o +1, siendo ésta ultima es la primer hoja con la ligula completamente
visible) de plantas de cafia de azlicar de entre tres y seis meses de edad conservada a
4°C por hasta un maximo de siete dias. Para la extraccion viral se utiliza una
modificacion del “rapid virus release protocol” (Thomson y Dietzgen, 1995) segin
lo detallado en el Capitulo I. Brevemente, se secciona un disco foliar de la porcion
basal de la lamina utilizando un tubo eppendorf conteniendo 500 pl de buffer TPS1
(Tris-HCI1 100 mM, KCl 1,0 M, EDTA 10 mM, pH 8,4). Las muestras se incuban por
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10 min. a 95°C, se mezclan en un vortex, se centrifugan brevemente y se guardan a -
20°C hasta su utilizacion. El sobrenadante se puede incorporar directamente a la
reaccion de PCR o RT-PCR (Goémez et al., 2009).

5. Deteccion de SCMYV por métodos serologicos

Para la deteccion de la presencia de SCMV en hojas se utilizo la técnica de
“Leaf Printing Immunoassay” (Guzman y Victoria, 2001) modificada. Para ello se
imprime la nervadura central de la hoja 0 o +1 en una membrana de nitrocelulosa
presionandola manualmente y se incuba la membrana por una hora a 70°C en una
estufa. La membrana se bloquea en buffer #1 (Tris HCI 100 mM, NaCl 150 mM, pH
7,5) con 2% de leche en polvo (descremada) y luego se hibrida por 1 hora con el
antisuero IgG anti-SCMV (Bioreba AG, Suiza) diluido 1:1000 en buffer #1 con
leche en polvo 1%. Luego de 3 lavados de 15 minutos en buffer # 1, se hibrida por 1
hora con antisuero anti- IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina diluido
1:8000 en buffer #1 con leche en polvo 1%. Luego de tres lavados en buffer #1, se
revela con 100 ml de buffer de revelado (Tris base 0,2 M, pH 9,1) conteniendo 15
mg napthol-AS-fosfato disuelto en 250 pl de dimetilformamida, 0,1 g Fast Blue BB
y 0,5 ml MgCl, 0,IM. Luego de 20 minutos de revelado en la oscuridad, la
membrana se lava con agua y se aclara con lavandina 20% por 20 minutos. Estas
incubaciones se realizan a temperatura ambiente agitando las muestras a 80 rpm. Los
reactivos utilizados fueron de Sigma-Aldrich Co, EE.UU., excepto la lavandina
(Ayudin S.A) y la leche en polvo descremada (Svelty, Nestle).

6. Secuenciacion
6.1. Secuenciacion de los productos de RT-PCR

Los productos de RT-PCR se enviaron a Macrogen Inc (Corea) donde se los
purifico con el sistema “Exo-SAP-IT” (Affymetrix, EE.UU.) y secuencio utilizando
“BigDyeTM terminator technology” en un secuenciador ABI Prism 3730XL
(Applied Biosystems). Los productos de RT-PCR del gen de la proteina de capside
(850-900 pb) del SCMV vy del SrMV fueron secuenciados directamente con los
mismos iniciadores de amplificacion, a excepcion del iniciador sentido (SCMV F4)
de SCMV, que fue modificado (Oli39) para cumplir con las especificaciones de
secuenciacion sugeridas por el proveedor (Tabla M.1).

Los productos de amplificacion que incluyen fragmentos de los genes HcPro
y P3 de SCMV y SrMV amplificados con los iniciadores O1i96 y Oli97, asi como los
fragmentos de CP de potyvirus que infectan Poaceae amplificados con los
iniciadores Oli40 y Oli41, fueron secuenciaron con los iniciadores universales M13F
y Promotor T3. Los iniciadores Oli40 y Oli96 cuentan en su extremo 5° con la
secuencia del iniciador M13F, mientras que los iniciadores Oli41 y Oli97 cuentan en
su extremo 5°con la secuencia del iniciador Promotor T3, lo que permite el uso de
estos iniciadores universales para secuenciar los productos de RT-PCR obtenidos.

Los fragmentos de amplificacion de los genes NIb, CP y de la region 3'UTR
del SCMV fueron secuenciados con los mismos iniciadores usados en la
amplificacion y con iniciadores que hibridan internamente en la secuencia.

6.2. Secuenciacion del genoma completo de SCMV

Para la secuenciacion del genoma completo del SCMV se obtuvieron 9 fragmentos
parcialmente superpuestos mediante la técnica de RT-PCR (ver punto 3) a partir de
los iniciadores que se detallan en la tabla M.1. Los iniciadores fueron disefiados
utilizando el software Bioedit (Hall, 1999) y Vector NTI (Invitrogen Corporation,
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EEUU) a partir de un alineamiento de 12 genomas completos del SCMYV aislados de
cafia de aztiicar comercial y maiz (entradas de GenBank GU474635, EU091075,
AY149118, AY042184, AF494510, AM110759, AY569692, AJ278405, AJ310105,
AJ310104, AJ310103 y AJ310102).

Las secuencias fueron curadas manualmente, descartandose las secuencias de
baja calidad o que presentaran cromatogramas superpuestos. Las secuencias sentido
y antisentido obtenidas fueron ensambladas utilizando el software Seqman Pro del
paquete Lasergene 7 (DNAstar Inc), que tiene en cuenta la calidad de cada base para
recortar los extremos y definir el consenso.

7. Analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas

Las secuencias ensambladas fueron comparadas contra las depositadas en
GenBank con el software BLAST (Altschul et al., 1990).

Las secuencias fueron alineadas con el algoritmo ClustalW a través del
software Bioedit (Hall, 1999). Los extremos de las secuencias alineadas fueron
recortados para que todas las secuencias tuvieran el mismo largo. Las matrices de
identidad y graficos de entropia se construyeron utilizando también el software
Bioedit.

Los arboles filogenéticos fueron construidos utilizando el algoritmo
“Neighbor Joining” (Saitou y Nei, 1987) con el software MEGA 4 (Tamura et al.,
2007), calculando los valores de “Bootstrap” (Felsenstein, 1985) sobre un total de
1000 remuestreos. Las distancias evolutivas fueron calculadas utilizando el método
de Kimura de dos parametros (Kimura, 1980) en el caso de secuencias nucleotidicas
y matrices de Dayhoff en el caso de secuencias aminoacidicas (Dayhoff et al., 1972).

Para identificar posibles muestras recombinantes de SCMV se utilizo la
herramienta Virus Genotyper (Rozanov et al., 2004) del “National Center for
Biotechnology Information (NCBI) disponible en
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formgape.cgi).

8. Clonado de un transgén de resistencia al mosaico

Para construir los plasmidos que llevan las secuencias derivadas del genoma
viral se utilizaron técnicas clasicas de clonado; enzimas de restriccion, PCR y
“overlapping” PCR (Sambrook y Russell, 2001). Todos los fragmentos presentes en
las construcciones finales fueron primero clonados en pBluescript SK y secuenciados
para confirmar su identidad y orientacion.

Como resultado final de una serie de 13 pasos de clonado, se obtuvieron 4
plasmidos para la transformacion biolistica de cafia de aztcar. Los plasmidos pUBI
VIR3 y pUBI VIR3 Nptll portan tres fragmentos del genoma viral (ver mas abajo),
mientras que los pldsmidos pUBI VIR2 y pUBI VIR2 Nptll portan dos fragmentos
virales, ya que se excluyo el fragmento del gen de la proteina de capside de SCMV
grupo MZ. Los plasmidos denominados “NptIl” portan el gen de resistencia a
geneticina como marcador selectivo en plantas, mientras que los que no lo llevan
pueden ser utilizados para cotransformar con otros genes selectores de interés
localizados en un plasmido o fragmento independiente.
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Tabla M.1. Iniciadores para RT-PCR y secuenciacion. Codigo IUPAC para bases degeneradas.

Iniciador Secuencia 5" - 3" Aplicacion Posicion de Referencia
hibridacion en
genoma viral y
orientacion (*)
StMV F3 AAGCAACAGCACAAGCAC RT-PCR de CP de SrMV y secuenciacion 8429, sentido Yang y Mirkov, 1997
SrMV R3 TGACTCTCACCGACATTCC RT-PCR de CP de SrMV y secuenciacion 9281, antisentido Yang y Mirkov, 1997
SCMV R3  AGCTGTGTGTCTCTCTGTATTCTC RT-PCR de CP de SCMV 9265, antisentido Yang y Mirkov, 1997
SCMV F4 GTTTTYCACCAAGCTGGAACAGTC RT-PCR de CP de SCMV 8384, sentido Alegria y otros, 2003
0li48 GTGTGTCTCTCTGTATTC Secuenciacion SCMV 9267, antisentido Este trabajo
0Oli39 GTTTTYCACCAAGCTGG Secuenciacion SCMV 8384, sentido Este trabajo
Oligoln ATGGTHTGGTGYATHGARAAYGG RT-PCR de potyvirus de Poaceae 8881, sentido Marie-Jeanne y otros, 2000
Oligo2n TGCTGCKGCYTTCATYTG RT-PCR de potyvirus de Poaceae 9190, antisentido Marie-Jeanne y otros, 2000
0Oli40 GTAAAACGACGGCCAGTATGGTH RT-PCR de potyvirus de Poaceae (Oligoln) 8881, sentido Este trabajo
TGGTGYATHGARAAYGG con adaptador para secuenciacion
Oli41 ATTAACCCTCACTAAAGTGCTGCK RT-PCR de potyvirus de Poaceae (Oligo2n) 9190, antisentido Este trabajo
GCYTTCATYTG con adaptador para secuenciacion
0Oli9%6 GTAAAACGACGGCCAGTATGCAY RT-PCR gen P3 de SCMV y SrMV con 2098, sentido Este trabajo
GTNATHGAYTCDTAYGG adaptador para secuenciacion
01197 ATTAACCCTCACTAAAGTCDSVYT RT-PCR gen P3 de SCMV y StMV con 3094, antisentido Este trabajo
CRTAYTCVTCBTCTCT adaptador para secuenciacion
0l1i26 AGCGGGAAACCCATAATACC RT-PCR de CP de SCSMV 9308, sentido Este trabajo
0li27 CAGGTCCGTGTCCTCATCTC RT-PCR de CP de SCSMV 9501, antisentido Este trabajo
Oli5 TTTTGGCACTGTGATTTTGC RT-PCR de Nib de SCMV vy secuenciacion 8654, antisentido Este trabajo
SCMV- GGTTGATTCAGCTCCCAAAGGTTT RT-PCR de Nib de SCMV vy secuenciacion 6759, sentido Este trabajo
WIIIF1 GT
0Oli95 TCACCAAGAGACTCGCAGCA Amplificacion y secuenciacion del genoma 9549, antisentido Este trabajo
completo SCMV grupo W
01i90 AAACAACAAAACTCAACACAACA Amplificacion y secuenciacion del genoma 1, sentido Este trabajo
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Oli91

0li92

01193

0Oli%4

SCMV-
WIIF1
SCMV-
WIIR1
SCMV-
WIIF2
SCMV-
WIIR2
SCMV-
WIIIR1
SCMV-
WIIIR2
Oli142

Olil44

Olil

SCMV-R

CAAC
AARTTAYGTAGATCAATTAAACC

GATATTAGATGCGTAGCTGAT
GAYTTYCCACCATTYCCWATGCG
CCYTTTGGTGCYGTBACRCT
CACTATAATCGTCACTATGAATGA
TGCGGATGCATTGAACCATCAAA
AGGCAGCATTTATGTGTTTCGCAT
QTCGCCATTTCCTTTGGGTGCTGT
TCCTGTGGGCGGTTGTGAACCTT
CCTCCTCTTTTATGCCTGACCCTA
AGTA
CCGTATCTTGGCATGTATCG
CAGTCATGGGCAGAATTGTC
ACCAGATCTCCCCCAAATCCAC

TATAACTGGCTCGATCGCGACTT

completo SCMV grupo W

Amplificacion y secuenciacion del genoma
completo SCMV grupo W

Amplificacion y secuenciacion del genoma
completo SCMV grupo W

Amplificacion y secuenciacion del genoma
completo SCMV grupo W

Amplificacion y secuenciacion del genoma
completo SCMV grupo W

Amplificacion y secuenciacion del genoma
completo SCMV grupo W

Amplificacion y secuenciacion del genoma
completo SCMV grupo W

Amplificacion y secuenciacion del genoma
completo SCMV grupo W

Amplificacion y secuenciacion del genoma
completo SCMV grupo W

Amplificacion y secuenciacion del genoma
completo SCMV grupo W

Amplificacion y secuenciacion del genoma
completo de SCMV-W

Diagnostico de transgénicas transformadas c/
pUBI VIR3 NptlI

Diagnostico de transgénicas transformadas c/
pUBI VIR3 NptlI

RT-PCR de ARNm de transgénicas
transformadas ¢/ pUBI VIR3 NptII

RT-PCR  de ARNm de transgénicas
transformadas ¢/ pUBI VIR3 NptII

2691, sentido
2841, antisentido
6376, sentido
6493, antisentido
3045, sentido
4774, antisentido
4628, sentido
6499, antisentido
8534, antisentido

8290, antisentido

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

(*) Posiciones de hibridacion en base a los genomas completos del SCMV aislamiento Brisbane (GenBank AJ278405), STMV aislamiento H

(GenBank U57358) y SCSMV aislamiento PAK (GenBank GQ388116).
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El plasmido final de transformacion pUBI VIR3 Nptll consta de dos casetes de
expresion; uno de resistencia a antibidtico utilizado para la seleccion de callos de caia
de aztcar transformados y el otro de expresion de secuencias derivadas de los virus del
SCMV y del StMV en un casete tipo horquilla o “hairpin” en inglés (Eamens et al.,
2008, Waterhouse et al., 2001). Se utiliz6 el promotor de gen de la actina de arroz
(McElroy et al., 1991) para dirigir la expresion del gen de resistencia a antibiotico Nptll
y el terminador de la transcripcion NOS del gen nopalina sintetasa de Agrobacterium
tumefaciens, ambos clonados a partir del plasmido pGREEN0029 (Hellens et al., 2000).
Se utilizo el promotor del gen de ubiquitina de maiz junto con el primer exon y primer
intron clonado a partir del plasmido pAHC20 (Christensen y Quail, 1996) para dirigir la
expresion del casete de resistencia a virus, junto con el terminador de la transcripcion
358 del virus CaMV (Cauliflower mosaic virus). Se clonaron rio abajo del promotor de
la ubiquitina del maiz tres fragmentos de los genomas virales en orientaciones opuestas
a ambos lados del intron IVS 6 de maiz: 1) un fragmento de 395 pb del gen P3 de
SCMYV grupo SCE, 2) un fragmento de 318 pb del gen de la proteina de capside de
SrMV, y 3) un fragmento de 316 pb del gen de la proteina de capside de SCMV grupo
MZ (no homologo al fragmento de STMV).

9. Cultivo de tejidos de cafia de azucar y transformacion
9.1. Obtencion de callos de cafia para transformacion biobalistica

Se corta la seccion apical (llamada cogollo) de rebrotes tiernos de plantas de
cafia de azlcar de campo y se trasladan al laboratorio para su desinfeccion. Se remueven
las hojas externas hasta un didmetro aproximado de 15 mm, se incuban en Iperlate
0,15% por 20 min. (Agro-Care Chemical Industry Group Limited) y, luego de un
enjuague con agua destilada, se incuban con etanol 70% por un minuto y con
hipoclorito de sodio al 30% por 30 min. Trabajando en un flujo laminar se enjuagan tres
veces con agua deionizada (milliQ) estéril y se remueven las hojas externas hasta un
didmetro aproximado de 10 mm. A continuacion se corta la seccion central del cogollo
desinfectado en discos de 2 mm de espesor que se distribuyen en placas de Petri con
medio MSE3 Cx2 (Murashige y Skoog, 1962). El medio MSE3cx2 contiene sacarosa 20
g/L, caseina 0,5g/L, sales MS 4,33 g/L, FeSO4/EDTA 0,1 mM, vitaminas MS, el
antibiodtico cefotaxima 200 mg/L, la hormona 2,4-D 3 mg/L y agar 9 g/L. Los explantos
se incuban en la oscuridad y a 28-30° C durante 2 a 3 meses y se repican a medio fresco
cada dos semanas. Luego de dos a tres meses de cultivo in vitro, se obtienen callos de
tipo embriogénico que son facilmente distinguibles por ser blancos, globulares y
friables. Estos callos se separan con un bisturi y se usan como tejido blanco para
transformacion por biobalistica.

9.2. Transformacion por biobalistica

Para la transformacion por biobalistica se utilizd un caiidén génico del tipo
“Particle Inflow Gun” (Finer et al., 1992) fabricado en la Chacra Experimental. En
dicho cafidon, un pulso de gas helio acelera particulas de tungsteno recubiertas del
plasmido utilizado para la transformacion hacia el tejido blanco, que se encuentra en
una camara bajo un vacio parcial. Se utilizaron los siguientes parametros de bombardeo:
8 bar de presion de gas helio, 50 milisegundos de apertura de valvula solenoide, 720
mmHg de presion de vacio en la cdmara de los explantos, 12 cm de distancia al explanto
y 30 segundos de tiempo de liberacion del vacio.
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Se utilizdo el protocolo estandar de transformacion utilizado en la Chacra
Experimental, que es una adaptacion del protocolo reportado por Bower y Birch en
(1992). Para ello se repican los callos a medio osmdtico MSE30 (medio MSE3cx2
contiene 36,4 g/L de sorbitol y manitol, que inducen la plasmolisis celular) y se incuban
por 4 horas. Una hora antes del bombardeo se abren las placas en el flujo laminar para
eliminar el exceso de humedad de los callos. Cada placa se bombardea con 0,5 pg de
particulas de tungsteno M10 suspendidas en etanol (Bio-Rad Laboratories Inc, EEUU)
sobre las que se precipitd previamente 4 pg de plasmido utilizando espermidina 0,1 My
cloruro de calcio 2,5 M. Luego de cada disparo, los callos permanecen en medio
MSE3O por 4 horas mas y se repican a medio de descanso MSE3c¢cx2 y se incuban en la
oscuridad por 3 o 4 dias. Finalmente, los callos se transfieren a medio selectivo
MSE3Gen45 contiendo 45 mg/L del antibidtico geneticina y se incuban en la oscuridad
a 28-30° C. Se realizan repiques a medio fresco cada 2 semanas. Para inducir la
regeneracion, los callos transformados con las construcciones que portan el gen
selectivo Nptll y que crecen activamente en el medio selectivo se repican a un medio de
regeneracion MSRGen45 y se incuban a 28 °© C y a la luz (16 horas de luz y 8 de
oscuridad). Dicho medio tiene la misma composicion que el medio MSE3cx2, excepto
por la ausencia de la hormona 2,4-D y por la presencia del antibiotico geneticina (45
mg/l) utilizado como agente selectivo.

Los plantines que regeneran a partir de callos y desarrollan un adecuado sistema
radicular son rusticados en inverndculo en una mezcla de mantillo, cachaza y tierra
negra. Las plantines son regados regularmente y podados para estimular un crecimiento
Vigoroso.

9.3. Expresion transitoria del gen reportero uidA

Se confirm¢ la eficiencia de la transferencia de ADN bioldgicamente activo a los
nucleos de células de callos de cafia de aziicar mediante ensayos de transformacion
transitoria con el gen reportero uidA presente en el plasmido pDMC207 (McElroy et al.,
1995). A los 3 dias del bombardeo, los callos transformados con este plasmido fueron
incubados por 16 hs a 37°C en buffer de revelado (sustrato X-gluc 0,01 mg/ml, Triton
X-100 1%, ferrocianuro y ferricianuro de potasio 5 mM, buffer fosfato S0 mM, pH 7,0),
que resulta en la tincién de azul de las células en las que el plasmido ingresa en el
nucleo y es expresado correctamente (Jefterson et al., 1987).

10. Caracterizacion molecular de los eventos de cafna de azicar

transgénicos
10.1. Confirmacion de la transgénesis por PCR

Se prepar6 un extracto crudo de acidos nucleicos a partir de un disco foliar de
cafia de aztcar de campo siguiendo el protocolo descripto en el punto 4. La mezcla de
PCR (25 pl volumen final) contenia 1,25 pl de muestra del protocolo rapido de
extraccion viral, 4 pl de Buffer PCR 10 X -KCI +Tween (Tris-base 100 mM, Tween 20
0,1%, pH 8,8), una concentracion final de 0,2 mM de dNTPs, 1 pM de los iniciadores
Oli142 y Olil44, 2 mM de MgCl, y 1 unidad de Taq DNA Polimerasa. Se utilizé un
programa de termociclado estdndar y los productos de amplificacion fueron analizados
segun fue descripto en el punto 3. Los iniciadores mencionados dan lugar a un producto
de amplificacion de 580 pb a partir de la construccion pUBI VIR3 Nptll.
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10.2. Confirmacion de la expresion del casete de resistencia viral por RT-PCR en
cafia de azicar transgénica

Se amplificé por RT-PCR un fragmento del ARN mensajero generado a partir
del promotor de la ubiquitina que dirige la expresion del casete de resistencia viral
presente en el plasmido de transformacion pUBI VIR3 Nptll. Se utiliz6 1,5 pl ARN
total de cafia de azucar transgénica aislado con el reactivo de Trizol siguiendo las
instrucciones del fabricante y se utilizaron las condiciones de amplificacion descriptas
en el punto 3.1, excepto que se usaron los iniciadores Olil y SCMV-R (Tabla M.1). El
iniciador Olil hibrida dentro del primer ex6n del promotor de la ubiquitina y el
iniciador SCMV-R hibrida dentro de la repeticion directa correspondiente al gen P3 del
SCMV. En los eventos donde se inserta el casete de resistencia a virus se amplifican un
fragmento de 418 pb a partir de un ARN mensajero maduro y un fragmento de 1445 pb
si no se produce el “splicing” del primer intréon de la ubiquitina. Los productos de
amplificacion fueron analizados en un gel de agarosa al 1%.

10.3. Analisis de la transcripcion del casete de resistencia a virus mediante
“Northern blot”

Se corrio 6 ng de ARN total purificado con Trizol en un gel de agarosa al 1%
con MOPS 1X (MOPS 20 mM pH 7,0; acetato de sodio 2mM, EDTA 1 mM pH 8§,0)
como buffer de corrida. El ARN se transfirio a una membrana Hybond N+ (GE
Healthcare Life Sciences, EEUU) por capilaridad segin lo descripto por Sambrook y
Russell en 2001. La membrana fue prehibridada con la solucion Ultrahyb (Ambion, Life
Technologies, EEUU) e hibridada con la misma una sonda radiactiva. Como sonda se
utilizé un fragmento del gen P3 de SCMV clonado en pUBI VIR3 Nptll obtenido por
amplificacion por PCR utilizando los iniciadores SCMV-R y SCMV-F-Xbal-BamHI. El
producto de amplificacion de 409 pb fue sometido a electroforesis en gel de agarosa y
purificado con el kit “Silica Bead DNA Gel Extraction Kit” (Fermentas, Lituania). La
sonda fue marcada radiactivamente con **Pa dCTP utilizando el kit “Prime-a-Gene
Labeling System”, segin las especificaciones del fabricante (Promega Corporation,
EEUU). Luego de la hibridacion con las sonda radiactiva se realizaron exposiciones
durante periodos variables y las autoradiografias obtenidas fueron escaneadas utilizando
el equipo Typhoon 9400 (GeHealthcare). El analisis de las imagenes adquiridas de esta
manera se realizo utilizando el programa ImageQuant™ TL (GeHealthcare.

Para controlar la integridad de las muestras de ARN sembradas, se hibrido la
misma membrana con una sonda marcada radiactivamente de 310 pb amplificado a
partir del gen “housekeeping” 25S rARN de cafa de azicar con los iniciadores
25SrRNA2F y 25SrRNA2R1 (Iskandar et al., 2004).

10.4. Deteccion de ARNs pequeiios derivados del casete de resistencia viral por
“Northern blot”

Se corrio entre 13 y 26 pg de ARN total purificado con Trizol en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida 17,5% (bisacrilamida/acrilamida 19:1, urea 7 M), en
buffer TBE 0,5X. Una vez finalizada la corrida se tifi6 el gel en una solucion de BrEt 40
mg/l y se adquiri6 la imagen con un equipo Typhoon 9400. EI ARN se transfirio a una
membrana de nylon Hybon-NX (GE Healthcare Life Sciences, EE.UU.) por
electrotransferencia. La prehibridacion se realizé durante 2 horas a 42°C en buffer de
prehibridacion (SSC 5X, Na,HPO4 20 mM pH 7,2, SDS 7%, solucion de Denhardt 2X,
0,04 mg/ml de DNA de esperma de salmon desnaturalizado) y se realizo la hibridacion
durante la noche a 42°C. Se utilizo la misma sonda radiactiva que en el punto 10.4 y se
adquirieron las imagenes de segun lo detallado en el mismo punto.
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11. Inoculacion artificial de plantas de cafia de azucar en invernaculo
con SCMV

Para la preparacion de un extracto infectivo de SCMV, se trituran en una
licuadora hojas de cafia de aztcar con sintomatologia de mosaico con 1:5 peso/volumen
de buffer fosfato 0,1 M pH 7,0 y Na,SO3 al 0,13 %.

Para la inoculacion artificial de plantas de cafia en el estadio de 4-6 hojas, se
espolvorean las hojas 0 o +1 con el abrasivo carborundo (mesh 240) y se las frota
utilizando un guante previamente mojado con el extracto infectivo fresco mantenido en
hielo. Se evaltia visualmente la aparicion de sintomas (mosaico de colores verde claro y
oscuro en la lamina de las hojas) cada 15 dias. Se determina la presencia del SCMV
utilizando la técnica de “leaf printing inmunnoassay” (Guzman y Victoria, 2001).

12. Evaluacion a campo de la resistencia a mosaico de las plantas

transgénicas obtenidas

Se planto el 25/01/2011 un ensayo a campo en un terreno perteneciente a la
Chacra Experimental Santa Rosa, ubicado a 4 km de la Colonia Santa Rosa, Salta
(coordenadas de GPS, S: 23, 395425°, O: 64,395538°). El suelo es aluvial profundo con
estratificacion bien definida y se lo encuentra en paisaje parcialmente estabilizado del
antiguo ambiente de acumulacion del Rio Colorado. Los materiales aluviales son de
granulometria arenosa, con algunas intercalaciones limosas. Se transplantaron a campo
plantines transgénicos provenientes de invernaculo a razon de un plantin cada 60 cm. Se
incluyeron plantines no transgénicos provenientes de cultivo in vitro y plantines
provenientes de yemas libres de virus para ser usados como controles de la infeccion
natural. Se plant6 una parcela no replicada conteniendo entre 1 y 18 plantines de cada
evento, segun la cantidad de material disponible originado en el laboratorio de
biotecnologia. Para aumentar la presion de virus en el ensayo, tanto las borduras (tres
surcos) como las cabeceras (de cinco metros de largo) y tres surcos internos fueron
plantados con plantines con sintomatologia de mosaico de la variedad altamente
susceptible NA 84-3013. Se realizaron evaluaciones visuales para la presencia de
sintomas de mosaico, registrandose para cada planta la presencia/ausencia de los
mismos. Al afio de implantado el ensayo se realiz6 junto con el mejorador de la Chacra
Experimental Santa Rosa una evaluacion visual de cada parcela para seleccionar los
eventos que no se infectaron con mosaico y se destacaban por sus caracteristicas
agrondmicas (vigor, macollage, nimero de tallos por cepa, ausencia de clorosis u otras
enfermedades sintomaticas), con el objetivo de multiplicarlos en un segundo ensayo a
campo.

Para el analisis estadistico de los datos de campo se utilizo el software InfoStat
(Di Rienzo et al., 2012). Para cada una de las cinco variedades, se estimaron intervalos
de confianza (IC) al 95% para la proporcion de plantas sanas en los controles no
transgénicos. Se seleccionaron aquellos eventos que presentaron mas de tres plantas,
dado que la presencia de menos cantidad de plantas hace que la estimacion de la
proporcion de plantas sanas o enfermas sea imprecisa. Luego, se calculo la proporcion
de plantas sanas para cada uno de los eventos. Si la proporcion de plantas sanas de un
evento se encuentra dentro del IC (95%) para la proporcion de plantas controles sanas
de su misma variedad, entonces no hay evidencia suficiente para decir que la proporcion
de plantas sanas del evento es estadisticamente diferente de la proporcion de plantas
sanas control.
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Apéndice 1

Tabla A.1. Descripcion de las muestras de cafia de aztcar con sintomatologia de
mosaico colectadas en la campafia 2007-2008 y de las secuencias virales derivadas de
las mismas. Los numeros de entrada de Genbank corresponden a la secuencia parcial del
gen de la proteina de capside al menos que se indique lo contrario en la columna “Notas

sobre la secuenciacion”.
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Nimero de Variedad de Q| &| &g Clasificado

Cédigo de | entrada de | Regién/ i cafa de Fecha de SE | como grupo
muestra GenBank Ingenio Area / Parcela Tipo de lote azicar Coordenadas de GPS muestreo viral: Notas sobra la secuenciacion

ARG-761
(07) JX099773 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental RA 96-46 S27 28.455 W65 40.556 | 19/01/2006 | - | + StMV
ARG-762
(07) JX099774 | Tucuman Yaquilo Experimental TUC 96-42 S27 34.144 W65 36.880 | 05/01/2006 | - | + StMV
ARG-763
(07) JX099775 | Tucuman INTA Famailla Experimental CP 75-319 S2700.961 W65 22.852 | 13/04/2007 | - | + StMV
ARG-766
(07) 1X237949 Chacra Chacra Base Experimental | FAM 80-112 | S23 22.364 W64 28.194 | 23/05/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-767
(07) JX237950 Chacra Chacra Base Experimental CP 52-68 S2322.364 W64 28.194 | 23/05/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-768
(07) JX238177 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental NA 56-26 S2700.961 W65 22.852 | 13/04/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-769
(07) JX238178 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | TUC 77-15 S27 00.961 W65 22.852 | 13/04/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-770
(07) JX238179 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | FAM 86-275 | S27 00.961 W65 22.852 | 13/04/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-771
(07) JX237871 Tabacal B50 Comercial NA 84-3419 | S23 14.959 W64 18.688 | 20/04/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-774
(07) J1X237872 Tabacal K43 Comercial NA 84-3419 | S23 18.554 W64 17.040 | 24/04/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-1 - Tabacal A21 Comercial NA 84-3419 | S23 16.840 W64 13.114 | 30/10/2007 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-2 JX237873 Tabacal A21 Comercial NA 84-3419 | S2316.840 W64 13.114 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-3 JX237874 Tabacal A21 Comercial NA 84-3419 | S2316.840 W64 13.114 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-11 JX237875 Tabacal AQ7 Comercial NA 84-3419 | S23 14.690 W64 14.259 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-12 JX237876 Tabacal AQ7 Comercial NA 84-3419 | S23 14.690 W64 14.259 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-13 J1X237877 Tabacal A07 Comercial NA 84-3419 | S23 14.690 W64 14.259 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-21 JX237878 Tabacal B09 Comercial NA 84-3419 | S2315.865 W64 17.312 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-22 JX237879 Tabacal B09 Comercial NA 84-3419 | S2315.865 W64 17.312 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-23 JX237880 Tabacal B09 Comercial NA 84-3419 | S2315.865 W64 17.312 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-31 JX237881 Tabacal B50 Comercial NA 84-3419 | S2314.959 W64 18.688 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-32 JX237882 Tabacal B50 Comercial NA 84-3419 | S2314.959 W64 18.688 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-33 JX237883 Tabacal B50 Comercial NA 84-3419 | S2314.959 W64 18.688 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
ARG-51 JX237884 Tabacal B62 Experimental | NA 03-1051 | S23 15.087 W64 19.532 | 30/10/2007 | + | - SCMV-SCE
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ARG-52 - Tabacal B62 Experimental | NA 03-1051 S23 15.087 W64 19.532 | 30/10/2007 | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-53 IX237885 Tabacal D14 Comercial NA 84-3419 | 823 15.543 W64 20.876 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-54 1X237886 Tabacal D14 Comercial NA 84-3419 | 823 15.543 W64 20.876 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-55 1X237887 Tabacal D14 Comercial NA 84-3419 | 823 15.543 W64 20.876 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-63 JX237888 Tabacal C69 Comercial NA 84-3419 | 823 13.138 W64 20.509 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-64 1X237889 Tabacal C69 Comercial NA 84-3419 | 823 13.138 W64 20.509 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-65 1X237890 Tabacal C69 Comercial NA 84-3419 | 823 13.138 W64 20.509 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-73 1X237891 Tabacal C29 Comercial NA 84-3419 | 823 12.665 W64 19.002 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-74 1X237892 Tabacal C29 Comercial NA 84-3419 | 823 12.665 W64 19.002 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-75 - Tabacal C29 Comercial NA 84-3419 | S23 12.665 W64 19.002 | 30/10/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-83 1X237893 Tabacal C49 Comercial NA 84-3419 | S2311.140 W64 19.174 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-84 1X237894 Tabacal C49 Comercial NA 84-3419 | S2311.140 W64 19.174 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-85 JX237895 Tabacal C49 Comercial NA 84-3419 | S2311.140 W64 19.174 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-93 - Tabacal G17 Comercial NA 84-3419 | S2310.504 W64 26.100 | 30/10/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-9%4 JX237896 Tabacal G17 Comercial NA 84-3419 | S2310.504 W64 26.100 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-95 JX237897 Tabacal G17 Comercial NA 84-3419 | S2310.504 W64 26.100 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-103 JX237898 Tabacal G70 Comercial NA 84-3419 | S23 12.669 W64 27.014 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-104 1X237899 Tabacal G70 Comercial NA 84-3419 | 823 12.669 W64 27.014 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-105 - Tabacal G70 Comercial NA 84-3419 | S23 12.669 W64 27.014 | 30/10/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-108 1X237900 Tabacal G26 Comercial NA 84-3013 | S2313.853 W64 25.452 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-109 1X237901 Tabacal G26 Comercial NA 84-3013 | S2313.853 W64 25.452 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-110 JX237902 Tabacal G26 Comercial NA 84-3013 | S23 13.853 W64 25.452 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-118 JX237903 Tabacal H69 Comercial NA 84-3419 | S23 14.563 W64 24.410 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-119 JX237904 Tabacal H69 Comercial NA 84-3419 | S23 14.563 W64 24.410 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-120 JX237905 Tabacal H69 Comercial NA 84-3419 | S23 14.563 W64 24.410 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
ARG-128 JX237906 Tabacal K23 Experimental | NA 96-122 S23 18.361 W64 17.017 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
JX237907
IX237864
ARG-129 1X238322 Tabacal K23 Experimental | NA 96-122 S23 18.361 W64 17.017 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE CP, extremo 3' del genoma, y P3 parcial
JX237908
JX237868
ARG-130 JX238323 Tabacal K23 Experimental | NA 96-122 S23 18.361 W64 17.017 | 30/10/2007 | + SCMV-W CP, extremo 3' del genoma, y P3 parcial
JX237909
JX237869
ARG-131 1X238324 Tabacal K23 Experimental | NA 96-122 S23 18.361 W64 17.017 | 30/10/2007 | + SCMV-W CP, extremo 3' del genoma, y P3 parcial
ARG-132 - Tabacal K23 Experimental | NA 96-122 S23 18.361 W64 17.017 | 30/10/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-133 - Tabacal K23 Experimental | NA 96-122 S23 18.361 W64 17.017 | 30/10/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-138 JX237910 Tabacal K43 Comercial NA 84-3419 | S23 18.554 W64 17.040 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
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ARG-139 JX237911 Tabacal K43 Comercial NA 84-3419 | S23 18.554 W64 17.040 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-140 JX237912 Tabacal K43 Comercial NA 84-3419 | S23 18.554 W64 17.040 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-148 JX237913 Tabacal K70 Comercial NA 84-3419 | S23 18.655 W64 20.198 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-149 JX237914 Tabacal K70 Comercial NA 84-3419 | S23 18.655 W64 20.198 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-150 JX237915 Tabacal K70 Comercial NA 84-3419 | S23 18.655 W64 20.198 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-158 JX237916 Tabacal K30 Comercial NA 84-3013 | S23 18.094 W64 20.212 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-159 JX237917 Tabacal K30 Comercial NA 84-3013 | S23 18.094 W64 20.212 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-160 JX237918 Tabacal K30 Comercial NA 84-3013 | S23 18.094 W64 20.212 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-168 JX237919 Tabacal K34 Comercial NA 84-3013 | S23 17.829 W64 22.150 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-169 - Tabacal K34 Comercial NA 84-3013 | S23 17.829 W64 22.150 | 30/10/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia

ARG-170 JX237920 Tabacal K34 Comercial NA 84-3013 | S23 17.829 W64 22.150 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-178 JX237921 Tabacal K07 Comercial NA 84-3013 | S23 17.709 W64 18.867 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-179 1X237922 Tabacal K07 Comercial NA 84-3013 | S23 17.709 W64 18.867 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-180 JX237923 Tabacal K07 Comercial NA 84-3013 | S23 17.709 W64 18.867 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-188 - Tabacal K06 Comercial NA 91-383 S23 17.764 W64 18.401 | 30/10/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia

ARG-189 JX237924 Tabacal K06 Comercial NA 91-383 S23 17.764 W64 18.401 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE

ARG-190 JX237925 Tabacal K06 Comercial NA 91-383 S23 17.764 W64 18.401 | 30/10/2007 | + SCMV-SCE
Abra

ARG-198 JX237926 Grande 114 Comercial NA 91-383 S23 03.514 W64 24.751 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra

ARG-199 1X237927 Grande 114 Comercial NA 91-383 S23 03.514 W64 24.751 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra

ARG-200 JX237928 Grande 114 Comercial NA 91-383 S23 03.514 W64 24.751 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra

ARG-208 JX237929 Grande 114 Comercial NA 84-3013 | S23 03.365 W64 24.462 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra

ARG-209 JX237930 Grande 114 Comercial NA 84-3013 | S2303.365 W64 24.462 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra

ARG-210 JX237931 Grande 114 Comercial NA 84-3013 | S23 03.365 W64 24.462 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra

ARG-218 JX237932 Grande 119 Comercial NA 84-3013 | S2303.684 W64 24.144 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra

ARG-219 - Grande 119 Comercial NA 84-3013 | S23 03.684 W64 24.144 | 01/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
Abra

ARG-220 JX237933 Grande 119 Comercial NA 84-3013 | S2303.684 W64 24.144 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra

ARG-228 JX237934 Grande 115 Comercial NA 84-3419 | S23 03.437 W64 23.667 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra

ARG-229 JX237935 Grande 115 Comercial NA 84-3419 | S2303.437 W64 23.667 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-230 JX237936 Abra 115 Comercial NA 84-3419 | S2303.437 W64 23.667 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE

161




Grande

Abra
ARG-238 JX237937 Grande 124 Comercial NA 84-3419 | S2303.158 W64 23.134 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-239 JX237938 Grande 124 Comercial NA 84-3419 | S23 03.158 W64 23.134 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-240 JX237939 Grande 124 Comercial NA 84-3419 | S23 03.158 W64 23.134 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-248 JX237940 Grande J02 Comercial NA 84-3013 | S22 57.608 W64 25.099 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-249 JX237941 Grande J02 Comercial NA 84-3013 | S22 57.608 W64 25.099 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-250 1X237942 Grande J02 Comercial NA 84-3013 | S22 57.608 W64 25.099 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-258 - Grande J20 Comercial NA 91-383 S22 59.445 W64 24.620 | 01/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
Abra
ARG-259 JX237943 Grande 120 Comercial NA 91-383 S22 59.445 W64 24.620 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-260 1X237944 Grande 120 Comercial NA 91-383 S22 59.445 W64 24.620 | 01/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-268 JX237945 Grande - Comercial NA 91-383 S23 01.481 W64 22.605 | 05/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-269 1X237946 Grande - Comercial NA 91-383 S23 01.481 W64 22.605 | 05/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-270 1X237947 Grande - Comercial NA 91-383 S23 01.481 W64 22.605 | 05/11/2007 | + SCMV-SCE
Abra
ARG-280 JX237948 Grande - Comercial NA 97-3152? | S23 01.501 W64 22.596 | 05/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-281 JX237951 Chacra Desmonte, Ens. 95 Experimental | NA 94-1060 | S2322.914 W64 24.387 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-282 - Chacra Desmonte, Ens. 95 Experimental | NA 94-1060 | S2322.914 W64 24.387 | 06/11/2007 | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-286 J1X237952 Chacra Desmonte, Ens. 96 Experimental | NA 84-3013 | S2322.914 W64 24.387 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-287 JX237953 Chacra Desmonte, Ens. 96 Experimental | NA 84-3013 | S2322.914 W64 24.387 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-291 JX237954 Chacra Desmonte, Ens. 99 Experimental | CP 72-2086 | S2322.914 W64 24.387 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-292 JX237955 Chacra Desmonte, Ens. 99 Experimental | CP 72-2086 | S2322.914 W64 24.387 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-296 JX237956 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | NA 86-2280? | S23 23.894 W64 23.568 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-297 - Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | NA 86-2280? | S23 23.894 W64 23.568 | 06/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-301 - Chacra Campamento, Ens 93 Experimental | CP 72-2086 | S23 24.238 W64 26.354 | 06/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-302 J1X237957 Chacra Campamento, Ens 93 Experimental | CP 72-2086 | S23 24.238 W64 26.354 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-306 JX237958 Chacra Campamento, Ens 98 Experimental | NA 98-1432 | S23 24.238 W64 26.354 | 06/11/2007 | - SCMV-MZ
ARG-307 JX237959 Chacra Campamento, Ens 98 Experimental | NA 98-1432 | S2324.238 W64 26.354 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
JX238337 Clasificacion basada en unas 300 pb de CP y P3
ARG-308 JX238325 Chacra Campamento, Ens 98 Experimental | NA 98-1432 | S2324.238 W64 26.354 | 06/11/2007 | - SCMV-MZ parcial
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ARG-334 1X237960 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental CP 52-68 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-335 J1X237961 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental CP 52-68 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-340 1X237962 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental CP 65-357 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-341 J1X237963 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental CP 65-357 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
I1X237964
JX237865
ARG-345 | JX238326 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | CP 85-1625 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE CP, extremo 3' del genoma, y P3 parcial
ARG-346 - Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | CP 85-1625 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-349 - Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | CP 85-1625 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | - No se dispone de informacion de secuencia
JX237965
ARG-350 JX238327 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | FAM 80-112 | S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE CP y P3 parcial
ARG-351 1X237966 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | FAM 80-112 | S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-356 1X237967 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | NA 84-2593 | S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-357 J1X237968 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | NA 84-2593 | S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-361 J1X237969 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental TUC 71-7 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-362 1X237970 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental TUC 71-7 S2324.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-366 J1X237971 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | TUC 85-35 S2324.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-367 J1X237972 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | TUC 85-35 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-371 - Chacra Desmonte, Coleccion Experimental L6143 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-372 - Chacra Desmonte, Coleccion Experimental L6143 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-376 J1X237973 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental TUC 70-9 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-377 1X237974 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental TUC 70-9 S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-381 JX237975 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | TUC 71-1262 | S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-382 JX237976 Chacra Desmonte, Coleccion Experimental | TUC 71-1262 | S23 24.079 W64 23.516 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-386 J1X237977 Chacra Chacra Base Experimental | NA 88-948 S23 22.364 W64 28.194 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-387 JX237978 Chacra Chacra Base Experimental | NA 76-128 S23 22.364 W64 28.194 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-388 JX237979 Chacra Chacra Base Experimental | NA 87-838 S23 22.364 W64 28.194 | 06/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-389 - Chacra Chacra Base Experimental | FAM 88-460 | S2322.364 W64 28.194 | 06/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-390 - Chacra Chacra Base Experimental CP 65-357 S2322.364 W64 28.194 | 06/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
Bolivia,
BOL-396 JX237980 | Bermejo Barredero Comercial CP 48-103 S22 36.099 W64 15.353 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-397 JX237981 Bermejc,) Barredero Comercial CP 48-103 S22 36.099 W64 15.353 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-398 JX237982 Bermejc,) Barredero Comercial CP 48-103 S22 36.099 W64 15.353 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-399 JX237983 Bermejc,) Barredero Comercial CP 48-103 S22 36.099 W64 15.353 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-406 - Bermejc’) Colonia Linares Comercial CP 48-103 S22 38.960 W64 16.172 | 08/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
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Bolivia,

BOL-407 JX237984 Bermejo Colonia Linares Comercial CP 48-103 S22 38.960 W64 16.172 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-408 JX237985 Bermejo Colonia Linares Comercial CP 48-103 S22 38.960 W64 16.172 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-409 JX237986 Bermejo Colonia Linares Comercial CP 48-103 S22 38.960 W64 16.172 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-418 JX237987 Bermejo Ingenio IABSA Comercial CP 65-357 S22 42.838 W64 16.923 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-419 JX237988 Bermejo Ingenio IABSA Comercial CP 65-357 S22 42.838 W64 16.923 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-420 JX237989 Bermejo Ingenio IABSA Comercial CP 65-357 S22 42.838 W64 16.923 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-421 JX237990 Bermejo Ingenio IABSA Comercial ? S2243.113 W64 17.173 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-422 JX237991 Bermejo Ingenio IABSA Comercial ? S2243.113 W64 17.173 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
Bolivia,
BOL-423 JX237992 Bermejo Ingenio IABSA Comercial ? S2243.113 W64 17.173 | 08/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-426 JX237993 | Ledesma Paulina, 18-4-1 Comercial CP 70-1133 | S23 50.101 W64 45.170 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-427 JX237994 | Ledesma Paulina, 18-4-1 Comercial CP 70-1133 | S23 50.101 W64 45.170 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-428 JX237995 | Ledesma Paulina, 18-4-1 Comercial CP 70-1133 | S23 50.101 W64 45.170 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-436 - Ledesma Paulina, 18-5-9 Comercial CP 70-1133 S23 50.250 W64 44.347 | 20/11/2007 No se dispone de informacion de secuencia
ARG-437 JX237996 | Ledesma Paulina, 18-5-9 Comercial CP 70-1133 | S23 50.250 W64 44.347 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-438 JX237997 | Ledesma Paulina, 18-5-9 Comercial CP 70-1133 | S2350.250 W64 44.347 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-446 JX237998 | Ledesma Paulina, 21-2-1 Comercial CP 70-1133 | S2351.191 W64 44.034 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-447 JX237999 | Ledesma Paulina, 21-2-1 Comercial CP 70-1133 | S2351.191 W64 44.034 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-448 JX238000 | Ledesma Paulina, 21-2-1 Comercial CP 70-1133 | S2351.191 W64 44.034 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-456 JX238001 Ledesma Paulina 18-1-18 Comercial CP 72-2086 | S23 50.607 W64 45.354 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-457 JX238002 | Ledesma Paulina 18-1-18 Comercial CP 72-2086 | S23 50.607 W64 45.354 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-458 JX238003 | Ledesma Paulina 18-1-18 Comercial CP 72-2086 | S23 50.607 W64 45.354 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-466 1X238004 Ledesma Paulina, parcel 10 Comercial CP 70-1133 S23 50.053 W64 46.723 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-467 JX238005 Ledesma Paulina, parcel 10 Comercial CP 70-1133 S23 50.053 W64 46.723 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-468 JX238006 | Ledesma Paulina, parcel 10 Comercial CP 70-1133 | S2350.053 W64 46.723 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-476 JX238007 | Ledesma Florencia 06-05-40 Comercial CP 70-1133 | S2352.775 W64 48.781 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-477 JX238008 | Ledesma Florencia 06-05-31 Comercial CP 72-2086 | S2353.212 W64 49.151 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-478 JX238009 | Ledesma Florencia 06-05-31 Comercial CP 72-2086 | S2353.212 W64 49.151 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-479 JX238010 | Ledesma Florencia 06-05-31 Comercial CP 72-2086 | S2353.212 W64 49.151 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-487 JX238011 Ledesma Florencia, 16-06-47 Comercial CP 72-2086 | S23 56.933 W64 47.930 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-488 JX238012 | Ledesma Florencia, 16-06-47 Comercial CP 72-2086 | S23 56.933 W64 47.930 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
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ARG-489 JX238013 | Ledesma Florencia, 16-06-47 Comercial CP 72-2086 | S23 56.933 W64 47.930 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-497 JX238014 | Ledesma Florencia, 20-03-25 Comercial CP 70-1133 | S23 54.766 W64 45.776 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-498 - Ledesma Florencia, 20-03-25 Comercial CP 70-1133 S23 54.766 W64 45.776 | 20/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-499 JX238015 | Ledesma Florencia, 20-03-25 Comercial CP 70-1133 | S23 54.766 W64 45.776 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-507 JX238016 | Ledesma San Lorenzo 16-1-33 Comercial CP 72-2086 | S23 45.499 W64 43.911 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-508 JX238017 | Ledesma San Lorenzo 16-1-33 Comercial CP 72-2086 | S2345.499 W64 43.911 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-509 JX238018 | Ledesma San Lorenzo 16-1-33 Comercial CP 72-2086 | S2345.499 W64 43.911 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-517 JX238019 | Ledesma San Lorenzo 23-05-06 Comercial CP 70-1133 | S2345.984 W64 42.736 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-518 JX238020 | Ledesma San Lorenzo 23-05-06 Comercial CP 70-1133 | S2345.984 W64 42.736 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-519 JX238021 Ledesma San Lorenzo 23-05-06 Comercial CP 70-1133 | S23 45.984 W64 42.736 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-527 1X238022 Ledesma San Lorenzo 15-03-49 Comercial CP 72-2086 | S23 45.767 W64 45.486 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-528 1X238023 Ledesma San Lorenzo 15-03-49 Comercial CP 72-2086 | S23 45.767 W64 45.486 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-529 1X238024 Ledesma San Lorenzo 15-03-49 Comercial CP 72-2086 | S23 45.767 W64 45.486 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-537 JX238025 | Ledesma San Lorenzo 19-03-19 Comercial CP 70-1133 | S2346.419 W64 46.937 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-538 JX238026 | Ledesma San Lorenzo 19-03-19 Comercial CP 70-1133 | S2346.419 W64 46.937 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-539 JX238027 | Ledesma San Lorenzo 19-03-19 Comercial CP 70-1133 | S2346.419 W64 46.937 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-545 JX238338 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental Q190 $23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | - StMV Clasificacion basada en unas 300 pb de CP
ARG-546 JX238339 Ledesma Yapeyt, Coleccion Experimental Q190 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | - StMV Clasificacion basada en unas 300 pb de CP
ARG-550 JX238028 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 85-1602 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-551 JX238029 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 85-1602 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-552 JX238030 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 85-1602 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-555 JX238031 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-652 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-556 JX238032 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-652 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-560 JX238033 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-737 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-561 JX238034 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-737 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-565 JX238035 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-979 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-566 JX238036 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-979 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-570 JX238037 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-1168 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-571 JX238038 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-1168 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-575 JX238039 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 85-1602 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-576 JX238040 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 85-1602 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-580 JX238041 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-1051 | S2345.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-581 JX238042 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-1051 | S2345.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-582 JX238043 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-1051 | S2345.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-583 JX238044 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-1051 | S2345.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-586 JX238045 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-1571 | S2345.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE
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ARG-587 1X238046 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-1571 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-591 J1X238047 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-2668 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-592 - Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 03-2668 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-596 JX238048 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental NA 01-305 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-597 JX238049 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental NA 01-305 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-601 JX238050 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental NA 01-561 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-602 JX238051 Ledesma Yapeyt, Coleccion Experimental NA 01-561 S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-606 JX238052 Ledesma Yapeyt, Coleccion Experimental | NA 01-1278 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-607 JX238053 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 01-1278 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-611 JX238340 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 01-1535 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | - StMV Clasificacion basada en unas 300 pb de CP
ARG-612 JX238341 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 01-1535 | S2345.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | - StMV Clasificacion basada en unas 300 pb de CP
ARG-616 J1X238054 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 01-2137 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-617 JX238055 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 01-2137 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-618 JX238056 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 01-2137 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-622 JX238057 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | CP 72-2086 | S2345.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-623 JX238058 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | CP 72-2086 | S2345.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-624 JX238059 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | CP 72-2086 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

JX238060
IX237866

ARG-627 JX238328 | Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 01-2520 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE CP, extremo 3' del genoma, y P3 parcial
ARG-628 JX238061 Ledesma Yapeyu, Coleccion Experimental | NA 01-2520 | S23 45.669 W64 46.684 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-630 JX238062 | Ledesma Caimén 04-01-08 Comercial NA 85-1602 | S23 44.507 W64 38.459 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-631 JX238063 | Ledesma Caimén 04-01-08 Comercial NA 85-1602 | S23 44.507 W64 38.459 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-632 JX238064 | Ledesma Caimén 04-01-08 Comercial NA 85-1602 | S23 44.507 W64 38.459 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-643 JX238065 | Ledesma Caimén 05-04-79 Comercial NA 85-1602 | S23 44.474 W64 38.151 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-644 JX238066 | Ledesma Caiman 05-04-79 Comercial NA 85-1602 | S2344.474 W64 38.151 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-645 JX238067 | Ledesma Caiman 05-04-79 Comercial NA 85-1602 | S2344.474 W64 38.151 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-653 - Ledesma Caimén 03-03-40 Comercial NA 85-1602 | S23 44.688 W64 39.373 | 20/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-654 - Ledesma Caimén 03-03-40 Comercial NA 85-1602 | S23 44.688 W64 39.373 | 20/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-655 JX238068 | Ledesma Caiman 03-03-40 Comercial NA 85-1602 | S23 44.688 W64 39.373 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-663 - Ledesma Caimén 02-04-58 Comercial CP 72-2086 | S2344.930 W64 40.698 | 20/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-664 JX238069 | Ledesma Caiman 02-04-58 Comercial CP 72-2086 | S23 44.930 W64 40.698 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-665 JX238070 | Ledesma Caiman 02-04-58 Comercial CP 72-2086 | S23 44.930 W64 40.698 | 20/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-684 JX238071 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 88-1568 | S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-685 JX238072 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 88-1568 | S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE

ARG-686 JX238073 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 88-1568 | S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
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ARG-694 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 98-1438 | S2419.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-695 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 98-1438 | S2419.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-696 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 98-1438 | S2419.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-704 JX238074 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 02-1729 | S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-705 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 02-1729 | S2419.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-709 JX238075 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental L 75-33 524 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-710 JX238076 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental L 75-33 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-711 JX238077 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental L 75-33 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-719 JX238078 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental NA 02-375 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-720 JX238079 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental NA 02-375 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-721 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental NA 02-375 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-734 JX238080 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 85-1602 | S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-735 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 85-1602 | S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-736 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 85-1602 | S2419.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-738 JX238081 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 01-292 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-739 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 01-292 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-740 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 01-292 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-747 JX238082 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental NA 02-514 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-748 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental NA 02-514 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-749 JX238083 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental NA 02-514 S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-757 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 98-1447 | S2419.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-758 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 98-1447 | S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-759 - Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 98-1447 | S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-767 JX238084 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 98-1996 | S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-768 JX238085 | Rio Grande Unidad de Manejo 7B Experimental | NA 98-1996 | S24 19.606 W64 49.471 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-772 JX238086 | Rio Grande Comercial L 75-33 S24 20.546 W64 48.717 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-773 - Rio Grande Comercial L 75-33 S24 20.546 W64 48.717 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-774 JX238087 | Rio Grande Comercial L 75-33 S24 20.546 W64 48.717 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-782 JX238088 Piquete Comercial CP 70-1133 | S24 08.916 W64 40.887 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-783 JX238089 Piquete Comercial CP 70-1133 | S24 08.916 W64 40.887 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-784 JX238090 Piquete 1-4-236 Comercial CP 70-1133 | S2409.735 W64 40.498 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-785 1X238342 Piquete 1-4-236 Comercial CP 70-1133 | S2409.735 W64 40.498 | 22/11/2007 | - SCMV Clasificacion basada en unas 300 pb de CP
ARG-786 - Piquete 7-6 Comercial TUC 67-24 S24 07.648 W64 40.805 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-787 JX238091 Piquete 7-6 Comercial TUC 67-24 S24 07.648 W64 40.805 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-788 JX238092 Piquete 7-6 Comercial TUC 67-24 S24 07.648 W64 40.805 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-796 JX238093 Piquete 11-04-10 Comercial TUC 67-24 S24 05.358 W64 40.690 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
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ARG-797 1X238094 Piquete 11-04-10 Comercial TUC 67-24 | S2405.358 W64 40.690 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-801 1X238095 Piquete 15-02-04 Comercial CP 72-2086 | S2405.032 W64 36.621 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-802 1X238096 Piquete 15-02-04 Comercial CP 72-2086 | S2405.032 W64 36.621 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-803 1X238097 Piquete 15-02-04 Comercial CP 72-2086 | S2405.032 W64 36.621 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-811 - Piquete 15-9-109 Experimental | CP 70-1133 S24 07.100 W64 37.206 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-812 1X238098 Piquete 15-9-109 Experimental | CP 70-1133 | S24 07.100 W64 37.206 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-813 1X238099 Piquete 15-9-109 Experimental | CP 70-1133 | S24 07.100 W64 37.206 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-821 1X238100 Piquete 15-9-109 Experimental | TUC 67-24 | S24 07.100 W64 37.206 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-822 - Piquete 15-9-109 Experimental TUC 67-24 S24 07.100 W64 37.206 | 22/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-823 JX238101 Piquete 15-9-109 Experimental | TUC 67-24 | S24 07.100 W64 37.206 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-839 1X238102 Piquete 9-2-43 Comercial CP 72-2086 | S24 06.689 W64 39.725 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-840 JX238103 Piquete 9-2-43 Comercial CP 72-2086 | S24 06.689 W64 39.725 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-841 1X238104 Piquete 9-2-43 Comercial CP 72-2086 | S24 06.689 W64 39.725 | 22/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-854 JX238105 | SanIsidro San Antonio Comercial CP 72-370 S24 41.452 W65 02.637 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-855 JX238106 | SanIsidro San Antonio Comercial CP 72-370 S24 41.452 W65 02.637 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-856 JX238107 | SanIsidro San Antonio Comercial CP 72-370 S24 41.452 W65 02.637 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-869 JX238108 | SanIsidro Desmonte 9 Comercial NA 76-128 S24 44.512 W65 02.643 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-870 JX238109 | SanIsidro Desmonte 9 Comercial NA 76-128 S24 44.512 W65 02.643 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-871 JX238110 | SanIsidro Desmonte 9 Comercial NA 76-128 S24 44.512 W65 02.643 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-879 JX238111 | San Isidro Desmonte 8 B Comercial CP 65-357 S24 46.081 W65 02.047 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-880 JX238112 | SanIsidro Desmonte 8 B Comercial CP 65-357 S24 46.081 W65 02.047 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-881 JX238113 | SanIsidro Desmonte 8 B Comercial CP 65-357 S24 46.081 W65 02.047 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-889 JX238114 | SanIsidro A Norte Comercial CP 65-357 S24 46.081 W65 02.046 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-890 JX238115 | SanIsidro A Norte Comercial CP 65-357 S24 46.081 W65 02.046 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-891 JX238116 | SanlIsidro A Norte Comercial CP 65-357 S24 46.081 W65 02.046 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-899 JX238117 | SanIsidro Via Norte 3 Comercial CP 65-357 S24 40.841 W65 02.363 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-900 JX238118 | SanIsidro Via Norte 3 Comercial CP 65-357 S24 40.841 W65 02.363 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-901 JX238119 | SanIsidro Via Norte 3 Comercial CP 65-357 S24 40.841 W65 02.363 | 27/11/2007 | + SCMV-SCE
JX238120
IX237867
ARG-914 JX238329 El Talar 13-07-62 Comercial CP 70-1133 | S2333.703 W64 21.163 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE CP, extremo 3' del genoma, y P3 parcial
ARG-915 J1X237863 El Talar 13-07-62 Comercial CP 70-1133 | S2333.703 W64 21.163 | 30/11/2007 | + SCMV-W Genoma completamente secuenciado
ARG-916 JX238122 El Talar 13-07-62 Comercial CP 70-1133 | S2333.703 W64 21.163 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-917 - El Talar 13-07-62 Comercial CP 70-1133 S23 33.703 W64 21.163 | 30/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-918 - El Talar 13-07-62 Comercial CP 70-1133 S23 33.703 W64 21.163 | 30/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-919 JX238343 El Talar 13-07-62 Comercial CP 70-1133 | S2333.703 W64 21.163 | 30/11/2007 | - SCMV Clasificacion basada en unas 300 pb de CP
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ARG-920 - El Talar 13-07-62 Comercial CP 70-1133 S23 33.703 W64 21.163 | 30/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-921 J1X238344 El Talar 13-07-62 Comercial CP 70-1133 S2333.703 W64 21.163 | 30/11/2007 | - SCMV Clasificacion basada en unas 300 pb de CP
ARG-922 - El Talar 13-07-62 Comercial CP 70-1133 S23 33.703 W64 21.163 | 30/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-923 - El Talar 13-07-62 Comercial CP 70-1133 S23 33.703 W64 21.163 | 30/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-925 JX238123 El Talar 14-03-35 Comercial CP70-1133 | S2333.132 W64 20.665 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-926 JX238124 El Talar 14-03-35 Comercial CP70-1133 | S2333.132 W64 20.665 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-927 JX238125 El Talar 14-03-35 Comercial CP 70-1133 | S2333.132 W64 20.665 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE

JX238126

JX237870
ARG-936 JX238331 El Talar 15-05 Comercial CP 70-1133 S23 31.562 W64 19.332 | 30/11/2007 | + SCMV-W CP, extremo 3' del genoma, y P3 parcial
ARG-937 JX238127 El Talar 15-05 Comercial CP 70-1133 | S2331.562 W64 19.332 | 30/11/2007 | + SCMV-W
ARG-938 JX238128 El Talar 27-1-3 Comercial CP 70-1133 | S2333.699 W64 16.175 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-939 JX238129 El Talar 27-1-3 Comercial CP 70-1133 | S2333.699 W64 16.175 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-940 JX238130 El Talar 27-1-3 Comercial CP 70-1133 | S2333.699 W64 16.175 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-949 JX238131 El Talar 28-7-8y9 Comercial CP 70-1133 | S23 33.562 W64 15.909 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE

JX238132

and

ARG-950 JX238332 El Talar 28-7-8y9 Comercial CP 70-1133 | S23 33.562 W64 15.909 | 30/11/2007 | + SCMV-W CP y P3 parcial
ARG-951 JX238133 El Talar 28-7-8y9 Comercial CP 70-1133 | S23 33.562 W64 15.909 | 30/11/2007 | + SCMV-W
ARG-952 JX238134 El Talar 28-7-8y9 Comercial CP 70-1133 | S23 33.562 W64 15.909 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-962 JX238135 El Talar 12-04-51 Comercial NA 97-3152 | S2334.218 W64 20.255 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-963 JX238136 El Talar 12-04-51 Comercial NA 97-3152 | S2334.218 W64 20.255 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-964 JX238137 El Talar 12-04-51 Comercial NA 97-3152 | S2334.218 W64 20.255 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-965 JX238138 El Talar 12-04-51 Comercial NA 97-3152 | S2334.218 W64 20.255 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-976 JX238139 El Talar Experimental | NA 97-2793 | S23 33.072 W64 20.091 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-977 JX238140 El Talar Experimental | NA 97-2793 | S23 33.072 W64 20.091 | 30/11/2007 | + SCMV-W
ARG-978 JX238141 El Talar Experimental | NA 97-2793 | S23 33.072 W64 20.091 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-979 JX238142 El Talar Experimental Bordura S23 33.072 W64 20.091 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-980 JX238143 El Talar Experimental | NA 97-2793 | S23 33.072 W64 20.091 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-981 JX238144 El Talar Experimental | NA 97-2793 | S2333.072 W64 20.091 | 30/11/2007 | + SCMV-W
ARG-982 - El Talar Experimental | NA 85-1602 | S2333.072 W64 20.091 | 30/11/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-983 JX238145 El Talar Experimental | NA 85-1602 | S2333.072 W64 20.091 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-984 JX238146 El Talar Experimental | NA 97-3152 | S2333.072 W64 20.091 | 30/11/2007 | + SCMV-SCE
ARG-985 JX099772 El Talar Experimental | NA 97-3152 | S2333.072 W64 20.091 | 30/11/2007 | - StMV
ARG-986 JX238147 | Tucuman Fronterita Comercial CP 65-357 S27 03.810 W65 28.316 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-987 JX238148 | Tucuman Fronterita Comercial CP 65-357 S27 03.810 W65 28.316 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-988 JX238149 | Tucuman Fronterita Comercial CP 65-357 S27 03.810 W65 28.316 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
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ARG-996 JX238150 | Tucuman Leon Rouges Comercial CP 65-357 S27 14.331 W65 31.343 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-997 JX238151 Tucuman Leon Rouges Comercial CP 65-357 S2714.331 W65 31.343 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-998 JX238152 | Tucuman Leon Rouges Comercial CP 65-357 S2714.331 W65 31.343 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1006 | JX238153 | Tucuman Simoca Comercial L 75-33 S27 14.545 W65 24.977 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1007 | JX238154 | Tucumén Simoca Comercial L 75-33 S27 14.545 W65 24.977 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1008 | JX238155 | Tucumén Simoca Comercial L 75-33 S27 14.545 W65 24.977 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1016 | JX238156 | Tucuman Simoca Comercial CP 65-357 S27 14.545 W65 24.977 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1017 | JX238157 | Tucumén Simoca Comercial CP 65-357 S27 14.545 W65 24.977 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1018 - Tucuman Simoca Comercial CP 65-357 S27 14.545 W65 24.977 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1031 | JX238158 | Tucuman Rio Colorado Comercial CP 65-357 S27 08.239 W65 20.949 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1032 | JX238159 | Tucuman Rio Colorado Comercial CP 65-357 S27 08.239 W65 20.949 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1033 | JX238160 | Tucuman Rio Colorado Comercial CP 65-357 S27 08.239 W65 20.949 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1041 | JX238161 | Tucuman Bella Vista Comercial CP 65-357 S2701.756 W65 17.568 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1042 | JX238162 | Tucuman Bella Vista Comercial CP 65-357 S2701.756 W65 17.568 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1043 | JX238163 | Tucuméin Bella Vista Comercial CP 65-357 S2701.756 W65 17.568 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1051 | JX238164 | Tucuméin Lules Comercial CP 65-357 S26 56.417 W65 17.644 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1052 | JX238165 | Tucumén Lules Comercial CP 65-357 S26 56.417 W65 17.644 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1053 | JX238166 | Tucuman Lules Comercial CP 65-357 S26 56.417 W65 17.644 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1066 | JX238167 | Tucuman INTA Famailla Experimental CP 65-357 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1067 | JX238168 | Tucuman INTA Famailla Experimental CP 65-357 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1068 | JX238169 | Tucuman INTA Famailla Experimental CP 65-357 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1076 | JX238170 | Tucumén INTA Famailla Experimental NA 63-90 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1077 - Tucumén INTA Famailla Experimental NA 63-90 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1078 - Tucumén INTA Famailla Experimental NA 63-90 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1086 - Tucumén INTA Famailla Experimental L 75-33 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1087 - Tucumén INTA Famailla Experimental L 75-33 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1088 | JX238171 | Tucuméin INTA Famailla Experimental L 75-33 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1096 | JX238172 | Tucumén INTA Famailla Experimental | NA 85-1602 | S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1097 | JX238173 | Tucumén INTA Famailla Experimental | NA 85-1602 | S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1098 | JX238174 | Tucumén INTA Famailla Experimental | NA 85-1602 | S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1106 | JX238175 | Tucuméin INTA Famailla Experimental RA 87-3 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1107 | JX238176 | Tucuméin INTA Famailla Experimental RA 87-3 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1112 | JX238180 | Tucumén INTA Famailla, Coleccion Experimental CADMOS S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1113 | JX238181 | Tucuméin INTA Famailla, Coleccion Experimental CADMOS S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1117 | JX238182 | Tucuméin INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 62-258 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1118 | JX238183 | Tucuméin INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 62-258 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
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ARG-1122 | JX238184 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental PIMDER S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1123 | JX238185 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental PIMDER S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1127 - Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 64-313 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1128 | JX238186 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 64-313 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1132 | JX238187 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CB 40-69 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1133 | JX238188 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CB 40-69 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1137 | JX238189 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 65-312 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1138 | JX238190 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 65-312 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1142 - Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | CP 80-1557 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1143 - Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | CP 80-1557 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1147 | JX238191 Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CO 527 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1148 | JX238192 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CO 527 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
No se dispone de informacion de secuencia para

ARG-1152 | JX099771 Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 75-319 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + StMV SCMV
ARG-1153 | JX099770 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 75-319 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | - StMV
ARG-1154 | JX099769 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 75-319 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | - StMV

JX238193 SCMV-SCE /
ARG-1155 | JX099768 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 75-319 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + StMV SCMV y St(MV
ARG-1156 | JX099767 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental CP 75-319 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | - StMV
ARG-1157 | JX238194 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | HoCP 91-559 | S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1158 | JX238195 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | HoCP 91-559 | S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1162 | JX238196 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | FAM 81-276 | S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1163 | JX238197 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | FAM 81-276 | S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1167 | JX238198 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental M 377-56 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1168 | JX238199 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental M 377-56 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1172 | JX238200 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | Mex 31-45 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1173 | JX238201 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | Mex 31-45 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1177 | JX238202 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental NA 56-26 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1178 - Tucumén INTA Famailla, Coleccion Experimental NA 56-26 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1182 | JX238203 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental NA 56-30 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1183 | JX238204 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental NA 56-30 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1187 | JX238205 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | TUC 81-10 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1188 | JX238206 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | TUC 81-10 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1192 | JX238207 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental TUC 80-7 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1193 | JX238208 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental TUC 80-7 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1197 | JX238209 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | TUC 79-18 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
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ARG-1198 - Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | TUC 79-18 S2700.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1202 | JX238210 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental TUC 78-2 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1203 | JX238211 Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental TUC 78-2 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1207 | JX238212 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | NA 84-3013 | S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1208 | JX238213 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | NA 84-3013 | S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1212 | JX238214 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental L 60-25 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1213 | JX238215 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental L 60-25 S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1217 - Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | FAM 86-275 | S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1218 | JX238216 | Tucuman INTA Famailla, Coleccion Experimental | FAM 86-275 | S27 00.961 W65 22.852 | 10/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1227 - Tucuman Alberdi Comercial CP 65-357 S27 34.144 W65 36.880 | 11/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1228 | JX238217 | Tucuman Alberdi Comercial CP 65-357 S27 34.144 W65 36.880 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1229 | JX238218 | Tucuman Alberdi Comercial CP 65-357 S27 34.144 W65 36.880 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1237 - Tucuman Los Cordoba Comercial CP 65-357 S2729.756 W65 35.596 | 11/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1238 | JX238219 | Tucumin Los Cérdoba Comercial CP 65-357 $2729.756 W65 35.596 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1239 - Tucumén Los Coérdoba Comercial CP 65-357 $2729.756 W65 35.596 | 11/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1252 | JX238220 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental CP 65-357 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1253 | JX238221 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental CP 65-357 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1254 | JX238222 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental CP 65-357 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1262 | JX238223 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-64 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1263 | JX238224 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-64 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1264 | JX238225 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-64 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1272 | JX238226 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-59 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1273 | JX238227 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-59 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1274 | JX238228 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-59 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1282 | JX238229 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 01-22 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1283 | JX238230 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 01-22 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1284 | JX238231 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 01-22 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1292 | JX238232 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-13 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1293 | JX238233 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-13 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1297 | JX238234 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 99-19 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1298 | JX238235 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 99-19 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1299 | JX238236 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 99-19 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1307 | JX238237 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-17 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1308 | JX238238 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-17 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1309 | JX238239 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 00-17 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1317 | JX238240 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 01-14 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE
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JX238241

ARG-1318 | JX238333 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 01-14 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE CP y P3 parcial
ARG-1320 | JX238242 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 01-08 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1321 | JX238243 | Tucuman EEAOC, Santa Ana Experimental | TUC 01-08 S27 28.455 W65 40.556 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1325 - Tucuman Ingenio Trinidad Comercial CP 65-357 S2722.712 W65 33.096 | 11/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1326 | JX238244 | Tucuman Ingenio Trinidad Comercial CP 65-357 S2722.712 W65 33.096 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1327 | JX238245 | Tucuman Ingenio Trinidad Comercial CP 65-357 S2722.712 W65 33.096 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1340 | JX238246 | Tucuman Piedritas Comercial CP 65-357 S26 46.940 W65 07.079 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1341 | JX238247 | Tucuman Piedritas Comercial CP 65-357 S26 46.940 W65 07.079 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1342 | JX238248 | Tucuman Piedritas Comercial CP 65-357 S26 46.940 W65 07.079 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1356 | JX238249 | Tucumén Macomitas Comercial CP 65-357 S2645.512 W64 58.470 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1357 | JX238250 | Tucuman Macomitas Comercial CP 65-357 S26 45.512 W64 58.470 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1358 | JX238251 Tucumén Macomitas Comercial CP 65-357 S2645.512 W64 58.470 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1366 | JX238252 | Tucumén Los Ralos Comercial CP 65-357 S26 53.108 W64 57.057 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1367 | JX238253 | Tucumén Los Ralos Comercial CP 65-357 S26 53.108 W64 57.057 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1368 | JX238254 | Tucumén Los Ralos Comercial CP 65-357 S26 53.108 W64 57.057 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1376 | JX238255 | Tucuman El Empalme Comercial CP 65-357 S26 58.522 W65 00.742 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1377 | JX238256 | Tucuman El Empalme Comercial CP 65-357 S26 58.522 W65 00.742 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1378 | JX238257 | Tucuman El Empalme Comercial CP 65-357 S26 58.522 W65 00.742 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1386 | JX238258 | Tucuman San Miguel Comercial CP 65-357 S26 54.057 W65 07.020 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1387 | JX238259 | Tucuman San Miguel Comercial CP 65-357 S26 54.057 W65 07.020 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1388 | JX238260 | Tucuman San Miguel Comercial CP 65-357 S26 54.057 W65 07.020 | 11/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1406 | JX238261 | Tucuman EEAOC Experimental CP 65-357 S26 50.624 W65 07.607 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1407 - Tucumén EEAOC Experimental CP 65-357 $26 50.624 W65 07.607 | 12/12/2007 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1416 | JX238262 | Tucuman EEAOC Experimental | TUC 00-64 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1417 | JX238263 | Tucuman EEAOC Experimental | TUC 00-64 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1418 | JX238264 | Tucuman EEAOC Experimental | TUC 00-64 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1426 | JX238265 | Tucuman EEAOC Experimental CP 65-357 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1427 | JX238266 | Tucuman EEAOC Experimental CP 65-357 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1428 | JX238267 | Tucuman EEAOC Experimental CP 65-357 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1436 | JX238268 | Tucuman EEAOC Experimental | TUC 01-22 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1437 | JX238269 | Tucuman EEAOC Experimental | TUC 01-22 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1438 | JX238270 | Tucuman EEAOC Experimental | TUC 01-22 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE

ARG-1446 - Tucumén EEAOC Experimental | TUC 95-24 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1447 | JX099766 | Tucuman EEAOC Experimental | TUC 95-24 S26 50.859 W65 07.489 | 12/12/2007 | - StMV

ARG-1448 | 1X238271 Tucuman EEAOC, Coleccion Experimental L 75-33 S26 47.435 W65 11.446 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE
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ARG-1449 | JX238272 | Tucuman EEAOC, Coleccion Experimental L 75-33 S26 47.435 W65 11.446 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1450 | JX238273 | Tucuman EEAOQOC, Coleccion Experimental L 75-33 S26 47.435 W65 11.446 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1458 | 1X238274 | Tucuman EEAOC, Coleccion Experimental CP 65-357 S26 47.435 W65 11.446 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE
ARG-1459 | JX238275 | Tucuman EEAOQOC, Coleccion Experimental CP 65-357 S26 47.435 W65 11.446 | 12/12/2007 | + SCMV-SCE
URU-1468 | JX238276 Uruguay ALUR, Colonia Espaiia Comercial CP68-350 S3020.219 W57 37.018 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1469 | JX238277 Uruguay ALUR, Colonia Espaiia Comercial CP68-350 S3020.219 W57 37.018 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1470 | JX238278 Uruguay ALUR, Colonia Espaiia Comercial CP68-350 S3020.219 W57 37.018 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1475 | JX238279 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental Bordura 1 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1476 | JX238280 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental Bordura 1 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1480 | JX238281 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental NCO 310 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1481 | JX238282 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental NCO 310 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1485 | JX238283 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental NA 63-90 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1486 | JX238284 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental NA 63-90 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1490 | JX238285 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental | FAM 63-13 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1491 | JX238286 | Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental | FAM 63-13 | S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1495 | JX238287 | Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental | TUC 68-19 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1496 | JX238288 | Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental | TUC 68-19 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1500 | JX238289 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental NA 56-62 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1501 | JX238290 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental NA 56-62 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1505 | JX238291 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental CP 52-68 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1506 | JX238292 Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental CP 52-68 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1510 | JX238293 | Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental L 60-25 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1511 | JX238294 | Uruguay | ALUR, Experimental Ensayo 3 | Experimental L 60-25 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
URU-1515 - Uruguay ALUR, Ensayo 410 Experimental | TUC 74-69 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + No se dispone de informacion de secuencia
URU-1516 | JX238295 | Uruguay ALUR, Ensayo 410 Experimental | TUC 74-69 S30 19.869 W57 36.903 | 21/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1531 | JX238296 Santa Fe Tacuarendi, Multiplicacion Comercial NA 85-144 S28 25.317 W59 15.536 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1532 | JX238297 Santa Fe Tacuarendi, Multiplicacion Comercial NA 85-144 S28 25.317 W59 15.536 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1533 | JX238298 Santa Fe Tacuarendi, Multiplicacion Comercial NA 85-144 S28 25.317 W59 15.536 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1543 | JX238299 Santa Fe | Tacuarendi, Ens. comparativo | Experimental | FAM 98-877 | S28 25.462 W59 15.381 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1544 - Santa Fe | Tacuarendi, Ens. comparativo | Experimental | FAM 98-877 | S28 25.462 W59 15.381 | 22/01/2008 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1549 | JX238300 Santa Fe | Tacuarendi, Ens. comparativo | Experimental | FAM 97-723 | S28 25.462 W59 15.381 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1550 | JX238301 Santa Fe | Tacuarendi, Ens. comparativo | Experimental | FAM 97-723 | S28 25.462 W59 15.381 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1554 | JX238302 Santa Fe | Tacuarendi, Ens. comparativo | Experimental | FAM 94-850 | S2825.462 W59 15.381 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1555 | JX238303 Santa Fe | Tacuarendi, Ens. comparativo | Experimental | FAM 94-850 | S2825.462 W59 15.381 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1559 | JX238304 Santa Fe | Tacuarendi, Ens. comparativo | Experimental | FAM 97-395 | S28 25.462 W59 15.381 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1560 | JX238305 Santa Fe | Tacuarendi, Ens. comparativo | Experimental | FAM 97-395 | S28 25.462 W59 15.381 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
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ARG-1563 | J1X238306 Santa Fe Tacuarendi, Semillero Basico | Experimental | FAM 97-786 | S28 25.260 W59 15.547 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1564 | 1X238307 Santa Fe Tacuarendi, Semillero Basico | Experimental | FAM 97-786 | S28 25.260 W59 15.547 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1568 | J1X238308 Santa Fe Tacuarendi, Semillero Basico | Experimental | FAM 00-1842 | S2825.260 W59 15.547 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1569 | JX238309 Santa Fe Tacuarendi, Semillero Basico | Experimental | FAM 00-1842 | S2825.260 W59 15.547 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1573 - Santa Fe Tacuarendi, Semillero Basico | Experimental NA 85-144 S28 25.260 W59 15.547 | 22/01/2008 | + No se dispone de informacion de secuencia
JX238310
ARG-1578 | 1X238334 Santa Fe El Rabon (Rene Broggi) Comercial FAM 81-701 | S28 13.782 W59 16.545 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE CP y P3 parcial
ARG-1579 - Santa Fe El Rabon (Rene Broggi) Comercial FAM 81-701 | S28 13.782 W59 16.545 | 22/01/2008 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1580 | JX238311 Santa Fe El Rabon (Rene Broggi) Comercial FAM 81-701 | S28 13.782 W59 16.545 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1588 - Santa Fe El Rabon (Rene Broggi) Comercial NA 85-144 S28 13.782 W59 16.545 | 22/01/2008 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1589 - Santa Fe El Rabon (Rene Broggi) Comercial NA 85-144 S28 13.782 W59 16.545 | 22/01/2008 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1590 - Santa Fe El Rabon (Rene Broggi) Comercial NA 85-144 S28 13.782 W59 16.545 | 22/01/2008 | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1598 | JX238312 Santa Fe EL Rabén (Enrique Zanier) Comercial NA 85-144 S28 09.587 W59 15.382 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1599 | JX238313 Santa Fe EL Rabén (Enrique Zanier) Comercial NA 85-144 S28 09.587 W59 15.382 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1600 | JX238314 Santa Fe EL Rabén (Enrique Zanier) Comercial NA 85-144 S28 09.587 W59 15.382 | 22/01/2008 | + SCMV-SCE
PAR-1609 | JX238315 | Paraguay Ingenio Cencipirota Comercial Bordura 2 S24 57.944 W57 33.430 | 23/01/2008 | + SCMV-SCE
PAR-1610 - Paraguay Ingenio Cencipirota Comercial Bordura 2 S24 57.944 W57 33.430 | 23/01/2008 | + No se dispone de informacion de secuencia
PAR-1611 - Paraguay Ingenio Cencipirota Comercial Bordura 2 S24 57.944 W57 33.430 | 23/01/2008 | + No se dispone de informacion de secuencia
PAR-1612 | JX238316 | Paraguay Ingenio Cencipirota Comercial Bordura 2 S24 57.944 W57 33.430 | 23/01/2008 | + SCMV-SCE
JX099757 Estacion Natalicio Talavera,
PAR-1620 | JX238335 | Paraguay Coleccion Experimental ROC 10 S2539.916 W56 18.715 | 24/01/2008 | - StMV CP y P3 parcial
Estacion Natalicio Talavera,
PAR-1621 - Paraguay Coleccion Experimental ROC 10 S$2539.916 W56 18.715 | 24/01/2008 | - No se dispone de informacion de secuencia
Estacion Natalicio Talavera,
PAR-1622 | JX099765 | Paraguay Coleccion Experimental NA 63-90 S2539.916 W56 18.715 | 24/01/2008 | - StMV
Estacion Natalicio Talavera,
PAR-1623 | JX099764 | Paraguay Coleccion Experimental NA 63-90 S$2539.916 W56 18.715 | 24/01/2008 | - StMV
Estacion Natalicio Talavera,
PAR-1624 | JX099763 | Paraguay Coleccion Experimental NA 63-90 S2539.916 W56 18.715 | 24/01/2008 | - StMV
Estacion Natalicio Talavera,
PAR-1627 | JX099762 | Paraguay Coleccion Experimental | NA 73-2596 | S2539.916 W56 18.715 | 24/01/2008 | - StMV
Estacion Natalicio Talavera,
PAR-1628 | JX099761 Paraguay Coleccion Experimental | NA 73-2596 | S2539.916 W56 18.715 | 24/01/2008 | - StMV
JX099758 Estacion Natalicio Talavera,
PAR-1629 | JX238336 | Paraguay Coleccion Experimental | NA 73-2596 | S2539.916 W56 18.715 | 24/01/2008 | - StMV CP y P3 parcial
ARG-1639 | JX238317 Tabacal B61/62 Comercial NA 97-3152 | S2315.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1640 | JX238318 Tabacal B61/62 Comercial NA 97-3152 | S2315.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1641 | JX238319 Tabacal B61/62 Comercial NA 97-3152 | S2315.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + SCMV-SCE
ARG-1642 | JX238320 Tabacal B61/62 Comercial NA 97-3152 | S2315.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + SCMV-SCE
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ARG-1643 | JX238321 Tabacal B61/62 Comercial NA 97-3152 | S2315.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + | - SCMV-SCE
ARG-1644 - Tabacal B61/62 Comercial NA 76-128 S23 15.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1645 - Tabacal B61/62 Comercial NA 76-128 S23 15.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1646 - Tabacal B61/62 Comercial NA 76-128 S23 15.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1647 - Tabacal B61/62 Comercial NA 76-128 S23 15.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1648 - Tabacal B61/62 Comercial NA 76-128 S23 15.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1649 - Chacra Desmonte Experimental | NA 02-1877 | S2322.914 W64 24.387 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1650 - Chacra Desmonte Experimental | NA 02-1833 | S2322.914 W64 24.387 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1651 - Chacra Desmonte Experimental | NA 02-1833 | S2322.914 W64 24.387 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1652 - Chacra Desmonte Experimental | NA 02-1833 | S2322.914 W64 24.387 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1653 - Chacra Desmonte Experimental | NA 02-1088 | S2322.914 W64 24.387 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1654 - Chacra Desmonte Experimental | NA 02-1088 | S2322.914 W64 24.387 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1655 - Chacra Desmonte Experimental | NA 02-1833 | S2322.914 W64 24.387 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1656 - Chacra Desmonte Experimental | NA 02-1833 | S2322.914 W64 24.387 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1657 | JX099760 Chacra Desmonte Experimental | NA 02-1833 | S2322.914 W64 24.387 | 12/11/2008 | + | - No se dispone de informacion de secuencia
No se dispone de informacion de secuencia para
ARG-1658 | JX099759 Tabacal B61/62 Comercial NA 97-3152 | S2315.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | + | + StMV SCMV
ARG-1659 - Tabacal B61/62 Comercial NA 97-3152 | S23 15.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | - | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1660 - Tabacal B61/62 Comercial NA 97-3152 | S23 15.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | - | + No se dispone de informacion de secuencia
ARG-1661 | JX099760 Tabacal B61/62 Comercial NA 97-3152 | S2315.087 W64 19.532 | 12/11/2008 | - | + StMV
ARG-1662 | JX237862 Chacra Chacra Base Experimental | NA 84-3419 | S2322.364 W64 28.194 | 05/09/2010 | + | - SCMV-SCE Genoma completamente secuenciado
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