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ABSTRACT

Rodriguez Pardina P.E' Reyna, P, Campos
R.E, Varela, G, Pefia Malavera A,
Geronimo, L.M. 2018. Evaluation of the
behavior of common bean cultivars and
promising lines under natural virus
infection. Horticulture Argentina 37 (94):
13 -23.

Viral diseases can affect the stability of
common bean (Phaseolus vulgaris L.)
production, therefore it was considered of
interest to evaluate the behavior of
different cultivars and promising lines
obtained by the INTA breeding program
against natural virus infection. Symptoms
severity, incidence and relative
concentration of Cucumber mosaic virus
(CMV), Cowpea mild mottle virus
(CpMMV), Alfalfa mosaic virus (AMV),
Soybean mosaic virus (SMV) and

geminiviruses were evaluated for 14 bean
cultivars during three growing seasons.
SMV and AMV were found in very low
incidence  during the three  vears.
Differences in cultivar response were
observed: L24 and L15 were tolerant to
begomoviruses, while CR8, CR5, L22
(cranberry and white bean types) were
susceptible. The most severe symptoms
were found during the 2013 growing
season, when a high incidence of
begomovirus and CpMMV  were
observed. No  differences  between
cultivars were found for CpMMV
incidence, but a higher relative
concentration of virus was detected in
CR5, CR8 and L17. Although L15 was
tolerant to geminiviruses, it was the most
susceptible to CMV, a fact that must be
taken into account because this virus is
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transmitted by seeds and might become a
serious problem in bean production.

Additional Keywords: Phaseolus
vulgaris L., viruses, incidence, disease
severity.

RESUMEN

Rodriguez Pardina P.E' Reyna, P, Campos
R.E, Varela, G, Pefia Malavera A,
Geronimo, L.M. 2018. Evaluacion del
comportamiento de cultivares y lineas
experimentales de poroto comin frente a
infecciones naturales de virus.
Horticultura Argentina 37 (94): 13 — 23.

Las enfermedades virales pueden afectar
la estabilidad de la produccién de poroto
comin (Phaseolus vulgaris L.), por lo
que es de interés evaluar el
comportamiento de diferentes cultivares y
lineas avanzadas del programa de
mejoramiento de IIACS INTA, frente a
infecciones naturales. Se trabajo, durante
tres camparfias agricolas con 14 cultivares,
evaludndose  severidad de  sintomas,
incidencia y concentracion relativa de los
virus Cucumber mosaic virus (CMV),
Cowpea mild mottle virus (CpMMV),
Alfalfa mosaic virus (AMV), Soybean
mosaic virus (SMV) y geminivirus. Se

1. Introduccion

encontrd6 muy baja incidencia de SMV y
AMV en las tres campafas. Se hallaron
diferencias en comportamiento entre los
cultivares evaluados: L24 y L15 fueron
tolerantes a begomovirus, mientras que
CR8, CR5 y L22 (poroto tipo cranberry y
blancos) exhibieron susceptibilidad. Los
sintomas mas severos se observaron en el
2013, cuando hubo una alta incidencia de
begomovirus y CpMMV. No existieron
diferencias entre cultivares para
incidencia de CpMMV, pero se encontrd
una mayor concentracion relativa de virus
para CR5, CR8 y L17. L15, aunque
tolerante a geminivirus, fue el mas
susceptible a CMV, hecho a tener en
cuenta porque esta virosis se transmite
por semilla y puede llegar a afectar
significativamente  la  produccion  de
poroto.

Palabras claves adicionales: Phaseolus
vulgaris L., virosis, severidad, incidencia.

El poroto (Phaseolus vulgaris L) es uno de los cultivos mas antiguos (Preceramico) y
hallazgos arqueoldgicos indican que se conocia por lo menos 5000 afios antes de la era
cristiana. Esta especie es de origen americano y parece haber sido domesticada
independientemente, en al menos dos regiones: México y Ameérica Central por un lado y los
Andes centrales de Sudamérica (Peru y noroeste de Argentina) por el otro. Se utiliza como
alimento basico que suministra proteinas, calorias, vitaminas y sales minerales y es
cultivado en los cinco continentes, siendo América y Africa los mayores productores y
consumidores de esta leguminosa (Herndndez-Lépez et al., 2013).

La zona mas importante de produccion de poroto en Argentina es la region del noroeste.
Originalmente, el cultivo estaba concentrado entre Metan (Salta) y Trancas (Tucuman), en
una banda que no superaba los 100 kilometros de largo, pero en la actualidad se encuentra
expandido desde el limite con Bolivia hasta el norte de la Provincia de Cordoba (De
Bernardis, 2014). Durante la campafia agricola 2016, se alcanz6 una produccion de 366.586
t en una superficie de 361.135 ha (FAOSTAT, 2016) Entre el 85% y el 90% de esta
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produccion se exporta: el poroto negro se dirige principalmente a paises latinoamericanos y
africanos, mientras que el poroto blanco tipo Alubia, de alta calidad y valor, es destinado a
paises europeos del Mediterraneo.

Entre los factores que afectan la estabilidad de la produccién de poroto, podemos
mencionar las enfermedades de etiologia viral, que en general ocasionan reduccion de
rendimiento y de la calidad de semilla y, en casos severos, muerte de plantas. En Argentina,
hasta el presente, se han detectado los siguientes virus, patdgenos de poroto: Bean common
mosaic virus-BCMYV, Cucumber mosaic virus- CMV, Alfalfa mosaic virus- AMV Cowpea
mild mottle virus- CoMMV (Rodriguez Pardina, 2016, Rodriguez Pardina et al., 2004) y
varias especies de begomovirus (Zumelzu & Docampo, 1984, Vizgarra, 1995, Rodriguez
Pardina et al., 2011, Varela et al., 2018), siendo los dltimos los que pueden ocasionar
mayores dafios a la produccion.

Existen diversas medidas de control de las enfermedades ocasionadas por los virus citados;
entre ellas podemos mencionar el manejo de la fecha de siembra para evitar el pico de
vectores durante estadios tempranos de desarrollo de la planta. En otros casos, como el de
begomovirus que se transmiten de manera persistente por moscas blancas, el control de la
virosis puede efectuarse aplicando insecticidas. También se recomienda el control de
malezas, ya que algunas constituyen importantes reservorios del virus y hospedantes
alternativos del vector (Lapidot et al., 2014, Rojas et al., 2018).

En casos de virus que se transmiten por semilla como BCMV y CMV, es fundamental la
evaluacién de la sanidad de las mismas. Sin embargo, la mejor forma de control de estas
enfermedades es la utilizacion de cultivares resistentes. Todos los materiales genéticos
utilizados en la actualidad, salvo Alubia Cerrillos, presentan resistencia al BCMV, la que
esta conferida por cuatro genes, un gen helper raza no especifico, bc-u y tres genes
recesivos, raza especificos bc-1 bc-2 y bc-3 que, en combinacion, confieren resistencia a
todas las razas conocidas del patdgeno (Mavric & Sustar-Vozlic, 2004, Feng et al., 2018);
por el contrario, para los otros virus, la busqueda de resistencia o tolerancia resulta
complicada. Asi, por ejemplo, no se ha encontrado resistencia al CMV en P. vulgaris,
aungque se mencionan cultivares con buenos niveles de tolerancia a la infeccion viral y a la
transmision por semilla (Griffiths, 2004, Azizi & Shams-bakhsh, 2014).

Por otro lado, para begomovirus, existen diversos genes de resistencia, que han sido
utilizadas para desarrollar lineas avanzadas (Singh et al. 2000, Blair et al., 2007, Soler et
al., 2017, Anaya-Lopez et al., 2018), pero la resistencia conferida por los mismos es poco
duradera, por lo que actualmente se esta trabajando con materiales que poseen resistencia
parcial o tolerancia, lo que permite un rendimiento aceptable, alun en presencia de altos
titulos de viriones en los tejidos. Debido a lo mencionado, se consider6 de interés evaluar el
comportamiento de diferentes cultivares y lineas avanzadas de poroto comun, obtenidas a
través del programa de mejoramiento del Instituto de Investigacion del Chaco Semiarido
(IHACS) INTA, frente a infecciones naturales de los cinco virus detectados en Argentina.

2. Materiales y métodos

Durante tres campafas agricolas (2013, 2015 y 2016) se analizaron 13 cultivares de poroto
comin y una linea avanzada (Expo 08) (Tabla 3). Los ensayos se llevaron a cabo bajo
secano, segun disefio experimental en bloques al azar con tres repeticiones. Los mismos
estaban ubicados en lotes experimentales del Instituto de Investigacion Animal del Chaco
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semiarido IHACS-INTA, Leales, Tucuman (27° 11°34”" S; 65° 14°477°0 y 290 m.s.n.m). En
dicha localidad se registra una temperatura media anual de 20°C, precipitacion media anual
de 969 mm y HR media de 82%. La unidad experimental estuvo representada por una
parcela de cuatro surcos de 4 m de largo, y 0,70 m entre hileras; de los cuales se evaluaron
los dos centrales. En todos los casos, se utilizd al cultivar Alubia Cerrillos como testigo
susceptible. Durante los ensayos se realizd una aplicacion de fungicida (carbendazim) y
graminicida (fenoxaprop).

En estado de floracion, se realizd una evaluacion visual del comportamiento sanitario para
cada cultivar/repeticion, seguin escala propuesta por el Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT, 1987) (Tabla 1).

Tabla 1. Escala general de evaluacién para enfermedades virales

Calificacion Sintomas Incidencia (%o)

1 Ausentes 0

2 Dudosos 1-10

3 Débiles 11-25

4 Moderados 26-40

5 Intermedios 41-60

6 Generales 61-75

7 Intensos 76-90

8 Severos 91-99

9 Muerte 100

Paralelamente se recogieron muestras de 10 plantas por parcela tomadas al azar,
consistentes en una hoja de la parte superior de la planta. Todas las hojas fueron analizadas
mediante DAS-ELISA (acronimo del ingles “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas’) (Clark et al., 1986) para Cowpea mild
mottle virus (CpMMV), y por “Plate Trapped Antigen” (PTA-ELISA) (Converse & Martin,
1990) para Cucumber mosaic virus (CMV), Alfalfa mosaic virus (AMV) y Soybean mosaic
virus (SMV). En todos los casos se utilizaron seis testigos sanos y un enfermo por placa.
Las reacciones se cuantificaron en espectrofotometro Thermo Labsystem MultisKan MS vy
las muestras se consideraron positivas cuando la Abssos era superior a 0,100 o a la media de
los testigos sanos més tres veces el desvio estdndar (Punto critico) (Rodriguez Pardina et
al., 1997). Para el caso de begomovirus, las muestras se evaluaron mediante sondas de
hibridacion molecular segin el protocolo descripto por Rodriguez Pardina et al. (2011). Se
utilizé una temperatura de hibridacion de 65°C y se realizaron tres lavados a temperatura
ambiente con saline sodium citrate (SSC) 5X, y tres a 65°C con 2X SSC (condiciones de
baja especificidad) y dos testigos sanos y uno enfermo por cada membrana. La reaccién, en
este caso, se cuantificd solo por observacion visual de intensidad de color.

La concentracion relativa de virus (calculada través de la A4os de lecturas de ELISA/punto
critico) y la incidencia (porcentaje de plantas enfermas, tomada con respecto a las 10
muestras/parcela, evaluadas por serologia o hibridacion molecular) se analizaron segln
modelos lineales con estructura de varianza dada por un Varident para cultivar, y lineal
generalizado bajo distribucion binaria, respectivamente (Di Rienzo et al., 2011).
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3. Resultados

La incidencia de los distintos virus evaluados vario de acuerdo a la campafia. Asi, durante
2013, hubo un mayor porcentaje de plantas con CpMMYV y begomovirus. En el 2015 sélo
se observo incidencia de CMV en el orden del 27% y en el 2016 de CMV y begomovirus
en el orden del 36 y 15 % respectivamente (Tabla 2). Los demas virus analizados
manifestaron, en las tres campafas, ausencia o baja incidencia, por ello la evaluacion del
comportamiento varietal s6lo fue factible de realizar con los virus de mayor incidencia, la
que, ademas, fue variable segun la campafia considerada.

Tabla 2. Incidencia promedio de las virosis de poroto estudiadas, durante las tres camparias
evaluadas.

Plantas enfermas (%)
2013 2015 2016
Alfalfa mosaic virus 0 0 0,6
Cucumber mosaic virus 9,4 27 36,4
Cowpea mold mottle virus 63,2 0,4 1,8
Soybean mosaic virus 0 0 1,5
Begomovirus 28,5 2,1 15,5

En cuanto a la manifestacion de sintomas durante el 2013 los sintomas fueron severos, con
acortamiento de entrenudos, enanismo, necrosis y marcado arrugado de hojas en algunos
cultivares (Figuras 1c y d), coincidentes con una alta incidencia tanto de begomovirus como
de CpMMV, por lo que no puede descartarse una accion sinérgica entre ambos tipos de
virus, fendbmeno que se produce cuando ocurre una doble infeccién viral en las plantas y
que frecuentemente resulta en una intensificacion en la severidad de los sintomas y en una
mayor acumulacion viral. En cambio, en la campafia 2015 se observaron sintomas suaves
de clorosis y deformacién de hojas, tipicos de infeccion con CMV, virus transmitido por
pulgones y prevalente en ese afio (Figuras lay b).

< IR SRTA TR ”iﬁk‘v “w'gitf

Figura 1. Sintomas de virosis en poroto comin: (a) clorosis suave (Cultivar leales B 30 INTA), (b) clorosis
generalizada (Cultivar CR5 INTA), (c) acortamiento de entrenudos, enanismo y necrosis (Cultivar Alubia
Cerrillos) y (d) marcado arrugado de hojas (cultivar C1).
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Los genotipos mas susceptibles, de acuerdo a la manifestacion de sintomas, fueron CRS,
CR5y R4, Anahi, L22 y L17 con grado de severidad entre 7,3y 8 (Tabla 3).

Tabla 3. Evaluacion visual, en estado de floracion, del comportamiento de distintos
cultivares y lineas avanzadas de poroto comin frente a infeccion natural de virus, segun
escala del CIAT.

Cultivar Tipo de Grado de Sintomas
grano severidad
2013 | 2015 | 2016
CR8 Cranberry 8 SD* gD | Enanismo marcado clorosis, arrugado de hojas
7,3 sD 6,6 | Enanismo, acortamiento de entrenudos, marcado
L17 Blanco arrugado de hojas, clorosis y necrosis.
8 D SD Enanismo, clorosis, marcada disminucion del

L22 Blanco tamario de los foliolos.
L15 Negro 2 sD 4 Mosaico y leve ampollado de hojas.
L24 Negro 2 D gD | Mosaicoy ampollado suave.

Clorosis y arrugado de hojas, algunas plantas con
L30 Blanco 43 5 7.3 mosaico dorado.

Acortamiento de entrenudos, nudos, clorosis y
L40 Blanco 53 D 6.6 necrosis, en algunos casos mosaico célico.

Enanismo, clorosis marcado arrugado de hojas,
CR5 Cranberry 8 37 6.6 | necrosisen algunas plantas.

Clorosis amarilla generalizada, en algunas
C1 Canela 4 43 SD mosaico y ampollados de hojas.

Acortamiento de entrenudos, clorosis, arrugado de
R4 Rojo 7 3 6.3 | hojas y necrosis de foliolos.

Expo 08 Cranberry | SP 3,3 SD | Clorosis generalizada.

Anahi Rojo SD 4 7 Clorosis generalizada.
. Clorosis y deformacién de hojas en algunas
Escarlata Rojo b | 3,6 6 Y ) :
! plantas.
Clorosis, parches cloréticos, deformaciéon y/o
Blanco D 6,3 arrugado de hojas, mosaico célico, disminucion
Paloma SD del tamafio de las plantas.
Alubia Marcado enanismo, necrosis, muerte de plantas.

Cerrillos Blanco 9 6,3 8

*Referencias: S/D=sin datos.

Durante la campaia 2013, al analizar el comportamiento de los diferentes cultivares frente
al CoMMV, no se hallaron diferencias estadisticas en cuanto a la incidencia del virus, pero
si con respecto a su concentracion relativa (p= 0,0257), encontrandose que los cultivares
CR5, CR8 y L17 fueron los mas susceptibles a este virus (Figura 2).
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Figura 2. Comparacion de la concentracion relativa del Cowpea mild mottle virus (CoMMYV) (cuantificada a
través de la Abs405 de lecturas de ELISA) de diferentes cultivares y lineas avanzadas de poroto comin.
Campafia 2013. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (DGC, P > 0.05)

Para begomovirus, se realizaron evaluaciones durante las campafias 2013 y 2016. Se
encontraron diferencias significativas en la incidencia, en los dos afios (p<0,0001 y
p=0,0012, respectivamente). En el 2013, los cultivares CR8 y L22 fueron los mas
susceptibles en cuanto a la incidencia de virus, y se diferenciaron estadisticamente del
resto. Aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los otros cultivares,
se puede considerar que L17, R4 y CR5 tuvieron un comportamiento intermedio, mientas
que L30, L40, C1, L24 y L15 fueron tolerantes a begomovirus (Figura 3a). Durante la
campaiia 2016 se observaron dos grupos: susceptibles, con incidencia entre 16 y 26%
(Alubia, CR5, L30, L17, Anahi y R4) y tolerantes, con incidencia entre 3-13% (Paloma,
L40, Escarlata, L15 y C1) (Figura 3b).
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Figura 3. Incidencia (porcentaje de plantas enfermas) de begomovirus en diferentes cultivares de poroto
comin. Campafias 2013 (a) y 2016 (b). Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes
(DGC, P > 0.05). Los circulos indican cultivares tolerantes (rojo), moderadamente susceptibles (verde) y
susceptibles (azul).
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Por Ultimo, en la evaluacion frente a CMV, realizada durante 2015 y 2016, también se
hallaron diferencias en la incidencia de virus entre cultivares (p=0,0008 y p=0,064), siendo
L15 el mas susceptible, con 73% de incidencia, y C1 y Anahi los mas tolerantes (Figuras 4a
y b). Cabe destacar que el cultivar R4, durante el 2015 tuvo una incidencia de 60%,
comportandose como susceptible, pero en el 2016, la misma fue menor (23%).
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Figura 4. Incidencia (porcentaje de plantas enfermas) del Cucumber mosaic virus (CMV) en diferentes
cultivares y lineas avanzadas de poroto comdn. Campafias 2015 (a) y 2016 (b). En circulo estan indicados los
cultivares que se comportaron como tolerantes.

La concentracion relativa de virus se analizd sOlo durante la campafia 2016 y se hallaron
también diferencias significativas entre cultivares (p=0.0002) vy, al igual que para
incidencia, el cultivar L15 fue el mas susceptible (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion relativa del Cucumber mosaic virus (CMV) (cuantificada a través de la Abs405 de
lecturas de ELISA) en diferentes cultivares de poroto comin. Campafia 2016.
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4. Conclusiones

Se encontraron diferencias en el comportamiento de los distintos cultivares analizados,
frente a la infeccion viral, durante los tres afios evaluados. Los menos susceptibles a
begomovirus fueron los de grano negro (L15 y L24), con grado de severidad de sintomas 2
y menor incidencia. Por otro lado, CR8 y L22 se comportaron como muy susceptibles, con
niveles de incidencia que superaron el 60% durante la campafia 2013. El resto de los
cultivares evaluados fueron moderadamente susceptibles a esta virosis. L24, junto con R4 y
L40 fueron los méas resistentes a CpMMV, ya que alcanzaron la menor concentracion
relativa de virus, mientras que CR5, CR8 y L17 expresaron los mayores grados de
susceptibilidad, En cuanto a CMV, el mas susceptible tanto en incidencia, como en
concentracion relativa de virus, fue L15; mientras que C1, CR5 y R4 se comportaron como
tolerantes. La Unica linea avanzada que participd en los ensayos (Expo 08) solo se evalu6
para CMV durante la campafia 2015, mostrandose moderadamente resistente.

Cabe destacar que durante este estudio no se evalué el nivel de produccién de los
materiales genéticos, por lo que debe tenerse en cuenta que algunos de ellos, aln con
sintomas severos, pueden tener niveles de produccion aceptables, comportandose por lo
tanto como tolerantes. En ensayos posteriores se prevé incorporar la medicién de caracteres
componentes del rendimiento en el anlisis.
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