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RESUMEN

El poroto comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa alimenticia mas importante para
el consumo humano a nivel mundial. La esclerotinia, causada por Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary, es una enfermedad devastadora que afecta al cultivo de poroto en todo el
mundo. En Argentina, se ha detectado esta enfermedad en todas las dreas de produccién de
poroto, principalmente al norte de la provincia de Salta, produciendo pérdidas de
rendimiento y calidad de hasta el 100% en variedades de poroto susceptibles y en
condiciones climaticas favorables para el desarrollo de la enfermedad. El objetivo de este
estudio fue caracterizar la variabilidad fenotipica y genotipica de aislados de S. sclerotiorum
provenientes de lotes comerciales de poroto ubicados en la principal drea de produccién de
Argentina, empleando caracteres morfoldgicos, marcadores moleculares, y ensayos de
patogenicidad para aportar conocimiento a los programas de mejoramiento. Se relevaron
seis lotes comerciales de poroto y se recolectaron 116 aislados de S. sclerotiorum. Los
aislados mostraron una alta variabilidad fenotipica, genética y patogénica. Se detectaron
altos niveles de diversidad genotipica mediante grupos de compatibilidad micelial (MCG),
marcadores moleculares URP (Universal Rice Primers) y microsatélites (SSR). Se
identificaron 52 MCG, 59 haplotipos URP y 30 haplotipos MLH (Multilocus Haplotype).
Todos los MCG fueron especificos de cada sitio, mientras que los haplotipos URP y MLH se
compartieron entre lotes. Las distancias genéticas calculadas en base a los datos
moleculares (URP y SSR) no se correlacionaron con las distancias geograficas. Mas atn, el
estudio con marcadores SSR no mostré diferenciacién poblacional significativa en la
muestra analizada, lo que se corrobor6 en los andlisis de coordenadas principales y de
agrupamientos. En concordancia, los resultados del analisis molecular de la varianza
(AMOVA) y los valores de Fst de a pares, sugirieron la existencia de un moderado a alto flujo
génico entre las localidades. El estudio con microsatélites permitio inferir el
comportamiento reproductivo de S. sclerotiorum a través del andlisis del desequilibrio de
ligamiento entre loci. Los resultados obtenidos revelaron un alto nivel de variabilidad entre
los aislados y la ocurrencia de ambos tipos de reproduccion, clonal y sexual, pero con
predominancia de la recombinacion sexual en la mayoria de las poblaciones analizadas. La
falta de diferenciacién y la existencia de flujo génico estarian influenciados por la dispersién
de indculo fungico, en forma de esclerocios o semillas colonizadas con micelio, de un campo
a otro, al transportar restos de la cosecha y suelo contaminado mediante la maquinaria
agricola. También, las ascosporas transportadas por el aire, que constituyen una fuente
comun de infeccién dentro de los campos, podrian ser un mecanismo para la dispersion de
haplotipos entre las poblaciones a larga distancia. Las poblaciones con niveles altos de

diversidad genética y reproduccién sexual proporcionan un amplio espectro de genotipos



que pueden contribuir a una evolucién rapida del patégeno aumentando la probabilidad de
que el patégeno supere la resistencia de la planta hospedante y/o se seleccionen individuos
con genes de resistencia a los fungicidas ampliamente utilizados, lo que implicaria un gran
desafio en el manejo de la esclerotinia del poroto. Por otro lado, en invernadero, se evalué
la agresividad de los aislados mediante Straw test empleando la variedad Leales 24 INTA y
la mayoria de los aislados resultaron altamente agresivos, sin variacién entre las
localidades. También, se evalud la resistencia fisiologica de 20 genotipos de poroto contra
cinco aislados genéticamente distintos con multiples inoculaciones a corto, mediano y largo
plazo y se determiné el area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE). Se
observaron diferencias altamente significativas (P < 0,001) entre los aislados, genotipos e
interaccién genotipo x aislado en las tres fechas de evaluacién. A corto plazo y mediano
plazo se encontraron genotipos resistentes, intermedios y susceptibles. Sin embargo, el
Unico genotipo que resulto6 resistente a largo plazo a los cinco aislados fue la linea A 195.
Esta linea, por sus caracteristicas agrondmicas y sanitarias, seria un candidato prometedor
para ser utilizado para el mejoramiento de las lineas y variedades de poroto de Argentina.
El presente estudio proporciona, por primera vez, informacidon sobre la diversidad,
estructura poblacional, comportamiento reproductivo de S. sclerotiorum e informacion
sobre la resistencia fisiol6gica de genotipos de poroto. Estos resultados son valiosos para
los programas regionales de mejoramiento genético de poroto destinados a obtener
variedades ampliamente adaptadas con resistencia duradera, lo que contribuye al
desarrollo de estrategias de manejo sostenible para minimizar las pérdidas de rendimiento

debido a la esclerotinia en la produccién de poroto.



ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most important food legume for human bean
consumption worldwide. White mould, caused by Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, is
one of the most threatening fungal diseases occurring across major bean production regions
around the world. In Argentina, this disease has been detected in all areas of bean
production, mainly north of the province of Salta, producing yield and quality losses up to
100% on susceptible common bean cultivars and favourable weather conditions for the
development of the disease. The aim of this study was to characterize the phenotypic and
genotypic variability of S. sclerotiorum isolates from six dry bean fields in the main
production area of Argentina by means of molecular, morphological and pathogenic
approaches to contribute to breeding programs. A total of 116 isolates of S. sclerotiorum
were collected in six dry bean fields. A high genotypic, phenotypic and pathogenic variability
was observed among the isolates using mycelial compatibility groups (MCG), URP molecular
markers (Universal Rice Primers) and microsatellites (SSR). A total of 52 MCG, 59 URP and
30 multilocus haplotypes (MLH) were found. All the MCG were location specific, while URP
and MLH haplotypes were shared among locations. Based on molecular data (URP and SSR),
genetic distances were not correlated with geographical distances. Moreover, significant
population differentiation was not observed using SSR markers, which was corroborated in
the analysis of principal coordinates and UPGMA clustering. In agreement, the results of the
analysis of molecular variance (AMOVA) and pairwise Fst values suggested the existence of
a moderate to high gene flow between some locations. Microsatellites markers allowed to
inferred the reproductive behaviour of S. sclerotiorum through the linkage disequilibrium
analysis between loci. The results generated in this study suggested high levels of variability
between isolates and the occurrence of both types of reproduction, clonal and sexual, but
with predominance of sexual recombination in most of the analysed populations. The lack
of differentiation and the existence of gene flow may occur through spreading fungal
inoculum in the form of sclerotia or seeds colonized with mycelium, from one field to
another, by transporting crop residues and contaminated soil in agricultural machinery. In
addition, airborne ascospores, which constitute a common source of infection within fields,
might be a mechanism for long-distance dispersal of haplotypes among populations.

Populations with high levels of genetic diversity and sexual reproduction provide a broad
spectrum of genotypes that tend to evolve faster increasing the probability of the pathogen
to overcome the resistance of the host plant and to select individuals with resistance to
widely used fungicides, which implies a great challenge in the management of White Mould.
On the other hand, the aggressiveness of the isolates towards Leales 24 INTA bean seedlings

was assessed using the modified straw test in the greenhouse. Most of the isolates were



highly aggressive, while no variation among locations was observed. The physiological
resistance of 20 common bean genotypes was screened against five genetically distinct
isolates of S. sclerotiorum with multiple inoculations at short, medium and long-term
evaluations, and the area under disease progress curve (AUDPC) was determined. Highly
significant differences (P < 0.001) were observed between isolates, genotypes and genotype
x isolate interaction at the three evaluations dates. In the short- and medium-term
evaluations, resistant, intermediate and susceptible genotypes were found. However, line A
195 was the only white mould resistant genotype in the long-term evaluation. This line, due
to its agronomic and sanitary characteristics, would be a promising candidate to be used by
breeders to improve the lines and varieties of common bean in Argentina. The present study
provides, for the first time, information on the diversity, population structure, reproductive
behaviour of S. sclerotiorum and information of the physiological resistance of common
bean genotypes. This work represents a valuable contribution to regional breeding
programmes aimed to obtain cultivars with durable resistance, which contributes to the
development of sustainable management strategies in bean production aimed to minimize

yield losses due to white mould.
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CAPITULO I: Introduccién General

INTRODUCCION

1.1 El poroto comun (Phaseolus vulgaris)

El poroto comun (Phaseolus vulgaris L.), es una leguminosa anual herbacea perteneciente a
la familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribu Phaseoleae, subtribu Phaseolinae.
Es una especie diploide (2n=2x=22) y autégama con tallos y hojas pubescentes, amplias, de
7 a 12 cm de longitud, trifolioladas, membranosas, con foliolos ovado-acuminados, laterales
asimétricos y el terminal distante. Las flores se presentan en racimos usualmente axilares,
generalmente con pocas flores, que son papilionaceas con 10 estambres. La corola puede
ser violacea, lila o blanca, con estandarte centimétrico suborbicular y reflejo, las alas
obovadas adheridas a la quilla, también centimétrica y con apice espiralmente retorcido. La
fecundacion es generalmente de tipo autégama. El fruto es una legumbre péndula
acuminada, cilindrica o comprimida, delgada en la base, de forma y color diferente segtn las
variedades (Burkart, 1943) y contiene un nuimero variable de semillas que presentan
grandes variaciones en la forma, el color de la testa y en la distribucién de manchas y rayas
(Singh et al., 1992; Voysest, 2000). El poroto comun es una especie muy polimérfica desde
el punto de vista morfol6gico habiéndose descrito numerosas variedades con particulares
fenotipos de semilla, vaina, flor o habito de crecimiento (Voysest, 2000; Pérez-Vega etal,
2009).

Las variedades de poroto se pueden clasificar de acuerdo a diferentes criterios, como
ser las caracteristicas del grano, duraciéon entre el periodo de siembra y cosecha, reaccién a
la duracién del dia, por su origen y habitos de crecimiento (Voysest, 2000).

De acuerdo a las caracteristicas del grano se consideran tres criterios: tamafio, forma
y color. El tamafio se determina por el peso de 100 granos y se clasifican en pequefios (hasta
25 g/100 semillas), medianos (entre 25 y 40 g /100 semilla) y grandes (desde 40 g/100
semillas). La forma puede ser eliptica, cilindrica, arrifionada (Kidney), romboidea, oval o
redonda. Segln el color pueden ser blancos, negros, rojos, rosados, cremas, amarillos,
pardos y morados. Ademas, puede presentar manchas, rayas, vetas, moteado, etc.

Los dias desde la germinacion a la madurez pueden variar de 70 a 200 (Singh et al,
1992).

El poroto comun, segun el acervo génico del cual proviene, puede clasificarse en
mesoamericano o andino. Estos acervos fueron divididos en 6 razas. El acervo andino se
constituye por las razas Nueva Granada, Chile y Perd y el mesoamericano esta integrado por
las razas Jalisco, Durango y Mesoamérica (Singh et al., 1991).

El habito de crecimiento es una de las caracteristicas mas importantes para clasificar

las variedades desde el punto de vista agrondmico. Los parametros utilizados para
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caracterizar e identificar el habito de crecimiento son: el tipo de crecimiento de la yema
terminal (determinado o indeterminado), el nimero y la longitud de los entrenudos, la
altura de la planta y el grado y tipo de ramificacion. Existen cuatro tipos de habitos de
crecimiento: tipo I o determinado arbustivo; tipo II o indeterminado arbustivo (Ila: sin
aptitud para trepar; IIb con aptitud para trepar); tipo Il o indeterminado postrado (Illa

semitrepador; IlIb trepador); tipo IV o indeterminado trepador (Figura 1).

@%%é

Determinado ndeterminado ndeterminado ndeterminado
arbustivo (Tipo 1) arbugtnm (Tipo I) pnﬂtrado (Tipe 1) trepadar (Tipe IV)

Figura 1. Esquema de los habitos de crecimiento del poroto comin (Debouck & Hidalgo,
1985).

1.1.1 Etapas de desarrollo de la planta de poroto

El ciclo de vida del poroto comprende dos fases sucesivas: la fase vegetativa y la fase
reproductiva. Segun el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), el transcurso
de estas fases se desarrollan en diez etapas bien diferenciadas (Figura 2). La duraci6n de las
fases depende del habito de crecimiento, el clima, el suelo y el genotipo.

La fase vegetativa se inicia en el momento en que la semilla dispone de condiciones
favorables para germinar y termina cuando aparecen los primeros botones florales.
— VO (Germinacion): La germinacion de la semilla comienza con la absorcién de agua, esta
se hincha y hace emerger la raiz primaria (radicula) para luego dar paso a las raices
secundarias. El hipocétilo formado se elonga para dar lugar a la siguiente etapa.
— V1 (Emergencia): Los cotiledones aparecen a nivel del suelo y el hipocétilo se endereza

para continuar su elongacion.
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— V2 (Hojas primarias): Las hojas primarias se despliegan en el 50 % de las plantas, son
simples unifoliadas y opuestas. La yema principal del tallo se puede distinguir entre las dos
hojas primarias.

— V3 (Primer trifoliada): Se despliega la primera hoja trifoliada. La primera rama general
se forma a partir de la yema de la primera hoja trifoliada.

— V4 (Tercer trifoliada): Se despliega la tercera hoja trifoliada. Las yemas de los nudos
que estan por debajo de la tercera hoja trifoliada se desarrollan como ramas. Esta es la etapa
mas larga del ciclo por lo que se divide en sub-etapas, las cuales corresponden al momento
en que se completa el despliegue de la cuarta hoja trifoliada (V4.4), quinta hoja trifoliada
(V4.5), sexta hoja trifoliada (V4.6), etc., sobre el tallo principal del 50% de las plantas del
cultivo.

La fase reproductiva se inicia con la aparicidn de los primeros botones o racimos florales y
termina cuando el grano alcanza el grado de madurez necesario para la cosecha; a pesar de
ser esta fase eminentemente reproductiva, durante ella las variedades indeterminadas
(Tipos I, Il y IV) contintian produciendo estructuras vegetativas.

— R5 (Pre-floracion): Se inicia cuando en el 50% de las plantas aparecen los primeros
botones florales o los primeros racimos segun sea el habito de crecimiento.

— R6 (Floracion): Esta etapa se da por iniciada con la apertura de la primera flor. La
primera flor abierta corresponde al primer botén formado.

— R7 (Formacion de vainas): Con la fecundacién de la flor, la corola se marchita y la vaina
empieza a crecer. El inicio de esta etapa se considera cuando aparece la primera vaina
dandose por finalizada cuando las vainas han alcanzado su maxima longitud en el 50% de
las plantas del cultivo.

— R8 (Llenado de vainas): Comienza cuando en el 50% de las plantas del cultivo, la
primera vaina detiene su crecimiento y empieza a llenarse debido al crecimiento de las
semillas.

— R9 (Maduracidn): Se inicia cuando la primera vaina cambia su color verde por amarillo
o pigmentado. Las hojas, en orden ascendente, se tornan amarillas y se caen. La planta en
general y en particular, las semillas se secan, tomando su color final y la planta esta lista

para cosecharse.
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Fase Vegetativa Fase Reproductiva

23 dias - 3.5 semanas L 54 dias - 7.5 semanas

Figura 2. Etapas de desarrollo del cultivo de poroto (IICA, 2008).

1.1.2 Importancia nutricional del poroto comiin

El poroto comun forma parte de la dieta de la poblacién de varios paises latinoamericanos.
El valor nutricional que tiene el poroto es destacable, fundamentalmente debido a su alto
contenido de proteinas y en menor medida de carbohidratos. Ademas, posee vitaminas (A,
B2, B3, B6, B9), minerales (calcio, magnesio, fosforo, potasio, sodio, zinc) y fibras,
convirtiéndolo en un alimento de preferencia (Romero-Arenas et al.,, 2013; Suarez Martinez
etal, 2016). Los porotos son ideales para controlar la diabetes debido a que sus
carbohidratos complejos se absorben mas lentamente que los simples (azucar, dulces,
mieles), por lo tanto, ayudan a prevenir aumentos abruptos en los niveles de azicar en
sangre. Tienen alto contenido de tiamina, riboflavina y niacina que son necesarias para la
produccion de energia, y de acido folico, el cual es primordial para la formacién y
maduracion de las células, siendo fundamental en el embarazo, para prevenir defectos del
tubo neural (Mazzi Gonzales de Prada, 2013). Otra caracteristica importante es la cantidad
de fibra por gramo de poroto, donde 100 gramos de porotos contienen aproximadamente
17 gramos de fibra. Las fibras ayudan a reducir los niveles de colesterol en sangre,
disminuyendo el riesgo de enfermedades crénicas, tales como obesidad, diabetes y cancer
(Sgarbieri & Whitaker, 1982; Geil & Anderson, 1994; Marin-Martinez et al., 2009). El uso de
esta planta como terapia alternativa aumenta en gran medida su importancia para el
consumo por su valor nutricional y por ser una fuente con valor terapéutico (Romero-
Arenas et al., 2013).

En Argentina, la carne vacuna es una de las principales fuentes de proteinas, pero con
elevados niveles de grasas saturadas que son perjudiciales para la salud si se consumen con
alta frecuencia. La incorporacién de porotos y otras legumbres en la alimentacién diaria
seria una buena alternativa para mejorar la calidad de vida por sus numerosas propiedades

nutricionales. Sin embargo, la poblacion argentina no tiene el habito de incluirlo en su
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alimentacidn. Se consume muy poco y principalmente durante los meses de invierno, ya que

se utilizan en preparaciones de platos calientes.
1.1.3 Laproducciéon mundial y nacional de poroto
1.1.3.1 Mercado global

De acuerdo con la FAO (Food and Agricultural Organization), el poroto comun es la
leguminosa alimenticia mas importante en el consumo humano a nivel mundial. La
producciéon mundial de porotos secos se encuentra diversificada entre los continentes
(Figura 3), alcanzando un total de 26,8 millones de toneladas en el afio 2016 (FAO, 2018).
En un analisis por continente, el 43% de los porotos se producen en Asia, el 30% en América
y el 24% en Africa. Oceania y Europa tienen una participacién menor. La produccién de los
paises africanos ha tenido un incremento considerable, del 16 al 24%, en los ultimos 20

anos.
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Figura 3. Promedio de la produccion de poroto de los paises productores en el mundo,
periodo 2006-2016 (FAO, 2018).

El 52,5% de la producciéon mundial de poroto estd concentrada en 5 paises. Myanmar
es el principal productor y consumidor de legumbres, participa con el 19,3% (5,2 millones
de toneladas) de la produccién mundial. Le siguen India y Brasil, los cuales producen el
14,5% (3,8 millones de toneladas) y 9,7% (2,6 millones de toneladas) de la produccién

mundial, respectivamente. Estados Unidos ocupa el cuarto lugar en el ranking, con el 4,7%
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(1,3 millones de toneladas) y China se posiciona en el quinto lugar con el 4,20% (1,1
millones de toneladas) (FAO, 2018). Argentina se ubica en la posicién doceava, participando
con el 1,37% (367.000 toneladas) de la producciéon mundial (Figura 4).

En los ultimos 20 afios, Myanmar se encuentra en proceso de expansiéon con una tasa
media anual de crecimiento del 10%. De manera similar, Estados Unidos y México han
crecido un 0,8% y 0,4% anual, respectivamente. En contraste, la producciéon de China ha
descendido a un ritmo del 0,2% anual, por la competencia que existe con otros cultivos. Con
respecto a Uganda, Kenia y Etiopfa su produccién se ha expandido con una tasa de

crecimiento del 14% anual (Figura 4).
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Figura 4. Producciéon mundial de porotos afio 2016 (FAO, 2018). Elaboracion propia con
base en FAOSTAT.

Los paises lideres de produccidn son también aquellos que tienen los mercados de
consumo mas importantes. En efecto, segtin la FAO, India consume aproximadamente 4,2
millones de toneladas de poroto al afio; Brasil, 3,2 millones de toneladas; Myanmar, 2,0
millones; Estados Unidos, 0,9 millones y en Tanzania, 0,6 millones. Los paises que mas
porotos consumen por habitante por afio son Myanmar (37 kg), Ruanda (28 kg) y Nicaragua
(20 kg). Los paises africanos con mayor consumo (entre 8 y 12 kg/hab/afio) se encuentran

Tanzania, Camerun, Kenia y Angola. Con respecto a los paises europeos los de mayor

13



CAPITULO I: Introduccién General

consumo en un rango de 1 a 3 kg/hab/afio se encuentran Grecia, Italia, Portugal y Espafia.
De los paises asiaticos sobresalen Corea del Norte e India con 11,3 y 3 kg/hab/ano,
respectivamente. Por el contrario, China tiene un consumo de sélo 0,1 kg por habitante por
afio. Con respecto a los paises de América Latina, los de mayor consumo por habitante por
afio son; El Salvador (15,8 kg), Brasil (15,6 kg) y Cuba (15,5 kg). En general, los grandes
consumidores son paises de bajo nivel de ingreso, donde los porotos, junto con otras
legumbres, constituyen la base proteica diaria de la poblacidn.

En Argentina, el consumo interno de legumbres es marginal respecto a los niveles de
consumo mundial. Se estima que no superaria los 200 g/hab/afio. Por este motivo,
aproximadamente el 97% de la produccion de poroto seco se destina a exportacion. A nivel
mundial, Argentina se encuentra entre los cinco principales paises exportadores de porotos
secos. Los principales competidores son Myanmar, China, EE.UU. y Canada (Figura 5). Entre
los principales destinos de las exportaciones se encuentra Brasil (23,6%), seguido por

Venezuela (13,9%), Argelia (9,7%), Espafia (10,7%) e Italia (9,3%) (MHyFP, 2016).
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Figura 5. Ranking de los principales paises exportadores de poroto, afio 2016 (FAO, 2018).

En la actualidad el cultivo de poroto se encuentra expandido al noroeste argentino
desde el limite con Bolivia hasta el norte de la provincia de Cérdoba (Figura 6). La
produccion se concentra en la region del noroeste argentino (NOA), principalmente en la
provincia de Salta (66,7%) y, en menor medida, en Santiago del Estero (23,1%), Jujuy
(5,4%) y Tucuman (4,5%). E1 0,6% restante se distribuye entre Catamarca y Cérdoba.

14



CAPITULO I: Introduccién General

En la campafia 2016/2017, la superficie total sembrada alcanzé las 423.833
hectareas. La provincia de Salta concentra el 75,8% de la superficie sembrada con poroto,
con 333.100 hectareas (estimaciones agricolas), de las cuales el 85% se concentra en los
departamentos de Oran y San Martin, en el norte de la provincia (Paoli etal., 2017). Le
siguen en importancia, Santiago del Estero con el 10,4% (44.100 hectareas), Jujuy con el
6,9% (29.283 hectareas) y Tucuman que participa con el 3,6% (15.350 hectareas). Con
menor relevancia se encuentra Catamarca, que participa con el 0,4% del total nacional
(1.800 hectareas) y Cordoba donde se sembraron 200 hectareas.

El area de siembra de poroto en la provincia de Salta se ha mantenido relativamente
estable en los ultimos 20 afios, entre 260.000 y 380.000 ha, con excepcion de la campafia

2014/2015 en la que se registro el pico maximo con 438.140 hectareas sembradas.
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Figura 6. Distribucién por provincia de la produccién de porotos Alubia, Negros y otros
(MHyFP, 2016).

En Argentina, la produccién total de porotos creci6 un 8,4% entre 2010y 2016, a una
tasa anual acumulada del 2,3%. Sin embargo, presenta alta variabilidad anual,
fundamentalmente por la influencia de las condiciones climaticas. La campafa 2012/2013
se vio seriamente afectada por la crisis hidrica de las principales provincias productoras,
por lo que la produccidn registr6 el valor mas bajo de la serie (Figura 7). El estrés hidrico
provocé que no se alcancen los niveles esperados, siendo el rendimiento promedio de
665 kg/ha y con un nivel de calibre menor, pasando de mediano a chico. A esta realidad

productiva, se le sumaron enfermedades flingicas, como la Mancha Angular y Mustia
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Hilachosa, que se vieron altamente favorecidas por periodos alternos de altas y bajas
temperaturas, y alta y baja humedad relativa. La situacion climatica comprometié el
contexto econémico en la totalidad de los productores dedicados a este cultivo. La
produccion registré una caida de 73%, al haber pasado de 361.153 toneladas en 2012 a
96.109 toneladas en 2013 (FAO, 2018).

En la siguiente campaifia 2014/2015, la situacién de sequia fue superada y se pudo
volver ala senda de crecimiento registrada hasta 2012. Durante 2014 se obtuvo una cosecha

récord al alcanzar las 430 mil toneladas, 347% superior a 2013 y 19% mas que en 2012.
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Figura 7. Produccién de porotos en Argentina durante los afios 2010-2016 (FAO, 2018).

Argentina es fundamentalmente productor de porotos blancos y porotos negros. El
80% se reparte en partes iguales entre poroto “Alubia” (blanco de alta calidad y valor
destinado a paises europeos del Mediterraneo) y poroto “Negro” (destinado principalmente
a paises latinoamericanos y africanos). El 20% restante corresponde a porotos de color
Cranberry y colorados destinados a paises europeos y Estados Unidos (MHyFP, 2016). En la
campafia 2015/2016, de la superficie total sembrada, el 41,6% correspondié a poroto

negro, el 40,6% a poroto alubia y el resto a otros porotos (Figura 8).

16



CAPITULO I: Introduccién General

500.000

400.000 IIII
300.000 IIII IIII

v
3+
[+}]
=
“
¥ s I R
£ 200.000
101.780
100.000
1 0 1 8

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

B Total Alubia Total Negro M Total Otros porotos

Figura 8. Superficie sembrada con poroto en Argentina por variedad durante el periodo
2010-2016 (MHyFP, 2016).

Las condiciones favorables para la produccién de poroto se encuentran al norte del
pais (Salta, Jujuy, Santiago del Estero, Tucuman, Norte de Cérdoba). En Salta, Tucuman y
zonas de influencia (Valles templados, Umbral de Chaco y sur de Salta, oeste de Santiago del
Estero y sudeste de Catamarca) la siembra de poroto se concentra a partir de la segunda
quincena de febrero, ya que antes de ese momento el suelo no tiene humedad suficiente
para efectuar la siembra. Es importante mencionar que para ésta zona, la época de siembra
es considerada tardia para el cultivo, porque el periodo de llenado de grano se acerca a las

fechas probables de ocurrencia de heladas tempranas (Mamani Gonzales et al., 2015).
1.1.4 Requerimientos culturales del cultivo de poroto

El cultivo de poroto requiere suelos bien drenados, permeabilidad moderada, con buen
contenido de materia orgénica, ausente de salinidad y de alcalinidad. En Argentina, la
produccién se realiza en suelos de desmonte en areas llanas de las provincias antes
mencionadas. El cultivo de poroto es muy sensible a factores climaticos como la humedad
del suelo, las temperaturas y los vientos. Las épocas de lluvia se aprovechan para el
desarrollo del cultivo y la sequia en la época de cosecha. El requerimiento 6ptimo de agua
durante el cultivo oscila entre 350 a 400 mm, distribuidos uniformemente (Garcia Medina,
2004). La deficiencia hidrica es perjudicial principalmente en las fases de germinacion,
floracion y llenado de grano. El exceso de agua también es perjudicial, ya que ocasiona
graves dafios en la produccién principalmente por enfermedades flingicas. El poroto es una
especie termdfila, con un rango de temperatura 6ptima de crecimiento entre 20 y 35°C
(Volante et al., 2004). Con respecto a los requerimientos luminicos, el cultivo es indiferente

al fotoperiodo, aunque responde a dias cortos y por lo cual los dias largos causan demoras
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en la floracién y en la madurez. El desarrollo vegetativo normal no tolera vientos frios ni
heladas.

El cultivo de poroto es susceptible al ataque de plagas, enfermedades y malezas lo que
provoca oscilaciones en los rendimientos anuales. Ademas, el gran incremento en las areas
de cultivo de soja ha desplazado al poroto al este de la provincia de Salta hacia zonas menos

favorables surgiendo nuevas limitantes bioticas y abidticas.
1.1.5 Problematica fitosanitaria del cultivo de poroto

Entre los diversos problemas fitosanitarios que afectan la produccién de poroto en
Argentina se encuentran las enfermedades (Casalderrey, 2013). Las enfermedades en las
plantas se definen como la serie de respuestas invisibles y visibles de las células y tejidos
vegetales a un organismo patégeno o factor ambiental, que da lugar a cambios adversos en
la forma, funcién o integridad de la planta, lo que puede conducir al deterioro y/o muerte
parcial o total de la planta. En los cultivos, para que se produzca la enfermedad deben
coincidir por un determinado tiempo, un hospedante susceptible, un patégeno virulento y
condiciones ambientales favorables. Ademas, el hombre también participa actuando como

modificador del ambiente a través de sus practicas agricolas (Figura 9).

HOSPEDANTE
SUSCEPTIBLE

HOMBRE
PATOGENO AMBIENTE
VIRULENTO FAVORABLE

Figura 9. Triangulo de la enfermedad.
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El cultivo de poroto presenta a lo largo de su ciclo de vida diferentes problemas
sanitarios causados por hongos, bacterias y virus. Pero también existen problemas de
origen abidtico (o no infeccioso), generados por algin factor del ambiente como heladas
tempranas o tardias, exceso o déficit del agua en el suelo, contaminacidn del aire o agua,
déficit o exceso de fertilizantes, toxicidad de productos agroquimicos y practicas
agronOmicas inadecuadas. La distribucién geografica de cada enfermedad es variable,
estando relacionada con las condiciones ambientales prevalentes en cada zona donde se lo
cultiva. Las enfermedades causan perdidas econémicas por disminucion de la cantidad y
calidad de los productos, y por los incrementos en los costos de produccion por la necesidad
de utilizar productos agroquimicos o semillas mas costosas por su resistencia a agentes
patogenos (Vizgarra et al., 2016).

Entre las enfermedades causadas por bacterias se puede mencionar la causada por el
complejo compuesto por los agentes: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith) Dye
(Andersen, 1985; Vauterin et al, 1995) y Pseudomonas syringae pv. syringae, donde las
enfermedades responden individualmente a los nombres Bacteriosis comun y Halo
bacteriano, respectivamente(De Simone & Failde, 2002). La enfermedad de etiologia viral
mas importante para este cultivo es la llamada Mosaico dorado del poroto (Bean Golden
mosaic virus; BGMV), su epidemia abarca las dreas productoras de Brasil y grandes zonas de
Argentina.

Entre las enfermedades fingicas de mayor impacto en el NOA, se encuentra la
esclerotinia o moho blanco del poroto (agente etioldgico Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary), que ocasiona dafios anuales superiores al 80% en condiciones climaticas favorables
parala enfermedad. Las enfermedades flingicas que le siguen en importancia son la mancha
angular (agente etioldgico Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun), la mustia
hilachosa y podredumbre radicular (agente etioldgico Rhizoctonia solani Kiihn). Todas éstas
patologias representan la mayor pérdida econdmica, dado su nivel de dispersion en las
distintas zonas de produccidn (Vizgarra et al., 2012).

En los Ultimos afios, se ha detectado un incremento en el drea de incidencia de estas
enfermedades (Vizgarra et al., 2016), posiblemente debido al cambio climatico, al sistema
de monocultivo y a la estrecha base genética de las variedades de poroto (Galvan et al,
2001; Stenglein, 2007). El abordaje de la enfermedad provocada por S. sclerotiorum en la

produccion del cultivo de poroto fue objeto de estudio de este trabajo de tesis.

1.2 Esclerotinia o moho blanco del poroto

La esclerotinia 0 moho blanco es una de las principales enfermedades asociadas al cultivo

de poroto a nivel mundial. Sclerotinia sclerotiorum es un hongo extremadamente polifago
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(Boland & Hall, 1994) que causa podredumbre y muerte de plantas en cultivos intensivos y
extensivos, malezas y especies silvestres. A nivel mundial (Bolton et al., 2006; Saharan &
Mehta, 2008) y nacional (Mitidieri, 1980; Casalderrey, 2013; Vizgarra et al., 2016) esta entre
los patdgenos de mayor importancia econdmica. La esclerotinia se desarrolla especialmente
en regiones con temperaturas moderadas y elevada humedad (Schwartz & Pastor-Corrales,
1988).

En el NOA la enfermedad es endémica y es la responsable de mermas significativas en
la producciéon de poroto. El sistema de produccién de poroto es principalmente de
monocultivo, lo cual tiene consecuencias nefastas ya que la mayoria de las variedades son
altamente susceptibles a esclerotinia. Las pérdidas del rendimiento producidos por esta
enfermedad pueden alcanzar el 100%, particularmente bajo condiciones ambientales
favorables para el desarrollo del patégeno en variedades sensibles, como fue el caso de
Argentina en el afio 2011 (Schwartz & Singh, 2013) y en la campafia 2017 en los
departamentos de Oran y San Martin (Comunicacién personal M. Salgado), donde la
epidemia fue muy severa ocasionando pérdidas del rendimiento del 100%, sobre el 20%
del total de lotes productivos. Como consecuencia, los productores debieron realizar una
gran inversion monetaria para poder controlar la epidemia importando un total de 140.000
litros de fungicidas, lo que equivale alrededor de 6 millones de délares de inversion
(Comunicacion personal M. Salgado).

Las grandes pérdidas ocasionadas al cultivo de poroto por la falta de altos niveles de
resistencia del huésped y la dificultad general para manejar la enfermedad causada por S.
sclerotiorum, formaron parte del impulso para realizar el presente trabajo de investigacion

sobre este patégeno.
1.2.1 Taxonomia

Dentro del género Sclerotinia existen tres especies de interés fitopatoldgico y econdémico: S.
sclerotiorum (Lib.) De Bary, S. trifoliorum Erikss y S. minor Jagger. De las tres especies S.
sclerotiorum es la mas cosmopolita y versatil. Es un hongo polifago con un amplio rango de
hospedantes y de amplia difusién mundial, que afecta a 75 familias conteniendo 278
géneros y 408 especies, entre las cuales se encuentran cultivos de importancia econémica y
malezas (Boland & Hall, 1994). La mayoria son dicotiledéneas herbaceas, pero también
puede afectar a las monocotileddneas. S. sclerotiorum presenta esclerocios irregulares de 2
a 20 mm (Kohn, 1979; Bardin & Huang, 2001). Los esclerocios se forman en posicion
terminal en las hifas y tienen ocho cromosomas haploides (Willetts & Wong, 1980). Cada
esclerocio puede germinar carpogénicamente, produciendo de uno a varios apotecios en

forma de copa (Sansford & Coley-Smith, 1992; Gracia-Garza et al, 2002). S. trifoliorum
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también se encuentra disperso en todo el mundo, pero tiene un rango de hospedantes mas
estrecho, limitado principalmente a las especies de la familia de las leguminosas y
particularmente a las leguminosas forrajeras como la alfalfa (Medicago sativa L.), el trébol
rojo (Trifolium pretense L.) y el trébol blanco (Trifolium repens L.) (Kohn, 1979). El tamafio
de los esclerocios es de 2 a 20mm de diametro, similar a los esclerocios de S. sclerotiorum.
Por otro lado, S. minor es un patdgeno principalmente de cultivos florales y vegetales y se
limita a regiones frias y himedas (Melzer et al., 1997). La mayoria de los hospedantes de S.
minor son dicotiledéneas, pero hay dos casos documentados de S. minor en
monocotiledéneas (Melzer et al., 1997). Produce numerosos esclerocios pequefios de 0.5 a
2 mm de diametro.

Los principales criterios para distinguir entre estas especies se basan en:
caracteristicas morfolégicas, como el tamafio de los esclerocios y dimensiones de
ascosporas y ascas y el rango de hospedantes (Kohn, 1979; Boland & Hall, 1994).

A pesar de que el proceso de identificacion de las especies del género Sclerotinia a
través de los esclerocios y otras caracteristicas morfoldgicas se ha perfeccionado con el
tiempo (Kohn, 1979), existen limitantes. S. minor se puede diferenciar de las otras dos
especies con relativa facilidad ya que produce esclerocios mucho mas pequefios y mas
numerosos (Kohn, 1979). Sin embargo, la diferenciacién entre S. trifoliorum y S.
sclerotiorum basada en los esclerocios es dificil debido a su similitud morfolégica y a la
inestabilidad de algunas caracteristicas de los esclerocios en los sub-cultivos posteriores
(Cother, 1977). La diferenciacién inequivoca entre S. sclerotiorum y S. trifoliorum requiere
de la observacion de la morfologia de las ascosporas. S. trifoliorum tiene las ascas con
ascosporas dimorficas (dos ascosporas de diferentes tamafios dentro de un solo asco),
mientras que las ascosporas de S. sclerotiorum no muestran dimorfismo (Kohn, 1979). Sin
embargo, la induccién de la germinacién carpogénica de esclerocios es un proceso que lleva
mucho tiempo y puede demorar varios meses. Ademas, algunos aislados de S. trifoliorum
son heterotalicos y requieren aparearse con una cepa compatible para dar lugar a la
germinacion carpogénica con produccién de ascosporas (Uhm, 1983; Uhm & Fujii, 1983). Es
por ello que para facilitar la identificaciéon de S. trifoliorumyy S. sclerotiorum, se han realizado
esfuerzos en la busqueda de técnicas moleculares que sean confiables y de facil aplicacion.
Actualmente, se utiliza la amplificacién de las regiones ITS (Internal Transcribed Spacer)
para diferenciar las especies del género (Holst-Jensen et al., 1999; Hirschhauser & Frohlich,
2007; Abd-Elmagid et al., 2013).

La amplificacion de las regiones ITS o espaciadores transcriptos internos son regiones
variables que se transcriben junto con los genes de ADN ribosémico (ADNr) (Figura 10).

Dichas secuencias son zonas no codificantes del ADNr nuclear, lo que las hace mas
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susceptibles a acumular mutaciones y, por lo tanto, resultan de gran interés en la
identificacion de especies fungicas y en estudios evolutivos (Schoch etal, 2012). El
polimorfismo de la regién ITS y las diferencias de nucleétidos se utilizaron en diferentes
estudios para diferenciar las tres especies de Sclerotinia (Holst-Jensen etal, 1999;

Hirschhduser & Frohlich, 2007; Abd-Elmagid et al,, 2013).
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Figura 10. Representacion esquematica de la region de ADNr y las secuencias ITS (Internal
Transcribed Spacer) (Schoch et al., 2012).

1.2.2 Sintomatologia

Los sintomas caracteristicos de esclerotinia se observan inicialmente como manchas
irregulares acuosas a partir de infecciones iniciadas por ascosporas liberadas por los
apotecios, que en condiciones de bajas temperaturas y elevada humedad aumentan de
tamafio y se extienden observidndose un crecimiento algodonoso que corresponde al
micelio del hongo (Steadman, 1983). A menudo, se visualizan manchas marrones con anillos
en las hojas (Figura 11, B). Los tallos se tornan blanquecinos y quebradizos (Figura 11, A).
Las plantas con estos sintomas se marchitan y mueren. Las vainas, en particular las que
estan en contacto con el suelo, se infectan rapidamente cubriéndose con micelio blanco
(Figura 11, C). Finalmente, este micelio se torna grisaceo y se visualizan cuerpos negros
denominados esclerocios, que adoptan la forma del lugar donde se originan, pudiendo ser
alargados (interior de tallo) (Figura 11, F), redondeados (exterior de la planta) o adoptando
formas irregulares dentro de las vainas. Los esclerocios son estructuras de resistencia que
le permiten al hongo sobrevivir por largos periodos de tiempo ante condiciones adversas.
Una vez que éstos se forman en las plantas infectadas pueden: caer al suelo, permanecer en
el campo como restos de cultivo, o ser removidos con las semillas cosechadas (Dueck &
Sedun, 1983; Mueller et al, 1999).

La enfermedad también puede iniciarse a partir de los esclerocios presentes en el
suelo. Los esclerocios producen micelio que penetra a través del sistema radicular, el cual
se debilita disminuyendo gradualmente su funcién ocasionando marchitamiento que puede

llevar a la muerte de la planta. Las plantas infectadas se quiebran facilmente debido a la
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destruccion de tejidos. En condiciones de alta humedad ambiental, las bases de las plantas

se cubren de micelio blanquecino sobre el que se producen los esclerocios, aumentando la

densidad de in6culo en el suelo.

Figura 11. Sintomas de esclerotinia en plantas de poroto. A) Sintoma en tallo. B) Sintoma
en hoja. C) Esclerocios en vainas. D) Esclerocios sobre tallos. E) Esclerocios dentro de vainas.
F) Esclerocios dentro de tallos.

1.2.3 Epidemiologiay ciclo de vida

S. sclerotiorum es un hongo necrotréfico con habilidad de competencia saprofitica y puede,
en ausencia de antagonistas, permanecer en el suelo ya sea como hifa colonizando materia
organica, o a través de esclerocios. Los esclerocios son la fuente de in6culo mas importante
(por su capacidad de supervivencia ante condiciones adversas). La pérdida de viabilidad y
degradacion de los mismos depende de factores como ser altas temperaturas, condiciones
extremas de alternancia de humedad y profundidad a la que se encuentran en el suelo
(Steadman, 1983).

El ciclo de vida de S. sclerotiorum consta de una fase asexual y una fase sexual, siendo
la ultima la de mayor importancia epidemiolégica (Figura 12). En la etapa asexual los
esclerocios, bajo condiciones de elevada humedad y moderada temperatura, germinan
produciendo un micelio blanco de aspecto algodonoso. El micelio penetra en las plantas,
generalmente a la altura del suelo, a través de heridas o aperturas. El hongo se desarrolla
sobre la planta infectada y produce nuevos esclerocios que caen facilmente al suelo,
comenzado de nuevo el ciclo. Los esclerocios tienen la capacidad de sobrevivir durante 5
afios o mas (Steadman & Boland, 2005), siendo el principal modo de propagacion de la

enfermedad.
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La fase sexual del ciclo también comienza a partir de los esclerocios. Sobre los
esclerocios se desarrollan uno o varios apotecios (Figura 13). Los apotecios son discos
carnosos que miden de 2 mm a 10 mm de didmetro, en cuyo interior se albergan las ascas,
que contienen ocho ascosporas hialinas (110-160 ym x 6-10 pm) (Kohn, 1979). Cada
apotecio puede liberar hasta 10 millones de ascosporas durante un periodo de varios dias
en el medio ambiente. La mayoria de las ascosporas se dispersan facilmente con el viento
en un radio de 100 m, y algunas inclusive pueden viajar hasta 3 0 4 km (Cubeta et al., 1997)
donde se depositan sobre diferentes 6rganos de la planta. Las ascosporas no infectan los
tejidos vivos directamente, sino que colonizan tejidos senescentes o muertos. En la mayor
parte de los casos las estructuras florales proveen el material para la colonizacién inicial. La
penetracion del hongo se produce por presiéon mecanica y por disoluciéon enzimatica de los
tejidos. Una vez iniciada la infeccién micelial, el micelio blanco de aspecto algodonoso se
extiende rapidamente al resto de la planta. Avanzada la etapa de colonizacion, el micelio se
anastomosa formando los esclerocios, reiniciandose el ciclo. Las plantas afectadas producen

esclerocios que quedan en los rastrojos, caen al suelo o se diseminan con la semilla.
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tejidos senescentes a
tejidos sanos
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Figura 12. Ciclo de vida de S. sclerotiorum (Negrillo et al., 2009).
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Figura 13. A) Produccién in vitro de apotecios de S. sclerotiorum. B) Liberacién de
ascosporas de S. sclerotiorum (Pethybridge et al., 2015).

1.2.4 Manejo de la enfermedad

El manejo de la esclerotinia es complejo y se deben emplear diferentes estrategias para un
control eficaz. Los métodos de control deben reducir el in6culo de esclerocios presente en
el suelo, ya sea mediante practicas culturales, control quimico o biolégico, y utilizando
variedades con resistencia genética. En lo que se refiere a buenas practicas en el cultivo, se
recomienda utilizar semilla sana, eliminar los residuos de cosechas anteriores para evitar
la propagacion por medio de esclerocios y rotar con cultivos resistentes o no hospedantes.
Ademas, para favorecer la circulacion de aire es recomendable aumentar la distancia de
siembra de manera de establecer condiciones microclimaticas adversas para el desarrollo
del hongo. EI control quimico puede ser efectivo siempre que se apliquen cuidadosas
técnicas de pulverizacion, con volimenes adecuados y en el momento correcto. Se
recomienda la aplicacién antes de la producciéon de ascosporas y sobre pétalos vivos. El
control quimico efectivo tiene como consecuencia un alto rendimiento econémico. Sin
embargo, los quimicos usualmente solo previenen el incremento de la enfermedad durante
periodos de alto riesgo, dado que la erradicacién de la esclerotinia es extremadamente
dificil (Bardin & Huang, 2001). El control bioldgico se realiza mediante el uso de hongos
antagonistas como Coniothyrium minitans (Whipps et al., 2008), Trichoderma y Gliocadium
(Zeng et al., 2012). También se han utilizado bacterias como Pseudomonas spp., Bacillus spp.
y Burkholderia cepacia (Sid Ahmed et al.,, 2003; Saharan & Mehta, 2008). Se recomienda la
aplicacion en las etapas donde el patdgeno tiene poca movilidad (estado de esclerocio) o en
la etapa de germinacion donde el patégeno es mas vulnerable.

Los cultivos con resistencia genética son cruciales para el control adecuado de brotes
epidémicos de esclerotinia, y para reducir o eliminar el uso de fungicidas (Miklas et al,

2013). La fuentes de resistencia fisiolégica a esclerotinia son de origen andino,
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mesoamericano, silvestre, y de las especies de Phaseolus del pool génico secundario, como
Phaseolus coccineus, P. dumosus y P. costaricensis (Miklas et al., 1992; Schwartz et al., 2006;
Maxwell et al., 2007; Terpstra & Kelly, 2008; Singh et al., 2009a,b; Teran & Singh, 2009a;
Pascual et al., 2010; Mkwaila et al,, 2011). La falta de niveles altos de resistencia fisiologica
combinado con la baja a moderada heredabilidad de caracteres, limita el progreso en la
produccion de cultivos de poroto con resistencia mejorada a esclerotinia (Schwartz & Singh,
2013). El desarrollo de marcadores moleculares estrechamente ligados a los genes de
resistencia ha sido una herramienta de gran utilidad en el mejoramiento genético haciendo
mas eficiente y confiable al proceso de seleccidn.

La integracion de las diferentes estrategias indicadas puede ayudar en el control de esta
enfermedad, aunque no garantiza la ausencia de dafios. Sin embargo, el uso de variedades
resistentes, o con elevados niveles de resistencia, seria la forma mas econdémica y
sustentable para el control de esta enfermedad. En este sentido, en todo programa de
mejoramiento genético que tenga como objetivo desarrollar cultivos resistentes frente a un
determinado patégeno, y que se encuentren adaptados a un area geografica particular, es
fundamental conocer la variabilidad del patégeno en la zona, para luego identificar
potenciales fuentes de resistencia, como también conocer la determinacion genética de la

resistencia al patégeno (cualitativa o cuantitativa).

1.2.5 Variabilidad genética

La comprension adecuada de como la variabilidad genética de las poblaciones de S.
sclerotiorum se ve estructurada y afectada por los diferentes mecanismos evolutivos, puede
ser util para optimizar las estrategias de control, particularmente el desarrollo de
variedades resistentes (McDonald & Linde, 2002). El estudio de la variabilidad de S.
sclerotiorum se ha logrado mediante el uso de grupos de compatibilidad micelial (Micelial
Compatibility Groups o MCG), marcadores moleculares y morfologicos (Atallah et al., 2004;
Sexton & Howlett, 2004; Mert-Tiirk et al,, 2007; Attanayake et al., 2013; Lehner et al., 2015a;
Kamvar et al., 2017).

Los MCG se utilizan como el primer método para identificar la variacion
intraespecifica dentro de las poblaciones de un campo de cultivo (Kohn etal, 1991). La
prueba de MCG es un ensayo fenotipico macroscépico basado en la habilidad que tienen dos
aislados de fusionarse para dar lugar a la formacién de un heterocarion estable (Figura 14),
es decir una Unica colonia (Kohn etal, 1990). Si los aislados son incompatibles, no se
produce el intercambio genético y en la zona de interacciéon se produce la muerte de la

célula. Como consecuencia se forman grupos de individuos (subpoblaciones) que difieren
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entre si en los grupos de genes que pueden afectar los rasgos ecoldégicos, fisiologicos y
patolégicos (Remesal et al., 2012), mientras que los aislados de un mismo grupo poseen
mayor similitud genética (Carbone etal, 1999). De esta manera, este método permite
clasificar alos aislados de S. sclerotiorum en MCG. Este sistema de reconocimiento en hongos
estd controlado por multiples loci (Leslie, 1993). Por lo tanto, esta metodologia permite
caracterizar la variabilidad genética en una poblacién, establecer la presencia de
heterogeneidad y probar la clonalidad.

Cuando los aislados de un MCG comparten el mismo conjunto de marcadores, como
los marcadores moleculares, probablemente derivan de una cepa parental comun (Leslie,
1993). En consecuencia, los aislados de un MCG estan estrechamente relacionados y el MCG

se concibe como un linaje clonal (Leslie, 1993).
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Figura 14. Reacciones de compatibilidad e incompatibilidad micelial (Glass & Kaneko,
2003).

Los marcadores moleculares, son segmentos de ADN que permiten identificar
variaciones entre individuos y son herramientas valiosas para estudiar la diversidad
genética en hongos. Diversos tipos de marcadores basados en la reaccién en cadena de la
polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction) se han utilizado para estudiar la diversidad

genética en patdégenos de plantas. Las marcadores cominmente utilizados son los RAPD
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(Random Amplification of Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), SSR (Sequence Simple Repeat) y los SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
(Njambere et al.,, 2010).

Los marcadores SSR, también llamados microsatélites, son secuencias de ADN
constituidas por repeticiones de motivos nucleotidicos de 1 a 6 pares de bases. Son
marcadores codominantes y estan presentes tanto en las regiones codificantes como en las
no codificantes, y generalmente se caracterizan por un alto grado de polimorfismo en
cuanto a su longitud, por lo que son regiones adecuadas para usarse como marcadores a
nivel poblacional (Zane et al., 2002). Este alto grado de polimorfismo es consecuencia de
una elevada tasa de mutacion (desde 10-6 hasta 10-2 mutaciones por sitio por generacion),
que se atribuye a eventos de insercion y deleciéon durante la replicacion del ADN
(Schlotterer, 2000).

Los primeros estudios realizados con marcadores moleculares para estudiar las
poblaciones de S. sclerotiorum surgieron a fines de la década de 1980 (Kohn, 1988; Kohn
et al,, 1990) en climas templados. La variabilidad genética se estim6 basdndose en el andlisis
de polimorfismos de longitud de fragmentos de restricciéon (RFLP) y/o en la clasificacion de
aislados de acuerdo con sus grupos de compatibilidad micelial (MCG). En la mayoria de los
estudios genéticos realizados con marcadores RFLP hubo predominancia de poblaciones
clonales (Kohli et al., 1992; Anderson & Kohn, 1995; Kohli & Kohn, 1998; Hambleton et al,,
2002). Aunque la clonalidad era evidente en estas poblaciones, las pruebas de desequilibrio
de ligamiento indicaron una asociacion aleatoria de alelos en mas del 40% de los pares de
loci, lo que sugiri6 al menos algin grado de recombinacién (Kohli & Kohn, 1998).

En el afio 2001, Sirjusingh y Kohn (2001) desarrollaron 20 cebadores de
microsatélites para S. sclerotiorum y fueron ampliamente utilizados en numerosos estudios
destinados a evaluar la variabilidad genética de S. sclerotiorum. Debido a que los
marcadores SSR generalmente tienen altas tasas de mutacién y una naturaleza multi-alélica,
permiten la deteccion de polimorfismos incluso entre aislados que comparten el mismo
patrén de bandas o fingerprint de RFLP (Sirjusingh & Kohn, 2001).

En los ultimos afios, la variabilidad genética de las poblaciones de S. sclerotiorum ha
sido investigada en muchos paises con diferentes marcadores moleculares vy,
consecuentemente, bajo diferentes condiciones ecolégicas. Los estudios que utilizaron
marcadores RFLP y/o MCG revelaron una gran prevalencia de poblaciones clonales de S.
sclerotiorum basadas en la alta frecuencia de algunos genotipos (Cubeta etal, 1997;
Hambleton et al., 2002). Sin embargo, con la introduccién de los marcadores microsatélites
para evaluar la variaciéon genética en S. sclerotiorum surgieron muchos estudios que

informan una elevada variabilidad del patégeno (Atallah et al, 2004; Sexton & Howlett,
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2004; Mert-Tirk etal, 2007; Hemmati etal, 2009; Litholdo Junior & Gomes, 2011;
Attanayake et al., 2013) y solo algunos que revelan la existencia de escasa variabilidad
genética (Clarkson et al.,, 2013; Lehner et al., 2015a). Algunos autores argumentan que las
poblaciones de S. sclerotiorum de regiones subtropicales y tropicales son mas diversas que
las poblaciones de regiones templadas. Sin embargo, Lehner y Mizubuti (2017a) sostienen
que los estudios que informan alta variabilidad en las poblaciones de S. sclerotiorum en
regiones tropicales o subtropicales pueden deberse a un aumento en el niumero de estudios
realizados con marcadores de SSR en estas regiones, ya que el 64% de estos estudios
utilizaron marcadores SSR, el 27% utilizé6 otros marcadores, y s6lo el 9% utilizé RFLP.
Asimismo, en el 63% de los articulos de regiones templadas que informaron estructura
genética clonal, el 70% de estos estudios se realizaron con marcadores de RFLP.

A pesar de las altas tasas de mutacién de los SSR, estudios recientes sugieren que la
alta variabilidad observada en algunas poblaciones de EE. UU. (clima templado) o China
(clima subtropical) se debe a recombinacién meio6tica y no a altas tasas de mutacion en las
regiones SSR (Attanayake et al., 2014). Estos resultados apoyan la falta de correlacién entre
la zona climatica y la variabilidad genética o la contribucion diferencial de los mecanismos
evolutivos en las poblaciones de S. sclerotiorum. Ademas, confirman los hallazgos previos
de que la estructura genética del patégeno puede verse influenciada por la reproduccién
mixta.

La evidencia de exogamia en poblaciones de S. sclerotiorum fue sugerida en ambas
regiones, subtropical y templada (
Figura 15). Los principales elementos de prueba son: los marcadores moleculares en

equilibrio de ligamiento, las ascosporas hermanas que son genéticamente distintas, la falta
de correlacion entre los MCG y los marcadores moleculares, y la alta variabilidad genotipica.
Todas las caracteristicas son consistentes con poblaciones recombinantes (Milgroom,
1996). Sin embargo, la especulacién de que en las regiones tropicales S. sclerotiorum se
reproduce predominantemente por via sexual (Litholdo Junior & Gomes, 2011; Abreu et al.,

2015) necesita mas analisis.
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Figura 15. Distribucion de las poblaciones de S. sclerotiorum en las cuales se estudi6 su
modo de reproduccién utilizando marcadores RFLP (estrella) o SSR (circulo) (Lehner &
Mizubuti, 2017a). La zona tropical estd delimitada entre los trépicos de Cancer y
Capricornio. Las zonas subtropicales se delimitan entre los 23.5 y 40° de latitud, mientras
que las regiones superiores a los 40° en ambos hemisferios se consideran zonas de clima
templado. 1 = Cubeta et al. (1997); 2 = Kohli y Kohn (1998); 3 = Sexton y Howlett (200)4; 4
= Atallah et al. (2004); 5 = Sexton et al. (2006); 6 = Winton et al. (2006); 7 = Malvarez et al.
(2007); 8 = Hemmati et al. (2009); 9 = Ekins et al. (2011); 10 = Clarkson et al. (2013); 11 =
Attanayake et al. (2013); 12 = Aldrich-Wolfe et al. (2015); y 13 = Lehner et al. (2015b).

La ocurrencia de recombinacion representa un desafio para el control de las
epidemias de esclerotinia, dado que S. sclerotiorum tiene un amplio rango de hospedantes,
una elevada tasa de supervivencia mediante los esclerocios y un modo de colonizacién
altamente agresivo, a lo que ademas se suma la variabilidad genética de la poblacién.

A pesar de la relevancia de las epidemias de esclerotinia en la agricultura argentina,
no se han realizado estudios previos para conocer la variabilidad del patégeno, lo que limita
el mejoramiento para la obtencién de variedades resistentes adaptadas a la zona.
Considerando los antecedentes planteados, la tematica propuesta en el presente trabajo de
tesis resulta de suma relevancia para el mejoramiento genético del poroto en la region del

NOA.
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1.3 Hipotesis

1. Los aislados de S. sclerotiorum obtenidos de las principales zonas de produccién de
poroto de Argentina presentan variabilidad fenotipica.

2. Existe estructuracion de la variabilidad genética de S. sclerotiorum, la cual queda
determinada por el tipo de reproduccién predominantemente clonal de la especie.

3. Losdiferentes grupos de MCG de S. sclerotiorum pueden diferenciarse a partir del anélisis
molecular con marcadores URP y SSR.

4. Los aislados de diferentes MCG de S. sclerotiorum presentan agresividad diferencial

frente a determinados genotipos de poroto.

1.4 Objetivos

Objetivo general
Conocer la variabilidad fenotipica y genotipica mediante la caracterizacién morfolégica y
molecular del patégeno Sclerotinia sclerotiorum en las principales zonas de cultivo de

poroto de la Argentina para aportar conocimiento a los programas de mejoramiento.

Objetivos especificos

1. Obtener aislados de Sclerotinia sclerotiorum a partir del relevamiento de lotes
comerciales en la principal zona de cultivo de poroto de la Argentina.

2. ldentificar los aislados de S. sclerotiorum mediante el analisis de secuencias ITS-ADNr.
3. Analizar la variabilidad fenotipica y genotipica de los aislados obtenidos de S.
sclerotiorum empleando caracteres morfolégicos y marcadores moleculares.

4. Estudiar la estructura poblacional de S. sclerotiorum mediante marcadores
microsatélites (SSR).

5. Evaluar la agresividad de los aislados empleando diferentes genotipos de poroto

(variedades comerciales y lineas avanzadas).
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2.1 INTRODUCCION

En Argentina, se ha detectado esclerotinia en todas las areas de producciéon de poroto,
principalmente al norte de Salta, en los departamentos de Oran y San Martin, donde las
condiciones climaticas de la zona propician la prevalencia de las epidemias. Ademas, en la
zona predomina el sistema de monocultivo lo que lleva a consecuencias nefastas cuando se
dan las condiciones favorables para el desarrollo del patégeno, ya que la mayoria de las
variedades, sino todas, son altamente susceptibles (Schwartz & Pastor-Corrales, 1988;
Schwartz & Singh, 2013). A pesar de la relevancia de las epidemias de esclerotinia en la
agricultura argentina, no hay estudios previos del patégeno en la region. Considerando que
en el NOA los programas de mejoramiento para la resistencia a esclerotinia en poroto son
recientes, antes de desarrollar nuevas variedades resistentes es necesario caracterizar a los
aislados de S. sclerotiorum de la principal drea de produccién de poroto, ya que la
comprension adecuada de la variabilidad genética del patégeno en la zona es util para
optimizar las estrategias de control (McDonald & Linde, 2002).

La variabilidad genética se puede estimar mediante el estudio de la compatibilidad
micelial, similar a la compatibilidad vegetativa, un rasgo flingico controlado por varios
genes independientes que permiten la fusidn e hibridaciéon de dos hifas como una sola
unidad (Leslie, 1993; Schafer & Kohn, 2006). Como se mencion6 anteriormente, debido a la
conexion genética con la compatibilidad vegetativa, se consideran clones a dos o mas
aislados que pertenecen al mismo MCG y tienen el mismo genotipo (Leslie, 1993). Sin
embargo, la correlaciéon con marcadores genéticos ha mostrado resultados inconsistentes
(Ford etal, 1995; Attanayake et al, 2012; Lehner & Mizubuti, 2017a). Por lo tanto, la
relacion entre los grupos de compatibilidad micelial y los genotipos clonales sigue sin estar
clara.

Estudios previos demostraron que la metodologia de PCR utilizando marcadores
moleculares URP (Universal Rice Primer) es eficiente para la diferenciacion rapida de
aislados fangicos (Kang etal, 2002; Manjunatha etal, 2014; Mann etal, 2014). Los
marcadores URP (Kang et al., 2002) son marcadores moleculares dominantes que se han
utilizado ampliamente en estudios de variabilidad para muchos patégenos (Gonzalez et al.,
2012; Mann et al, 2014). Esta técnica tiene la ventaja de ser rentable y no requerir el
conocimiento previo del genoma de la especie en estudio. Ademas, los marcadores URP son
mas reproducibles que los RAPD ya que se emplean condiciones rigurosas de PCR con altas
temperaturas de hibridacién y cebadores de mayor longitud (Kang et al., 2002). Debido a

que poseen multiples loci polimérficos, los marcadores URP son adecuados para el analisis
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de individuos estrechamente relacionados (Kang et al, 2002; Gonzalez et al., 2012; Mann
et al.,, 2014). Existe s6lo un estudio previo que considerd la utilidad de los marcadores URP
para el andlisis de aislados de S. sclerotiorum, sin embargo, el nimero de marcadores
empleado fue bajo (Manjunatha et al., 2014).

Ademas de la variabilidad genética, también es de gran interés conocer si el patégeno
presenta variacién en cuanto a su agresividad o virulencia, es decir, la capacidad del
patoégeno para causar enfermedad en un huésped de un modo diferencial, produciendo
diferentes grados de severidad seglin el genotipo del patégeno. Estudios previos analizaron
la agresividad de S. sclerotiorum en soja (Kull et al., 2004), papa (Atallah et al., 2004), canola
(Sexton & Howlett, 2004; Attanayake et al., 2013), girasol (Ekins et al,, 2007; Irani et al,
2011) y poroto (Pascual et al., 2010; Otto-Hanson et al., 2011; Silva et al., 2014; Lehner et al,
2015a; Kamvar et al.,, 2017). Se demostro6 que la agresividad de los aislados varia dentro de
los grupos de compatibilidad micelial ampliamente dispersos. Sin embargo, no se observd
variacion en la agresividad en los MCG detectados en campos o lotes individuales (Kull et al.,
2004). La existencia de variantes patogénicas debe ser tenida en cuenta cuando se evalian
variedades presumiblemente resistentes a la enfermedad utilizando diferentes aislados en
los test de resistencia.

Debido a que S. sclerotiorum es un hongo homotalico que se reproduce asexualmente
por medio de esclerocios o sexualmente por auto fertilizacién (Amselem et al, 2011), el
conocimiento del tipo de reproduccién predominante del patégeno en una region geografica
particular y la evaluacién de su variabilidad genética en una region es de caracter
fundamental para encontrar la mejor estrategia de control de la enfermedad y para los
programas de mejoramiento que apuntan a desarrollar nuevas variedades resistentes.

A pesar de la relevancia de las epidemias de esclerotinia en la agricultura argentina,
no se han realizado estudios previos para investigar la variabilidad y diversidad genética de
S. sclerotiorum en cultivos de poroto, asi como tampoco se evalud la agresividad de los
aislados de S. sclerotiorum obtenidos de diferentes lotes de poroto del NOA.

En el presente capitulo se realizd el relevamiento de lotes comerciales de poroto de la
provincia de Salta para observar sintomas y dafio producido por S. sclerotiorum con el
objetivo de aislar el patdgeno de plantas con sintoma de esclerotinia. Los aislados obtenidos
se caracterizaron morfoldégica y molecularmente para analizar la variabilidad fenotipica y
genotipica del patdgeno en la region. Para ello se analizaron caracteres morfologicos, se
identificaron los aislados mediante secuencias ITS-ADNry se estimé la variabilidad genética

mediante grupos de compatibilidad micelial y marcadores moleculares URP. Ademas, se
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estudié la agresividad de los aislados de S. sclerotiorum y se realizaron andlisis

multivariados para determinar si existe correlacion entre las diferentes variables.

Las preguntas a responder en este capitulo fueron las siguientes:

= ,Existe variabilidad genética y fenotipica entre los aislados de S. sclerotiorum
identificados en la zona?

= ,Existe diferencia en la agresividad de los aislados de S. sclerotiorum entre y dentro de
los lotes de cultivo relevados?

= ;Los aislados de S. sclerotiorum genéticamente diferentes y que provienen de distinta
ubicacion geografica presentan variacion en agresividad?

= ;Los marcadores URP son utiles para analizar la variabilidad genética y estructura
poblacional de las poblaciones de S. sclerotiorum estudiadas?

= ;Existe correlacién entre los MCGs, los haplotipos URP y la agresividad de los aislados de

S. sclerotiorum?
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Obtencion de aislados de Sclerotinia sclerotiorum

Durante la campafia 2014, se relevaron 13 lotes comerciales de poroto en las principales

areas de produccidn de las provincias de Salta y Jujuy (Tabla 1). En cada lote se realizé un

disefio de muestreo en “W”, extrayendo aproximadamente 5 plantas con sintomas de

esclerotinia por punto de muestreo (Figura 16).

Tabla 1. Lotes muestreados, numero y procedencia de los aislados de S. sclerotiorum
obtenidos a partir del relevamiento de 13 lotes de cultivos comerciales de poroto de las

provincias de Salta y Jujuy.

Lote N.2 de aislados Localidad/Provincia Hospedante Latitud Longitud

LOTE 1 24 Oran/Salta Poroto Negro -23°18'28,4" -64°11'98,1"
LOTE 2 18 Campichuelo/Salta Poroto Negro  -23°06'83,0" -64°01'16,9"
LOTE 3 2 Gral. Mosconi/Salta Poroto Blanco  -22°39'30,4" -63°48'66,7"
LOTE 4 0 Gliemes/Salta Poroto Blanco  -24°36'78,9" -65°04'62,9"
LOTE 5 18 Pichanal/Salta Poroto Negro -23°22'09,0" -64°03'27,0"
LOTE 6 20 Palma Sola/Jujuy Poroto Blanco  -23°47'47,3" -64°26'48,9"
LOTE 7 4 Capital/Salta Poroto Blanco  -24°46'37,5" -65°19'15,5"
LOTE 8 0 Palma Sola/Jujuy Poroto Blanco  -23°49'16,5" -64°25'43,3"
LOTE 9 37 Gral. Ballivian/Salta Poroto Blanco  -22°59'23,6" -63°52'57,9"
LOTE 11 5 Tartagal/Salta Poroto Blanco  -22°53'28,7" -63°40'56,9"
LOTE 12 9 Tartagal/Salta Poroto Colorado -22°53'28,7" -63°40'56,9"
LOTE 13 4 Tartagal/Salta Poroto Negro  -22°53'36,0" -63°46'01,4"
LOTE 14 36 Tartagal/Salta Poroto Blanco  -22°39'45,7" -63°33'45,9"

Yacuiba®
Tartagal

O |

LY .San Pedro

de Jujuy
R

Figura 16. Lotes comerciales muestreados en las principales zonas de produccion de poroto
de las provincias de Salta y Jujuy.
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Figura 17. a) y d) Relevamiento de lotes y obtencién de muestras para el aislado del
patégeno. b) y ¢) Plantas con sintoma de esclerotinia a partir de las cuales se realizé el
aislado del patégeno.

Los aislados de S. sclerotiorum se obtuvieron a partir de esclerocios del interior de los
tallos de plantas enfermas. Cada aislado derivo de un tnico esclerocio, con sélo un aislado
obtenido de cada planta muestreada. Los esclerocios se esterilizaron superficialmente por
inmersion en etanol al 70% (2 minutos), hipoclorito de sodio 3% (1 minuto) y agua
destilada estéril (3 veces durante 1 minuto cada vez). Se dejaron secar sobre toallas de papel
absorbente estériles. Una vez secos, se cortaron los extremos de cada esclerocio con un

bistur{ estéril y se sembraron en placas de Petri con agar papa glucosado (APG). Las placas
seincubarona 21 * 2 °C en oscuridad. Después de 72 h, se realiz6 un repique de cada aislado

con ansa estéril tomando las hifas del extremo y transfiriéndolas a una nueva placa con APG

que fue mantenida durante dos semanas en oscuridad a temperatura ambiente. Se
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extrajeron los esclerocios formados en cultivo y se almacenaron en bolsas de papel a 4 °C

para su posterior empleo.
2.2.2 Caracterizacion morfoldgica

Los aislados fueron caracterizados morfolégicamente mediante la observacién de los
cultivos desarrollados en placas de Petri con medio de cultivo APG a 20 + 2 °C en oscuridad
durante 15 dias. Para cada aislado se registro el color del micelio, el patrén de distribucion
de esclerocios y el numero de esclerocios desarrollados por placas de Petri. Se realizaron

tres repeticiones por aislado.
2.2.3 Test de compatibilidad micelial

Los grupos de compatibilidad micelial (MCG) de los aislados se determinaron segiin Kohn
et al. (1991) contrastando cada aislado con si mismo y contra todos los demas en placas de
Petri con medio APG modificado con colorante rojo de alimentos (Schafer & Kohn, 2006).
Para ello, se tomaron discos miceliales (5 mm de didmetro) de cada aislado provenientes
del extremo de una colonia en crecimiento activo y se colocaron triangularmente (4 cm uno
del otro) en una placa de Petri con APG de 9 cm de didmetro modificada con 175 ul/l de
colorante rojo. Cada emparejamiento se realiz6 tres veces. Como control de compatibilidad,
cada aislado se enfrenté con si mismo. Las placas se incubaron a 20+2 °C en oscuridad
durante 14 dias. Los emparejamientos se evaluaron observando la zona de interaccién entre
los aislados enfrentados (Figura 18). Las reacciones miceliales se registraron como
compatibles cuando dos cepas se fusionaron para formar una colonia (Kohn et al.,, 1991).
Las reacciones miceliales se clasificaron como incompatibles cuando se observé una banda
de micelio aéreo en la zona de interaccién y, en el revés de las placas de Petri, se observo
una delgada linea roja entre los aislados enfrentados (Schafer & Kohn, 2006) (Figura 18).
Los resultados se registraron en una matriz binaria, (1: reaccién compatible, 0: reaccion
incompatible). Los aislados se consideraron pertenecientes al mismo MCG cuando fueron
compatibles entre si y mostraron incompatibilidad con miembros de otros MCG. Se utiliz6

un disefio de bloques completos al azar con dos repeticiones.
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Figura 18. Prueba de compatibilidad micelial entre aislados de S. sclerotiorum. Las flechas
sefnalan una reacciéon incompatible (banda de micelio aéreo en la zona de interaccion,
presencia de una delgada linea roja) entre los aislados A-B y A-C. La reaccién compatible
(fusién de micelios sin zona de interaccion) se visualiza entre los aislados By C. En la imagen
de la derecha se observa el revés de la placa de Petri.

2.2.4 Analisis de la diversidad de los MCG

El indice de Shannon toma en cuenta la frecuencia y la uniformidad de la distribucién de un
fenotipo en particular. Para analizar la diversidad de los MCG se utiliz6 el indice de
diversidad de Shannon & Weaver (1963) que representa la diversidad dentro de cada
ubicacion. Para cada lote muestreado, el indice de diversidad se calculé de la siguiente

manera:

ho= = > (ilnp)

Donde pi es la frecuencia del i-ésimo MCG. La frecuencia p; se definié como el cociente
entre el nimero de aislados que pertenecen al i-ésimo MCG y el nimero de aislados en la
muestra.

Dado que el tamafio de las muestras fue diferente entre las ubicaciones muestreadas,
los valores de diversidad de MCG se normalizaron segun la diversidad maxima en cada
poblacién de la siguiente manera:

Hy = hy/Ink
Donde k es el tamafo de la muestra. La diversidad total de MCG (H:.t) Sse particiond

dentro y entre los componentes de la poblacién (Goodwin et al., 1992). Para ellos se calculé:

Hpop = YH,/n
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Donde n es el nimero de poblaciones analizadas. La proporcién de la diversidad total
debida a la variacion entre individuos dentro de una misma poblacion se calcul6 como:
Hpop/Htot
Donde Hi es el Indice de Shannon calculado para todas las muestras consideradas
como una sola poblaciéon. La proporcion de la diversidad total debida a las diferencias entre

poblaciones se calculé como:

(Htot - Hpop)/Htot

Por ultimo, se calculé la fraccién clonal para cada poblacién como 1 - [(nimero de

genotipos diferentes) / (nimero total de aislados)] (Zhan et al, 2003).

2.2.5 Caracterizacion molecular
2.2.5.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de tejido micelial siguiendo un protocolo con SDS
(dodecilsulfato s6dico). Se molieron 300 mg de micelio, obtenido de placas de Petri con APG
de 6 dias de crecimiento, en morteros previamente congelados y estériles. Se adicionaron
700 pl de buffer de extraccién [670 pl de buffer (100 mM Tris-HCl + 20 mM EDTA + 1.4 M
CINa), 80 pL de SDS y 0,62 pL de B-mercaptoetanol] se molié nuevamente la muestra y se
transfirio la mezcla a un tubo Eppendorf de 2 ml. Se incub6 a 5 °C por 10 minutos y luego se
incorporaron 200 uL de acetato de potasio 5 M. Se mantuvieron los tubos en heladera
durante 20 minutos y luego se centrifugaron 30 minutos a 4 °C a 10.000 rpm en una
centrifuga Eppendorf 5415R. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y se
incorporaron 500 pL de isopropanol frio. Luego de mezclar suavemente, se centrifugd 15
minutos a 10.000 rpm a temperatura ambiente y se descartd el sobrenadante. El pellet fue
lavado con 250 pL de etanol 70% y se volvié a centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm a
temperatura ambiente, repitiendo dos veces este paso de lavado. Se descartd el
sobrenadante y posteriormente se dejo secar el pellet bajo flujo laminar durante 4 h.
Finalmente, se resuspendié en 50 pL de buffer TE (10 mM Tris pH 8 + 1 mM EDTApH 8) y

se guardo en freezer a -20 °C.
2.2.5.2 Reacciones de amplificacion mediante PCR

La amplificacion de la region ITS-ADNr de los aislados de S. sclerotiorum se realiz6 con los
cebadores ITS1 (5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") como describen White et al. (1990). La amplificacién por
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PCR se realiz6 en un volumen final de 50 pl que contenia 12-15 ng de ADN genémico, buffer
de reaccién 1X [100 mM Tris-HCl (pH 9,0), 500 mM KCl, 1% Triton® X-100], 0,1 uM de cada
cebador (Genbiotech SRL Buenos Aires, Argentina), 200 uM de cada dNTP, 3,0 mM de ClMg
y 1,0 unidad de Taq ADN polimerasa (Highway-Inbio, Tandil, Argentina). Las
amplificaciones de ADN se realizaron usando un termociclador Eppendorf Master Cycler
Gradient (Hamburgo, Alemania) programado con una etapa de desnaturalizacién inicial a
94 °C durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos a 94 °C durante 15 s, 58 °C durante 15 sy
72 °C durante 15 s, y un ciclo de extension final a 72 °C durante 7 min. Una alicuota de 10 pl
del producto de PCR se visualizé mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5% (p/v)
a 90 V en buffer TBE 1X durante 1 h a temperatura ambiente. Los geles se tifieron con
GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, EE. UU.). Los fragmentos se visualizaron en un
transiluminador de luz U.V. (UVP Model M-20, INC. Upland, EEUU). El tamafio de los
fragmentos de ADN se estim6 por comparacién con un marcador de peso molecular de ADN
de 100 a 1000 pb (pares de bases) (Highway-Inbio, Tandil, Argentina). Los fragmentos se
purificaron y se sometieron a secuenciaciéon en ambas direcciones usando los cebadores
ITS1 e ITS4 en el secuenciador 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) en el
Instituto de Biotecnologia del INTA-Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(Castelar, Buenos Aires, Argentina). Los fragmentos secuenciados fueron alineados
usando Clustal W (Thompson etal, 1994) y se ajustaron manualmente con BioEdit
version 7.0.5 (Hall, 1999). Los aislados fueron identificados mediante la utilizacién de la
herramienta de busqueda BLAST de la base de datos del GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias se enviaron al GenBank en el Centro

Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) y se obtuvieron los nimeros de acceso.
2.2.5.3 Amplificacion de ADN empleando marcadores URP

El ADN de los 116 aislados se amplificé utilizando 11 cebadores de URP como describen
Kang et al. (2002). Las reacciones se realizaron en un volumen de 25 puL que contenia 50-
100 ng de ADN molde, 1X tampén de reacciéon (Tris-HCl 100 mM [pH 9], KCI 500 mM,
Triton® X-100 al 1%), 0,1 uM de cada cebador (Genbiotech SRL Buenos Aires, Argentina),
200 puM de cada ANTP, 3 mM de MgCl; y 1,25 unidades de ADN polimerasa Taq (Highway-
Inbio, Tandil, Argentina). El programa de amplificacion comenz6é con una etapa de
desnaturalizacidn inicial a 94 °C durante 4 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 1 min,
hibridacién durante 1 min a 55 °C, extensién a 72 °C durante 2 min y una extensidn final de
7 mina 72 °C. Los productos de la reaccion se sometieron a electroforesis como se describi6

anteriormente. Cada reaccién se repitié al menos dos veces.
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2.2.6 Analisis de los datos
2.2.6.1 Técnicas de analisis multivariado

Para el andlisis de los datos se aplicaron técnicas de andlisis multivariado (Sneath & Sokal,
1973) mediante el programa NTSYS-PC ver. 2.0 (Rohlf, 1998).

2.2.6.1.1 Construccion de la matriz basica de datos

En primer lugar, se definieron las Unidades Taxondmicas Operativas (OTUs) como los
aislados de S. sclerotiorum pertenecientes a las distintas localidades. En segundo lugar, se
definieron los caracteres. Caracter se define como cualquier propiedad que varia entre las
OTUs. Los posibles valores que ese caracter pueda presentar se los considera sus estados
(Sneath & Sokal, 1973) y describiran las OTUs.

A partir de lo observado en las amplificaciones con los cebadores URP de todos los
aislados se construy6 la matriz basica de datos (MBD). Esta es una matriz n x t donde las n
filas representan las bandas URP (caracteres) y las t columnas representan los genotipos de
S. sclerotiorum (OTUs) (Sneath & Sokal, 1973).

Los datos de la MBD son datos de tipo binario o doble estado. Para cada cebador se
consider6 presencia (1) y ausencia (0) de bandas.
2.2.6.1.2 Construccion de la matriz de similitud
A partir de los datos de la MBD, se cuantificé la similitud entre los genotipos y se construyé
una matriz de similitud entre los distintos OTUs aplicando el coeficiente de asociacién de
Dice (Dice, 1945; Nei & Li, 1979) . Este coeficiente mide las coincidencias y diferencias entre
los estados de los caracteres de ambos genotipos (Legendre & Legendre, 1983),
confiriéndole mayor peso a las coincidencias.

El coeficiente de Dice se expresa de la siguiente manera: Sy=2a/(2a+b+c) (Dice, 1945;
Nei & Li, 1979), donde S es la similitud entre dos individuos, i y j; a es el nimero de bandas
presentes en ambos i y j; b es el nimero de bandas presentes en i y ausentes en j; c es el
numero de bandas presentes en j y ausentes en i, y d es el numero de bandas ausentes en
ambos. Los valores de similitud oscilan entre 1 y 0, que equivalen a la maxima y minima
similitud, respectivamente.

Las matrices de similitud se generaron utilizando el m6dulo SimQual del programa
NTSYS-pc ver.2.0 (Rohlf, 1998).
2.2.6.1.3 Analisis de agrupamientos
A fin de permitir el reconocimiento de las relaciones entre la totalidad de las OTU, se analiz6
la matriz de similitud con la técnica de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using

Arithmetic Averages). En cada etapa del proceso de agrupamiento se obtiene una matriz
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derivada. En dicha matriz, el valor de similitud de la unidad a incorporarse a un grupo o
nucleo es igual al promedio de los valores de similitud entre la unidad y cada uno de los
integrantes del nucleo, retornando en cada paso a la matriz de similitud original (Crisci &
Lépez Armengol, 1983).

La estructura obtenida a través del andlisis de agrupamiento se represento
graficamente mediante un dendrograma que muestra la relaciéon de similitud entre las
OTUs. Para evaluar la medida en que el dendrograma representa los valores de la matriz de
similitud, se obtuvo el coeficiente de correlacién cofenética (CCC). Para ello se construyo, a
partir de la matriz del dendrograma obtenida con el programa SAHN-clustering de NTSYS-
pc ver. 2.0, una nueva matriz simétrica conocida como matriz cofenética (Rohlf & Sokal,
1981), mediante el programa COPH de NTSYS-pc ver. 2.0 (Rohlf, 1998). Posteriormente se
empled el programa MXCOMP de NTSYS-pc ver. 2.0 para calcular la correlacién cofenética
existente entre la matriz de valores cofenéticos y la correspondiente matriz de similitudes,
mediante el coeficiente de correlacion momento-producto (r) y la prueba de Mantel
(estadistico Z), que sirven para medir el grado de relacién que existe entre las matrices
comparadas (Mantel, 1967). Generalmente los valores obtenidos oscilan entre 0,6 y 0,95, de
modo que valores superiores a 0,8 indican una escasa distorsion o una buena
representacion de la matriz de similitud por parte del dendrograma (Sneath & Sokal, 1973).
2.2.6.1.4 Analisis de Coordenadas Principales (ACoP)

El Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP) es un método de ordenacién que permite
analizar una matriz de asociacion Q (matriz que describe las relaciones entre los objetos,
OTU x OTU) dentro de un espacio euclidiano, situando a los objetos dentro de una dimensién
reducida, preservando bien las relaciones de distancia entre ellos (Gower, 1966). El ACoP
define un nuevo conjunto de ejes ortogonales (independientes entre si) que son funcién de
las variables originales. Las nuevas variables se denominan Coordenadas Principales y son
combinaciones lineales de las variables originales que tienen independencia y no estan
correlacionadas, sintetizando la maxima variabilidad contenida en los datos. Este andlisis
sitia a los individuos en un espacio factorial reducido, preservando entre ellos las
relaciones de distancia descriptas por la medida de similitud. Asi, la representacion de estos
objetos dentro del espacio de las primeras coordenadas principales es la mejor
aproximacion posible de estas distancias dentro del espacio reducido (Legendre &
Legendre, 1998). El primer eje es el mas importante. El agrupamiento de las OTU

determinado por este eje es el que concentra la mayor variacion.
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En términos generales la técnica se basa en la representacién grafica de los genotipos
en un espacio multidimensional donde todos los caracteres contribuyen de manera
diferencial a todos los ejes.

En primer lugar, se realizaron las comparaciones por pares usando el coeficiente de
similitud de Dice (Sneath & Sokal, 1973). Utilizando el software estadistico InfoStat (Di
Rienzo et al.,, 2014), se realizé el ACoP para resolver los patrones de variacién entre y dentro

de las ubicaciones.
2.2.6.2 Analisis de la varianza molecular

El analisis de la varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al, 1992) se utilizé6 para medir
la estructura genética basada en la correlacion entre haplotipos. En este estudio, se analizo
la variabilidad entre individuos de diferentes localidades y dentro de localidades. Para
establecer el nivel de significancia de los componentes de la varianza se obtuvo el
estadistico @ (similar al estadistico F) mediante permutaciones al azar. La probabilidad de
obtener por azar un estadistico mayor que el observado se toma como el nivel de
significancia estadistica.

Para analizar la diferenciacién genética de las poblaciones se utilizo el estadistico Fsr
que representa la correlacion de los alelos elegidos al azar dentro de una poblacién en
relacion con toda la poblacién. Toma valores desde 0 hasta 1, donde un valor de 0 implica
panmixia total y un valor de 1 implica que las dos poblaciones estan genéticamente aisladas
por completo. La diferenciacién genética se estimo entre cada par de poblaciones utilizando
el Fsr de Wright como describen Weir & Cockerham (1984), empleando 1023

permutaciones en el programa Arlequin 3.5.2.2. (Excoffier et al,, 2005).

2.2.6.3 Estimacion indirecta del flujo génico

El flujo génico es un componente principal de la estructura poblacional porque determina
hasta qué punto cada poblacion local de una especie es una unidad evolutiva independiente.
Si existe un elevado flujo génico entre poblaciones locales, entonces todas las poblaciones
evolucionan juntas; pero si hay poco flujo génico cada poblacién evoluciona en forma casi
independiente.

Los métodos indirectos para estimar el flujo de genes se basan en el analisis de las
frecuencias de los alelos en las poblaciones. La distribucién de las frecuencias genéticas

depende de los efectos del flujo de genes promediados a lo largo del tiempo.

44



CAPITULO II: Materiales y Métodos

El flujo génico por pares (M) se estimd para todas las poblaciones en base a los valores
de Fsr (McDermott & McDonald, 1993). Se calculd de la siguiente manera, en base a la
relacién simple en el equilibrio entre la migracién y la deriva:

Fst =1/(2M + 1)

Por lo tanto, M, que es el nimero absoluto de migrantes intercambiados entre las dos

poblaciones, se puede estimar por
M =1— Fsr/2Fst

Si uno fuera a considerar que las dos poblaciones solo intercambian entre si y no con
otras poblaciones, entonces se debe dividir la cantidad M por un factor 2 para obtener un
estimador M'= N, para poblaciones haploides.

En general, si N, <1, existe diferenciacién local de las poblaciones, y si N> 1, hay poca

diferenciacion entre las poblaciones.
2.2.6.4 Analisis de correlacion

Para determinar si existe correlacién entre las matrices de MCG, URP y distancias
geograficas entre los sitios de recoleccion de las muestras poblacionales se realizé el test
estadistico de Mantel (Mantel, 1967), utilizando la funcién MXCOMP del programa NTSYS-
pc 2.0 (Rohlf, 1998).

2.2.7 Ensayo de patogenicidad

La variabilidad patogénica de los aislados se determind utilizando el método conocido como
“Straw test” propuesto por Petzoldt y Dickson (1996) con modificaciones (Teran etal,
2006).

Se sembraron 3 semillas de poroto negro (cv. Leales 24 INTA) en macetas de 15 cm
de didametro y se mantuvieron en invernadero a 25 + 2 ° C (dia) y 18 + 2 ° C (noche) con un
fotoperiodo de 12 h. Aproximadamente 30 dias después de la siembra, el tallo principal se
cort6 por encima del cuarto nudo, dejando intacto un entrenudo de 3 cm (Teran et al., 2006).
A partir de un cultivo del hongo de 48 h de crecimiento en APG, se tomaron dos discos de
micelio con un tip Eppendorf de 200 pl previamente esterilizado. Inmediatamente, se colocé
el tip sobre el tallo cortado con la cara micelial del disco hacia abajo, de modo que el tallo
cortado y el hongo queden en contacto. Como controles se utilizaron plantas inoculadas con
discos puros de APG sin el patdgeno. Las plantas inoculadas se incubaron en una camara de
crecimiento durante 8 dias con humidificadores para mantener la humedad en valores
iguales o superiores al 80%. La agresividad de la enfermedad se evalu6 midiendo la longitud

de infeccion (LI) en el tallo principal.
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Se realiz6 un disefio en bloques completos al azar con tres repeticiones por aislado.
Una repeticidn consistié en tres plantas por maceta.

Para el analisis de los datos se realiz6 el andlisis de la varianza y las medias se
compararon mediante la prueba de DGC (P = 0,05) utilizando el software estadistico Infostat

(Di Rienzo et al., 2014).

Figura 19. Etapas del ensayo de patogenicidad utilizando el método Straw Test. A)
Crecimiento de las plantas de poroto en invernadero. B) Inoculacién con discos de micelio
en los tips Eppendorf, sobre el tallo cortado. C) Camara de crecimiento con las plantas de
poroto inoculadas e incubadas en condiciones controladas de temperatura y humedad.
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2.3 RESULTADOS

En total se obtuvieron 177 aislados de 13 lotes comerciales de poroto (blanco, negro y
colorado) muestreados en las principales zonas productoras de las provincias de Salta y
Jujuy (Figura 16). En algunos lotes muestreados, la incidencia y severidad de la enfermedad
fueron bajas, porlo cual se seleccionaron los lotes donde se observo mayor incidencia (Lotes
1,2,5,6,9y 14). De estos lotes, se eligieron entre 15y 25 aislados por lote parala realizacién
de todos los anilisis, resultando un total de 116 aislados (Tabla 2). La ubicacién geografica
de los lotes seleccionados se puede observar en la Figura 20. En adelante se hara referencia
a la localidad muestreada, sin mencionar el nimero de lote al que corresponde. El total de
los aislados recolectados forman parte del cepario del Laboratorio de Sanidad Vegetal de la

Estacidon Experimental Agropecuaria de INTA Salta (EEA INTA Salta).
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Figura 20. Mapas que muestran las ubicaciones de los sitios de recoleccion de S.
sclerotiorum en el noroeste de Argentina. (a) Mapa de Sudamérica que destaca la ubicacién
del noroeste de Argentina (b) Mapa del noroeste de Argentina que muestra la zona de
muestreo. (c) Los circulos representan la ubicacién de los sitios muestreados: PS (Palma
Sola), O (Oran), PI (Pichanal), C (Campichuelo), GB (General Ballivian) y T (Tartagal).
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Tabla 2. Lotes analizados, localidad, nimero y hospedante de los aislados de S. sclerotiorum
de las principales zonas de produccion de poroto del NOA.

Lote Provincia Localidad N° de aislados Hospedante
LOTE 1 Salta Oran 21 Poroto negro
LOTE 2 Salta Pichanal 14 Poroto negro
LOTE 5 Salta Campichuelo 14 Poroto negro
LOTE 6 Jujuy Palma Sola 15 Poroto blanco
LOTE 9 Salta Gral. Ballivian 26 Poroto blanco
LOTE 14 Salta Tartagal 26 Poroto blanco

2.3.1 Caracterizaciéon morfolégica

Entre los 116 aislados analizados, el color del micelio observado fue blanco (71,6%), beige
(25%) y marrén (3,4%) (Figura 21). Con respecto a los patrones de formacién de
esclerocios (Figura 21), se observo que el 54% de los aislados mostré un patrén de
esclerocios periféricos, mientras que el 27,6% mostré esclerocios periféricos centrales y el
18,1% produjo un patrén de esclerocios centrales (Tabla 3). Se encontraron diferencias
significativas en el nimero promedio de esclerocios por placa entre todos los aislados, entre

y dentro de las diferentes localidades (P < 0,001).

Figura 21. Variacién en el color de micelio y patrones diferentes de distribucién de
esclerocios en placas con APG de aislados de S. sclerotiorum luego de 15 dias de incubacién
a 20 £ 22 °C. a) Micelio de color blanco y patrén de esclerocio central. b) Micelio de color
blanco y patréon de esclerocios central-periférico. c) Micelio de color beige y patréon de
esclerocios periféricos. d) Micelio de color marrén y patréon de esclerocios periféricos.
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Tabla 3. Caracterizacion morfolégica de los aislados de S. sclerotiorum, indicando nombre
de identificacién, localidad y provincia donde fue recolectado, color de micelio, distribucion
y numero de esclerocios por placa.

Numero de
Localidad/ Color de Distribucion de esclerocios
Aislado Provincia micelio esclerocios (p/placa)
SS1 Oran, Salta blanco central 17,67
SS2 Oran, Salta blanco periférico 12,33
SS3 Oran, Salta blanco periférico 21,33
SS4 Oran, Salta blanco periférico 8,67
SS5 Oran, Salta blanco periférico 14,33
SS6 Oran, Salta beige central 22,33
SS7 Oran, Salta blanco periférico 14,33
SS8 Oran, Salta blanco  periférico/central 6,67
SS9 Oran, Salta blanco periférico 19,67
SS10 Oran, Salta blanco periférico 18,33
SS11 Oran, Salta blanco periférico 18,00
SS12 Oran, Salta blanco periférico 27,33
SS13 Oran, Salta blanco periférico 11,33
SS14 Oran, Salta blanco periférico 11,67
SS15 Oran, Salta blanco periférico 12,00
SS16 Oran, Salta blanco periférico 10,67
SS17 Oran, Salta blanco  periférico/central 14,67
SS18 Oran, Salta blanco periférico 12,67
SS19 Oran, Salta blanco periférico/central 4,00
SS20 Oran, Salta blanco periférico/central 32,67
SS21 Oran, Salta blanco  periférico/central 18,33
SS22 Campichuelo, Salta blanco periférico 13,67
SS23 Campichuelo, Salta blanco periférico 19,00
SS24 Campichuelo, Salta blanco  periférico/central 7,00
SS25 Campichuelo, Salta beige periférico 13,33
SS26 Campichuelo, Salta blanco periférico 16,67
SS27 Campichuelo, Salta beige periférico 20,67
SS28 Campichuelo, Salta blanco periférico 30,00
SS29 Campichuelo, Salta blanco periférico 28,67
SS30 Campichuelo, Salta marron periférico 14,00
SS31 Campichuelo, Salta marrén  periférico/central 17,67
SS32 Campichuelo, Salta blanco periférico 4,67
SS33 Campichuelo, Salta blanco periférico 29,67
SS34 Campichuelo, Salta blanco periférico 13,33
SS35 Campichuelo, Salta blanco  periférico/central 22,67
SS37 Pichanal, Salta blanco periférico 22,33
SS38 Pichanal, Salta beige central 25,33
SS39 Pichanal, Salta beige periférico 25,00
SS40 Pichanal, Salta blanco periférico/central 14,67
SS41 Pichanal, Salta beige periférico 21,67
SS42 Pichanal, Salta blanco periférico 10,33
SS43 Pichanal, Salta beige periférico 34,33
SS44 Pichanal, Salta blanco periférico 24,67
SS45 Pichanal, Salta beige periférico 15,33
SS46 Pichanal, Salta blanco central 7,67

49



CAPITULO II: Resultados

Tabla 3. (Continuacion).

. Localidad/ Color de Distribucion de Numero .de
Aislado .. .. . esclerocios
Provincia micelio esclerocios
(p/placa)

SS47 Pichanal, Salta blanco periférico 27,33
SS48 Pichanal, Salta blanco central 13,67
SS49 Pichanal, Salta beige periférico 17,67
SS50 Pichanal, Salta blanco periférico/central 14,67
SS51 Palma Sola, Jujuy blanco periférico/central 21,00
SS52 Palma Sola, Jujuy blanco periférico/central 14,00
SS53 Palma Sola, Jujuy blanco periférico/central 12,33
SS54 Palma Sola, Jujuy blanco central 5,33
SS55 Palma Sola, Jujuy blanco periférico 12,00
SS56 Palma Sola, Jujuy blanco periférico 23,67
SS57 Palma Sola, Jujuy blanco periférico/central 12,33
SS58 Palma Sola, Jujuy blanco periférico 19,67
SS59 Palma Sola, Jujuy blanco central 28,33
SS60 Palma Sola, Jujuy blanco central 4,33
SS61 Palma Sola, Jujuy blanco periférico 8,33
SS62 Palma Sola, Jujuy beige periférico 16,33
SS63 Palma Sola, Jujuy blanco periférico/central 14,67
SS64 Palma Sola, Jujuy blanco periférico 32,67
SS65 Palma Sola, Jujuy beige periférico 15,67
SS87 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico/central 14,67
SS89 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico/central 19,33
SS90 Gral. Ballivian, Salta beige periférico/central 39,33
SS93 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico/central 16,67
SS95 Gral. Ballivian, Salta marrén periférico/central 30,33
SS97 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico/central 20,67
SS99 Gral. Ballivian, Salta blanco central 15,67
SS100 Gral. Ballivian, Salta beige periférico/central 24,00
SS101 Gral. Ballivian, Salta beige periférico/central 10,67
SS102 Gral. Ballivian, Salta beige periférico 25,00
SS103 Gral. Ballivian, Salta beige central 12,67
SS104 Gral. Ballivian, Salta beige periférico 27,67
SS105 Gral. Ballivian, Salta beige central 14,00
SS106 Gral. Ballivian, Salta beige periférico 26,00
SS107 Gral. Ballivian, Salta beige periférico 20,33
SS109 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico 14,33
SS110 Gral. Ballivian, Salta blanco central 19,67
SS111 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico 21,67
SS112 Gral. Ballivian, Salta blanco central 28,00
SS113 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico 13,67
SS114 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico 22,67
SS115 Gral. Ballivian, Salta blanco central 13,00
SS116 Gral. Ballivian, Salta beige periférico 31,67
SS117 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico 15,00
SS118 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico/central 14,67
SS122 Gral. Ballivian, Salta blanco periférico 23,67
SS142 Tartagal, Salta blanco periférico 21,67
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Tabla 3. (Continuacion).

. Localidad/ Color de Distribucion de Numero .de
Aislado . Lo . esclerocios
Provincia micelio esclerocios

(p/placa)
SS143 Tartagal, Salta beige periférico/central 25,33
SS144 Tartagal, Salta beige periférico/central 28,67
SS145 Tartagal, Salta beige periférico 32,33
SS146 Tartagal, Salta blanco central 33,00
SS149 Tartagal, Salta blanco periférico/central 26,00
SS150 Tartagal, Salta marron periférico 26,00
SS151 Tartagal, Salta blanco central 24,00
SS152 Tartagal, Salta blanco periférico 16,67
SS154 Tartagal, Salta blanco central 19,33
SS155 Tartagal, Salta blanco central 24,33
SS156 Tartagal, Salta beige periférico/central 27,33
SS157 Tartagal, Salta beige periférico 31,33
SS158 Tartagal, Salta blanco periférico 24,67
SS160 Tartagal, Salta blanco central 25,00
SS164 Tartagal, Salta beige periférico 24,33
SS165 Tartagal, Salta blanco central 13,67
SS168 Tartagal, Salta blanco periférico/central 15,33
SS169 Tartagal, Salta blanco periférico 32,00
SS170 Tartagal, Salta beige periférico 23,00
SS171 Tartagal, Salta blanco periférico/central 15,67
SS172 Tartagal, Salta blanco periférico/central 29,67
SS173 Tartagal, Salta beige periférico 24,67
SS174 Tartagal, Salta blanco periférico 13,00
SS175 Tartagal, Salta blanco periférico/central 26,67
SS176 Tartagal, Salta blanco central 15,33

2.3.2 Grupos de compatibilidad micelial

Entre los 116 aislados de S. sclerotiorum se identificaron 52 MCG. Todos los aislados fueron
auto-compatibles, lo que se evidencié por un micelio continuo entre colonias emparentadas.
El nimero de aislados dentro de cada MCG varié de 1 a 18 (Figura 22). Diecinueve de los
MCG identificados consistieron en dos o mas aislados, e incluyeron 83 (72%) de los aislados
analizados, mientras que los 33 MCG restantes fueron tinicos, es decir un MCG representado
por un solo aislado observado en una sola localidad (Figura 22). La fraccién clonal, que
describe la proporcién de aislados originados en la reproduccion asexual fue del 55,2 %.
Se observd una importante incompatibilidad micelial entre los campos o lotes ya que
todos los MCG observados fueron intransitivos, es decir no se compartié ningin MCG entre
los campos evaluados. Ademas, se observd una alta incompatibilidad dentro de los campos,
con un rango de tres a 20 MCG por campo, a excepcidn de Oran, que tuvo la mayoria de los

aislados compatibles (Tabla 4).
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El indice de diversidad de Shannon (H,) de todos los

MCG evaluados fue de 0,248

(Htot), y varié de 0,100 para Campichuelo a 0,301 para Tartagal (Tabla 4), con una media de

0,196 (Hpop)- La particion de la diversidad total (Hit) mostré que el 79,2% correspondié a la

variacion de diversidad dentro de las poblaciones de S. sclerotiorum, mientras que sélo el

20,8% de la diversidad fue responsable de la variabilidad entre las poblaciones. Los lugares

mas diversos fueron Gral. Ballivian y Tartagal.
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Figura 22. Histogramas de las frecuencias de los grupos de
los 116 aislados de S. sclerotiorum.
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sclerotiorum.
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Tabla 4. Grupos de compatibilidad micelial (MCG) y diversidad de MCG (Ho) de las
poblaciones de S. sclerotiorum de las diferentes localidades muestreadas.

Localidad MCGs Muestras Ho® Hpop® Hpop/Htot® (Hm;pr n)/
tot
Oran 1,2,3 21 0,131
Campichuelo 4,5,6,7,8,9 14 0,168
Pichanal 10,11,12,13,14 14 0,100
Palma Sola 15,16,17,18,19, 20 15 0,227
L, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,

Gral. Ballivian 29,30, 31, 32 26 0,250
Tartagal 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 26 0,301

41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,

49,50,51,52
Total 116 0,248 0,196 0,792 0,208

a H,, Diversidad de MCG normalizada.

b Hpop, promedio de H.

¢ Hpop/Hior, proporcion de la diversidad total de MCG atribuidas a las variaciones entre
individuos dentro de una poblacién.

d (Hiot — Hpop) /Hiot, proporcion de la diversidad total de MCG atribuida a diferencias entre
poblaciones.

2.3.3 Caracterizacion molecular
2.3.3.1 Identificacion molecular de S. sclerotiorum

La amplificacion de la regiéon ITS produjo un tUnico fragmento de ADN de 540 pb
aproximadamente con un tamafio uniforme entre todos los aislados analizados. Del total de
aislados, se secuencié un grupo de 108 productos de PCR elegidos al azar, y las secuencias
de ITS se depositaron en GenBank (MG516601-MG516708). Los aislados tuvieron un 100%
de similitud en comparacién con las secuencias de control de S. sclerotiorum disponibles en

NCBI (JN012606.1, EF091807.1, AB233346.1, DQ329537.1).
2.3.3.2 Amplificacion de ADN por URP-PCR

De los 11 cebadores URP evaluados, solo cinco (URP-2R, URP-6R, URP-9F, URP-17R, URP-
38F) mostraron diferentes niveles de polimorfismo generando un total de 13 bandas

polimdrficas. Las bandas de ADN amplificado variaron de 290 a 2000 pb para cada aislado.
2.3.3.3 Diversidad genética

Se obtuvieron patrones Unicos de bandas para el 51% de los aislados, con un total de 59
haplotipos identificados (Figura 23). De los 59 haplotipos, 40 (68%) fueron tnicos, es decir
que un haplotipo estuvo representado por un Unico aislado en una sola ubicacion (Tabla 5).

Los 19 haplotipos restantes (32%) incluyeron 76 aislados (66%), siete haplotipos de los
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cuales se encontraron en al menos dos lugares (Tabla 5). El haplotipo 33 fue el mas
abundante, representado por 13 aislados de dos ubicaciones, Gral. Ballivian (10) y Palma

Sola (3).
2.3.3.4 Analisis de agrupamiento

En base a los datos de los marcadores URP, los aislados de S. sclerotiorum se agruparon en
4 grupos (Figura 24). El 83% de los aislados se incluyeron en el grupo II con una similitud
genética > 75% entre ellos. Dentro del grupo II se formaron dos subgrupos. En uno de los
subgrupos se encontraron todos los aislados de Gral. BalliviAn. Mientras que el otro
subgrupo mostré una gran similitud genética entre diferentes aislados obtenidos de
diferentes sitios. El grupo I incluy6 seis aislados, tres de Oran y tres de Campichuelo y
mostraron un 68% de similitud genética con el grupo II. El grupo III incluyé solo cuatro
aislados de Oran. El grupo IV agrupd exclusivamente aislados obtenidos de Tartagal y
present6 una similitud genética > 70% entre ellos. El coeficiente de similitud genética varié
de 0,30 a 1,00. La bondad del ajuste del dendrograma UPGMA fue altamente significativa

con un coeficiente de correlaciéon cofenético (CCC) de 0,80.
2.3.3.5 Analisis de coordenadas

Algunos de los grupos generados por el analisis de agrupamiento basado en los datos URP
fueron confirmados por el ACoP (Figura 25). Las dos primeras coordenadas principales
explicaron el 38,8% de la variaciéon acumulada. Se encontré una clara separacion de los
aislados de Gral. Ballividn y Tartagal en la primera coordenada principal. E1 96% (25) de los
aislados de Gral. Ballivian tendieron a tener valores mas negativos a lo largo de la primera
coordenada principal, mientras que el 31% (8) de los aislados de Tartagal mostraron
valores positivos altos. Estos aislados se incluyeron en los grupos Il y IV del dendrograma,
respectivamente. Ademas, la mayoria de los aislados de Oran (91%) mostraron valores mas
positivos en la primera coordenada principal en comparaciéon con los aislados de

Campichuelo, Pichanal y Palma Sola. La fraccion clonal fue 49,14%.
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Figura 24. Arbol de UPGMA que muestra las relaciones genéticas entre los 116 aislados de
S. sclerotiorum segun los datos de los marcadores URP (coeficiente de Dice). A) Localidad:
0, Oran (color celeste); C, Campichuelo (color amarillo); PI, Pichanal (color verde); PS,
Palma Sola (color rojo); GB, Gral. Ballivian (color rosa); T, Tartagal (color azul). B) MCG. C)
Agresividad: AA (altamente agresivo) y DA (débilmente agresivo).
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Figura 25. Andlisis de coordenadas principales de 116 aislados de S. sclerotiorum del NOA
en base a datos de marcadores URP. Los circulos marcan los grupos de aislados segtn los
sitios de colecta.

Tabla 5. Designaciones de los haplotipos URP y frecuencias asociadas con el grupo de
compatibilidad micelial (MCG) de los aislados de S. sclerotiorum de lotes comerciales de
poroto en el noroeste de Argentina.

Frecuencia y designacion de haplotipos URP?

MCG Oréan Campichuelo  Pichanal  Palma Sola Bzgl;lri\&;:;in Tartagal
1 17(1) 18(1)
2 15(1)
3 3(1) 4(3) 5(3)
28(1) 29(10)
4 20°(1)
5 19(1) 20(2)
6 2(1) 6(3) 39(1)
7 21(2)
8 45(1)
9 55(1) 56(2) 9(1)
10 25(2)
11 8(1)
13(4)
12 37(2)
38(1)
13 49(1)
25(2)
14 26(1)
55(1)
15 54(1)
52(4) 54(1)
16 6(2)
17 58 (1)
18 40(1) 58(1)
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Tabla 5. (Continuacion).

Frecuencia y designacion de haplotipos URP?

MCG Oran Campichuelo Pichanal PSa Ima G'fa!', Tartagal
ola Ballivian
19 33(3)
20 24(1)
21 33(4)
22 48(1)
23 23(1)
24 33(4)
25 12(1)
26 35(1)
27 51(1)
28 30(1) 32(1)
29 33(1)
9(1) 31(1)
30 33(1) 34(1)
35(1) 36(1)
46(1) 47(1)
31 50(1)
32 11(1)
33 41(1)
34 57(1)
35 42(1)
36 7(1) 27(1)
37 1(1)
38 14(1)
39 16(1)
40 27(1)
a1 24(1) 27(1)
44(1) 55(1)
42 43(1)
43 43(1)
44 43(1) 53(1)
45 54(1)
46 39(1)
47 13(1)
48 13(1)
49 13(1)
50 13(1)
51 22(2)
52 10(1)
ne 21 14 14 15 26 26
hd 8 10 8 7 16 18
Ia® 0,792* 0,341 -0,120 -0,018 -0,070 0,703**
Taf 0,113* 0,049 -0,017 -0,003 -0,012 0,071**

aLa frecuencia de haplotipos URP es la cantidad de aislados muestreados con un tnico haplotipo que
pertenece al MCG designado. Las frecuencias estan entre paréntesis, por ejemplo, para el MCG 1 en
Oran, un aislado tuvo el haplotipo 17 y otro aislado tuvo el haplotipo 18.

b LLos nimeros en negrita indican cada uno de los 13 haplotipos asociados con mas de un MCG, por

ejemplo, el haplotipo 20 se asoci6é con MCG 4 y MCG 5.

¢ Tamafio de la muestra.

d Numero total de haplotipos URP para cada localidad.

eI4-Indice de asociacién para los datos con correccién clonal.
frp -Indice de asociacion estandarizado de los datos con correccion clonal. Los asteriscos indican un
valor significativo de rodespués de 999 permutaciones *(P < 0,01); **(P < 0,001).
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2.3.4 Analisis de la varianza molecular

El andlisis de la varianza mostré una diferenciacion significativa entre las poblaciones
(Fst = 0,341; P < 0,0001) con una variacion significativa entre y dentro de las poblaciones
(Tabla 6). El 66% de la variacion genética total se asoci6 con diferencias dentro de las
poblaciones, mientras que el 34% observado se debi6 a la variacion entre poblaciones
(Tabla 6). En base a los valores de Fsr en las comparaciones de a pares, las poblaciones
fueron genéticamente distintas con valores que van desde un minimo de 0,126 para una
comparacion de Campichuelo y Tartagal a un maximo de 0,557 para Oran y Gral. Ballivian
(P < 0,0001) (Tabla 7). La inica comparacién que mostrd un valor de Fsr no significativo
(P = 0,058) fue entre las poblaciones de Pichanal y Campichuelo. En consecuencia, los
valores mas altos de flujo génico (Nm) se observaron entre las poblaciones de Pichanal y
Campichuelo (Tabla 7). El valor de Ny, fue bajo (<1) entre Gral. Ballividn y todas las demas
poblaciones. Asimismo, se observaron valores bajos de N (<1) entre Oran y Pichanal, y
entre Oran y Palma Sola (Tabla 7). En contraste, se observaron valores altos de Nn (> 1)
para las otras comparaciones, lo que sugiere la existencia de un flujo de genes moderado.
Estos hallazgos estan de acuerdo con los resultados obtenidos con el andlisis de

coordenadas principales.

Tabla 6. Analisis de la varianza molecular de los aislados de S. sclerotiorum de 6 localidades
productoras de poroto del NOA basado en los datos de marcadores URP.

Fuente de gla SCb CMc¢  Var.Estd %Vare g Pt
variacion

Entre 5 75639 15128 0,721 34% 032 <0,0001
poblaciones

Dentro de 110 153,439 1,395 1,395 66%

poblaciones

Total 115 229,078 2,116 100%

a Grados de libertad. » Suma de cuadrados. ¢ Cuadrado medio. 4 Varianza estimada.
ePorcentaje total de varianza. fValor de P basado en 999 permutaciones.
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Tabla 7. Diferenciacién poblacional medida por Fsr (diagonal inferior) y flujo de genes (Nm)
(diagonal superior) entre 6 poblaciones de S. sclerotiorum en el noroeste Argentino basado
en los datos de marcadores URP.

02 PI C PS GB T
0 - 0,679 1,103 0,520 0,398 1,566
Pl 0,424 - 5,673 1,338 0,482 2,476
C 0,312™ 0,081 - 2,217 0,649 3,468
PS 0,490™ 0,272 0,184 - 0,696 1,674
GB 0,557 0,509 0,435 0,418 - 1,006
T 0,242 0,168 0,126" 0,230 0,332 -

aPoblaciones: O: Oran, PI: Pichanal, C: Campichuelo, PS: Palma Sola, GB: Gral. Ballivian, T:
Tartagal. Niveles significativos se basan en valores P determinados por 1023 permutaciones
de los datos. Los valores calculados fueron significativamente diferentes de cero en P < 0,05
(*) vy P <0,0001 (**). El flujo de genes se estim6 como Nn = (1-Fst)/2Fst (McDermott y
McDonald, 1993).

La prueba de Mantel se realiz6 para determinar la relacidn entre la variacién genética
medida por las matrices de distancia MCG y URP. La correlacidn fue significativa, aunque de
baja magnitud (r = 0,25; P < 0,0001). La comparacién entre ambas matrices y la distancia

geografica entre ubicaciones revelé una baja correlacion (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis de correlacién entre grupos de compatibilidad micelial (MCG), haplotipos
URP y distancia geografica entre localidades (r: diagonal inferior; P: diagonal superior).

MCG 2 URP? Distancia geografica ¢
MCG - 0,001 ***c < 0,000 1%***
URP 0,25 - 0,014*
Distancia geografica 0,27 0,13 -

a Grupos de compatibilidad micelial. » Datos URP. Valores significativos en: **** P < 0,0001;
*#**P<0,001;*P<0,01; *P<0,05

2.3.5 Ensayo de patogenicidad

Todos los aislados analizados resultaron patogénicos para la variedad de poroto Leales 24
INTA y produjeron sintomas tipicos de esclerotinia luego de ocho dias de la inoculacién. Las
longitudes de infeccion entre los aislados fueron significativamente diferentes, con un rango

de 4,64 cm a 16,19 cm y una media de 12,31 cm (Tabla 9). Como resultados de la prueba de
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DGC, los aislados se agruparon en dos grupos: aislados débilmente agresivos (DA) y
altamente agresivos (AA) (Figura 26).

El 93,8% de los aislados evaluados fueron AA y estuvieron presentes en todos los
campos muestreados. Mientras que los siete aislados restantes fueron DA y se encontraron
solamente en cuatro localidades: Gral. Ballivian (2), Palma Sola (3), Tartagal (1) y Pichanal
(1). Por el contrario, en los campos de Oran y Campichuelo sé6lo se encontraron aislados AA
(Tabla 9).

El aislado SS116 (recolectado en Gral. Ballivian) fue el de menor agresividad con 4,64
cm de longitud de infeccion. Por otro lado, el aislado SS8 (recolectado en Oran) fue el de

mayor agresividad con una longitud de infeccién de 16,19 cm (Tabla 9).

et

_ n ' - _
a& 1\ :\\A‘;

\-0

Figura 26. Plantas de poroto (Leales 24 INTA) luego de 21 dias de ser inoculadas con
aislados de S. Sclerotiorum de diferente agresividad: a) Débilmente agresivo. b) Altamente
agresivo. c) Planta control.
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Tabla 9. Grupos de compatibilidad micelial (MCG), longitud de infeccion (LI), agresividad

(A) y haplotipos URP (H) de los 116 aislados de S. Sclerotiorum.

Aislado MCG LI (cm) A H
SS1 1 10,04 AA 18
SS2 2 12,61 AA 15
SS3 1 14,65 AA 17
SS4 3 12,67 AA 3
SS5 3 14,19 AA 29
SS6 3 12,75 AA 28
SS7 3 15,23 AA 29
SS8 3 16,19 AA 29
SS9 3 12,96 AA 4

SS10 3 12,89 AA 29
SS11 3 14,69 AA 29
SS12 3 14,83 AA 29
SS13 3 12,49 AA 5

SS14 3 13,67 AA 29
SS15 3 12,63 AA 5

SS16 3 15,55 AA 4

SS17 3 15,51 AA 5

SS18 3 15,14 AA 4

SS19 3 11,93 AA 29
SS20 3 14,44 AA 29
SS21 3 14,20 AA 29
§S22 4 14,05 AA 20
SS23 5 13,72 AA 19
SS24 5 ND ND 20
SS25 6 14,29 AA 6

SS26 6 12,06 AA 2

SS27 6 10,27 AA 39
SS28 6 11,81 AA 6

SS29 6 12,92 AA 6

SS30 7 11,51 AA 21
SS31 8 11,87 AA 45
SS32 9 10,50 AA 56
SS33 9 12,21 AA 56
SS34 9 13,17 AA 59
SS35 9 12,27 AA 55
SS37 10 13,11 AA 25
SS38 10 12,33 AA 25
SS39 11 13,95 AA 8

SS40 12 8,96 DA 13
SS41 13 ND ND 49
SS42 12 11,95 AA 13
SS43 14 12,34 AA 55
SS44 14 12,85 AA 25
SS45 14 15,44 AA 26
SS46 14 14,12 AA 25
Ss47 12 14,55 AA 13
SS48 12 14,70 AA 13
SS49 12 16,12 AA 38
SS50 12 12,68 AA 37
SS51 15 14,10 AA 54
SS52 16 ND ND 52
SS53 16 8,34 DA 52
SS54 16 7,22 DA 52
SS55 16 11,98 AA 52
SS56 17 13,66 AA 58
SS57 18 11,24 AA 40
SS58 18 11,93 AA 58
SS59 16 11,37 AA 56

AA: Altamente agresivo. DA: debilmente agressivo. ND: No determinado

Aislado MCG LI (cm) A H
SS60 16 13,19 AA 56
SS61 16 10,03 AA 54
SS62 19 14,73 AA 33
SS63 19 14,52 AA 33
SS64 19 13,91 AA 33
SS65 20 8,71 DA 24
SS87 21 14,42 AA 33
SS89 21 12,00 AA 33
SS90 22 13,08 AA 48
SS93 21 12,00 AA 33
SS95 21 13,19 AA 33
SS97 23 14,07 AA 23
SS99 24 14,20 AA 33
SS100 24 13,31 AA 33
S§S101 24 7,59 DA 33
S$S102 24 13,04 AA 33
SS103 25 9,31 AA 12
SS104 26 10,55 AA 35
SS105 27 12,15 AA 51
SS106 28 11,10 AA 32
SS107 28 11,54 AA 30
SS109 29 13,82 AA 33
S$S110 30 11,25 AA 35
SS111 30 12,52 AA 33
SS112 30 12,20 AA 47
SS113 30 12,37 AA 46
SS114 30 13,66 AA 9
S§S115 30 10,26 AA 31
SS116 30 4,64 DA 34
SS117 30 12,39 AA 36
S$S118 31 11,99 AA 50
S§S122 32 10,90 AA 11
S$S142 33 9,91 AA 41
S$S143 34 9,50 AA 57
SS144 35 10,75 AA 42
S$S145 36 14,10 AA 7
SS146 37 11,78 AA 1
S$S149 38 ND ND 14
SS150 39 12,57 AA 16
SS151 40 9,49 AA 27
S§S152 41 13,32 AA 27
SS154 42 14,17 AA 43
SS155 43 11,17 AA 43
SS156 36 11,24 AA 27
SS157 44 13,08 AA 43
S$S158 44 9,95 AA 53
SS160 45 11,31 AA 54
SS164 41 10,94 AA 24
SS165 41 11,52 AA 44
S$S168 41 11,37 AA 55
SS169 46 12,08 AA 39
SS170 47 10,27 AA 13
SS171 48 11,35 AA 13
S§S172 49 12,61 AA 13
SS173 50 9,75 AA 13
SS174 51 5,75 DA 22
SS175 52 12,95 AA 10
SS176 51 12,17 AA 22
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2.4 DISCUSION

En el presente capitulo, se caracterizo la diversidad de los aislados de S. sclerotiorum de lotes
comerciales de poroto ubicados en la principal drea de produccién de Argentina empleando
caracteres morfologicos, marcadores moleculares y ensayos de patogenicidad. Los 116
aislados analizados se identificaron como S. sclerotiorum a través del andlisis de secuencias
ITS-ADNr y exhibieron una considerable variabilidad genotipica y morfolégica.

Las poblaciones de S. sclerotiorum se diferenciaron significativamente segun su
origen geografico en base a los haplotipos de URP compartidos y los MCG. En el total de los
aislados analizados, se encontraron 52 MCG y 59 haplotipos moleculares, de los cuales 33
(63%) y 40 (68%) fueron Unicos, respectivamente. Todos los MCG fueron especificos de
cada sitio, mientras que so6lo el 12% de los haplotipos URP se compartieron entre lotes.
Ambas técnicas revelaron una mayor variabilidad genética dentro de las poblaciones
analizadas que entre ellas. Estos hallazgos estan de acuerdo con la variabilidad intra- e inter-
poblacional reportada para poblaciones de S. sclerotiorum presentes en campos de poroto
en Brasil (Gomes et al., 2011; Litholdo Junior & Gomes, 2011) y en campos de otros cultivos
en Argentina, Iran y Australia (Durman et al.,, 2003; Sexton & Howlett, 2004; Karimi et al.,
2012b).

En concordancia con lo anterior, los valores de Fst observados entre las localidades
también indicaron la existencia de una diferenciacién poblacional significativa, con la
excepcion de las poblaciones de Pichanal y Campichuelo que no se diferenciaron entre si.
De las seis poblaciones de S. sclerotiorum analizadas, la poblacién de Gral. Ballivian result6
ser la mas diferenciada de todo el resto. Mientras que Tartagal y Campichuelo fueron las
poblaciones que menos se diferenciaron entre si en funcién de los valores de Fsr por pares.
Estas observaciones también se apoyan en los resultados del andlisis de agrupamientos y
de coordenadas principales.

Por otro lado, teniendo en cuenta los haplotipos compartidos observados entre las
poblaciones y los valores de N, estimados, los resultados sugieren la existencia de un flujo
génico moderado entre algunas localidades. La migracién de genotipos (intercambio de
haplotipos) entre los lotes y la reproduccion sexual podrian estar involucrados en el
mantenimiento de los altos niveles de MCG y la gran variabilidad de haplotipos observados.
La existencia de migracion de genotipos entre lotes puede ocurrir por la dispersion de
indculo fingico, en forma de esclerocios o micelio, al transportar restos de la cosechay suelo
contaminado mediante la maquinaria agricola (Abawi & Grogan, 1979). Una practica comun
en la region, es mantener una parte de la produccion para ser utilizada como semilla en la

siguiente campafia de cultivo, lo que favorece la propagacion del patégeno de un afio a otro
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al utilizar semillas infectadas o esclerocios mezclados con las semillas. El comercio informal
de semillas entre los agricultores locales también ocurre cominmente en la region,
generando un intercambio de semilla continuo sin certificacién de calidad sanitaria. De este
modo, la dispersién del patdgeno por semillas contaminadas con micelio o esclerocios
podria haber contribuido a la introduccién de nuevos haplotipos de un campo hacia los
otros. En esta region, el cultivo de poroto se realiza a secano, razén por la cual se descarta
el factor del agua como una forma de diseminar ind6culo. En las ultimas campafias, en
condiciones adecuadas de temperatura y humedad, fue posible observar en el suelo a los
esclerocios germinados carpogénicamente, es decir con apotecios (comunicacién personal
de M. Chocobar). Por lo tanto, las ascosporas transportadas por el aire, que constituyen una
fuente comun de infeccién dentro de los campos, podrian ser un mecanismo para la
dispersion de haplotipos entre las poblaciones a larga distancia (Abawi & Grogan, 1979).

El conocimiento de la diversidad y estructura genética de las poblaciones de
patogenos es importante para los programas de mejoramiento ya que las poblaciones con
niveles altos de diversidad en las que tiene lugar el apareamiento aleatorio tienden a
evolucionar mas rapidamente aumentando la probabilidad de superar la resistencia del
hospedante y/o de seleccionar individuos con resistencia a los fungicidas (McDonald &
Linde, 2002; Carmona & Sautua, 2017). Existen estudios previos sobre la estructura
poblacional de S. sclerotiorum en canola, girasol, repollo y otros cultivos que informan que
las poblaciones son principalmente clonales (Anderson & Kohn, 1995; Cubeta et al, 1997;
Kohli & Kohn, 1998; Carpenter et al, 1999; Hambleton et al., 2002). Asimismo, existen
reportes sobre la existencia de reproduccion tanto clonal como sexual en poblaciones de S.
sclerotiorum en canola, coliflor, colza, zanahoria, girasol, lechuga, arveja (Carpenter et al,
1999; Sun et al., 2005; Malvarez et al., 2007).

Estudios previos han caracterizado la diversidad genotipica en poblaciones de S.
sclerotiorum para evaluar la clonalidad por medio de MCG y marcadores moleculares
(Carbone et al,, 1999; Sirjusingh & Kohn, 2001). Las poblaciones clonales se caracterizaron
por tener MCG compartidos, encontrandose cada MCG asociado a un solo haplotipo
molecular. Mientras que, en las poblaciones con reproducciéon sexual no se reporto6
asociacién entre los MCG y los haplotipos moleculares (Cubeta et al., 1997; Gomes et al,
2011). En el presente estudio, se observo diversidad entre los aislados recolectados en el
mismo lote de cultivo basados en los estudios de MCG y haplotipos moleculares. Se
reportaron 14 casos que se consideraron clones, ya que dos o mas aislados pertenecian al
mismo MCG y compartian el mismo haplotipo (Tabla 5). Estos casos se encontraron en las
seis localidades estudiadas. Por el contrario, hubo otros 14 casos en los que un MCG se

asocié con mas de un haplotipo URP y 13 casos en los que un haplotipo se asocié con mas
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de un MCG, lo que sugiere la existencia de recombinacion. Por otro lado, las fracciones
clonales de los MCG y haplotipos moleculares fueron 55,17% y 49,14%, respectivamente.
En estudios previos, las fracciones clonales variaron de 34,4% (Clarkson etal, 2013) a
90,1% (Hambleton et al., 2002), con un promedio de 53,6% en seis estudios (Kohli et al,
1992; Hambleton et al, 2002; Atallah et al.,, 2004; Attanayake et al, 2013; Aldrich-Wolfe
etal, 2015; Zancan et al., 2015).

Los resultados generados en este estudio sugieren la ocurrencia de reproduccién
clonal y sexual en las poblaciones de S. sclerotiorum en los campos de poroto analizados en
el noroeste de Argentina. Esto estd de acuerdo con el predominio de la reproduccién sexual
en poblaciones tropicales y subtropicales de S. sclerotiorum reportado por otros autores
(Cubeta et al., 1997; Meinhardt et al., 2002; Atallah et al.,, 2004; Sexton et al., 2006; Gomes
etal, 2011; Litholdo Junior & Gomes, 2011). Sin embargo, seria necesario un estudio mas
exhaustivo empleando marcadores codominantes, como los microsatélites, para tener un
mejor conocimiento de la estructura genética y el comportamiento reproductivo de las
poblaciones y poder comparar los resultados con estudios realizados en otras partes del
mundo (ver capitulo 3).

Los resultados también mostraron que la agresividad de los aislados de S.
sclerotiorum no esta relacionada con su ubicacion geografica ya que la mayoria de los
aislados fueron altamente agresivos, y el nivel de agresividad de los aislados entre
localidades no vario ampliamente. La falta de variaciéon en la agresividad entre aislados de
diferentes areas geograficas se ha informado anteriormente (Cubeta et al, 1997; Durman
etal, 2003; Kull et al., 2004; Sexton & Howlett, 2004; Malvarez et al., 2007). Por otro lado,
no se observo asociacién entre agresividad y MCG y/o haplotipos URP. Por el contrario,
algunos aislados débilmente agresivos tuvieron haplotipos URP y MCG idénticos a otros
aislados altamente agresivos, por ejemplo, SS174 y SS176, lo que sugiere que estos aislados
tienen diferencias genéticas que no se reflejan en los estudios de compatibilidad micelial y
marcadores URP.

La técnica basada en marcadores URP fue util para el andlisis poblacional de S.
sclerotiorum, revelando un elevado polimorfismo entre los aislados analizados. Los
resultados sugieren que, a pesar de la naturaleza dominante de estos marcadores
moleculares, su utilizacion complementada con la técnica de compatibilidad micelial,
resulta una herramienta util para proporcionar informacién preliminar sobre la
variabilidad genética y el comportamiento reproductivo de S. sclerotiorum, como se informé
para otros patogenos (Gonzalez et al., 2012; Mann et al., 2014).

El presente estudio proporciona, por primera vez, informacion sobre la variabilidad

morfoldgica, molecular y patogénica de S. sclerotiorum asociado con esclerotinia en la
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principal area de produccion de poroto en Argentina. Los datos generados facilitaron la
seleccién de aislados locales representativos para evaluar germoplasma perteneciente a la
coleccion de trabajo del programa de mejoramiento del INTA EEA Salta para la
identificacion de genotipos resistente que podran ser utilizados como posibles parentales

en el mejoramiento del cultivo (ver capitulo 4).
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CAPITULO III: Introduccién

3.1 INTRODUCCION

El andlisis de la estructura genética de una poblacién de patégenos de plantas en una regiéon
es clave para entender como los mecanismos subyacentes estan involucrados en su historia
evolutiva. Ademas, la comprension de las relaciones genéticas y el modo de reproducciéon
de las poblaciones de S. sclerotiorum es beneficioso para los mejoradores que buscan
desarrollar nuevas variedades resistentes (Milgroom, 1996; McDonald & Linde, 2002). En
particular, las poblaciones genéticamente diversas con altas tasas de reproduccién sexual
tienen un alto "potencial evolutivo” y, en consecuencia, mayor probabilidad de superar la
resistencia del hospedante y de adaptarse a los productos quimicos, como los fungicidas,
debido a la mayor probabilidad de que los genes de resistencia estén presentes en la
poblacién (McDonald & Linde, 2002).

Los patdégenos fungicos pueden tener diferentes modos de reproduccion: sexual,
asexual o ambos. Cuando tienen lugar procesos tanto sexuales como asexuales, el patégeno
tiene un modo de reproduccién "mixto", como es el caso de S. sclerotiorum (McDonald &
Linde, 2002). El hongo se reproduce asexualmente por medio de esclerocios o sexualmente
por ascosporas procedentes de la fertilizaciéon cruzada (Amselem et al., 2011). En los hongos
haploides, como S. sclerotiorum, las implicancias genéticas de la autofecundacién para la
estructura genética de la poblaciéon son equivalentes a las de la reproduccién asexual
(Milgroom, 1996; Taylor et al., 1999). Por lo tanto, sila tasa de exogamia es baja la poblacién
de S. sclerotiorum tiende a ser predominantemente clonal (Anderson & Kohn, 1995).

En las ultimas décadas, la estructura de la poblacién de S. sclerotiorum ha sido
ampliamente estudiada en diversos cultivos hospedantes y diferentes regiones del mundo.
La mayoria de los estudios informaron que las poblaciones tienen una estructura
predominantemente clonal con baja diversidad genética y un alto grado de fragmentacién
de la poblacién en diferentes cultivos y en paises como Alaska, Australia, Brasil, Canadj,
China, Iran, Nueva Zelanda, Turquia, Reino Unido y Estados Unidos, utilizando huellas de
ADN (DNA fingerprinting) (Kohn etal, 1991; Cubeta etal, 1997; Carbone etal, 1999;
Carpenter etal, 1999; Carbone & Kohn, 2000; Hambleton etal, 2002) y empleando
microsatélites (Cubeta et al., 1997; Kohli & Kohn, 1998; Sexton & Howlett, 2004; Sexton
etal, 2006; Mert-Tiirk et al., 2007; Hemmati et al., 2009; Ekins et al,, 2011; Gomes et al,
2011; Attanayake et al., 2013; Clarkson et al., 2013, 2017; Aldrich-Wolfe et al., 2015; Lehner
etal, 2015b; Kamvar et al, 2017). En estas poblaciones clonales la estructura poblacional
tipica posee uno o pocos clones que se encuentran con alta frecuencia, y el resto de los

haplotipos aparece sélo una o pocas veces en la misma localidad y en algunos casos en un
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area geografica mas amplia (Anderson & Kohn, 1995; Hambleton et al., 2002; Clarkson et al.,
2013). Ademas, la distribucién de la mayoria de los clones de S. sclerotiorum puede estar
restringida geograficamente con poco o ningln intercambio de genotipos entre diferentes
sitios en el mismo pais, resultando en distintas poblaciones subdivididas genéticamente,
como se identifican en Australia (Sexton & Howlett, 2004), Reino Unido (Clarkson et al,
2013) y Estados Unidos (Malvarez et al., 2007).

Sin embargo, en estudios previos también hubo evidencia de recombinacién en
poblaciones de S. sclerotiorum principalmente mediante la utilizacién de marcadores
moleculares microsatélites (Atallah et al, 2004; Sexton & Howlett, 2004; Malvarez et al.,
2007; Hemmati etal, 2009; Attanayake etal, 2014). La evidencia mas directa de
recombinacién fue mediante observaciones de variabilidad entre ascosporas hermanas
derivadas de un solo apotecio, las cuales pertenecian a mas de un MCG (Atallah et al., 2004;
Malvarez et al., 2007). Los procesos bioldgicos que conducen a este modo de reproducciéon
siguen sin estar claros.

Algunos informes han mencionado que la reproduccién clonal es predominante en
zonas agricolas templadas, mientras que la recombinacién sexual contribuye a la estructura
de la poblacién en climas tropicales o subtropicales (Cubeta et al, 1997; Malvarez et al,
2007). Sin embargo, la alta variabilidad observada en las dltimas regiones puede deberse a
un aumento en el nimero de estudios realizados con marcadores de SSR en estas regiones
(Lehner & Mizubuti, 2017a). Ademas, un estudio reciente comparé poblaciones de S.
sclerotiorum de diferentes zonas climaticas de EE. UU. y Brasil utilizando marcadores
microsatélites y MCG, y sugiri6 que no existe relacion entre el clima de la region de origen y
la evidencia de cruzamiento o la cantidad de diversidad en las poblaciones (Lehner et al,
2017b). La mayoria de los estudios genéticos poblacionales de S. sclerotiorum emplean la
prueba de compatibilidad micelial, considerando clones a dos o mas aislados que
pertenecen al mismo MCG y tienen el mismo genotipo (Leslie, 1993). Sin embargo, la
asociaciéon de los marcadores microsatélites con los MCG ha mostrado resultados
inconsistentes (Ford et al., 1995; Atallah et al., 2004; Attanayake et al., 2012; Clarkson et al.,
2013; Lehner etal, 2017b). Por lo tanto, la relacion entre los grupos de compatibilidad
micelial y los genotipos clonales sigue sin estar clara.

Un aspecto critico del analisis de poblaciones clonales o mixtas es probar una
hipotesis nula de panmixia (Milgroom, 1996). La prueba de esta hipétesis para poblaciones
potencialmente clonales generalmente se basa en la evaluacién del desequilibrio de
ligamiento entre loci (Milgroom, 1996). Esto se logra a través del calculo del indice de

asociacion (Ia) observado en la poblacion, el cual se compara con el Ix esperado generado a

68



CAPITULO III: Introduccién

partir del remuestreo de los datos para obtener una distribucién nula bajo el supuesto de
apareamiento aleatorio (Smith et al., 1993; Burt et al., 1996; Milgroom, 1996). Este método
se basa en el hecho de que las diferentes regiones del genoma tienen diferentes historias
evolutivas debido a la recombinacién, pero se heredan como una unidad si existe
reproduccién clonal (Tibayrenc et al, 1991; Taylor et al, 1999). Entonces, el indice de
asociacién (Ia) se utiliza para detectar si las regiones del genoma se heredan de manera

similar (poblaciones clonales) o diferente (poblaciones recombinadas).

En el presente capitulo, se analizé la estructura poblacional de 109 aislados de S.
sclerotiorum recolectados en seis lotes de cultivo de poroto en diferentes localidades de la
principal zona de produccion de poroto en Argentina. Se determino si existen evidencias de
reproduccién sexual en las poblaciones y cudles son las variables que mejor predicen la
estructura genética de las mismas. Ademas, se analizé la correlacion entre los haplotipos
multilocus (MLH) generados empleando marcadores microsatélites y los MCG. Estos
hallazgos representan un aporte significativo para comprender la durabilidad de las
estrategias de manejo de la esclerotinia y facilitar la seleccién de aislados representativos

de la zona para la deteccion de genotipos resistentes.

Las preguntas a responder en este capitulo fueron las siguientes:

= ,Existe estructuracion de la variabilidad genética en las poblaciones de S. sclerotiorum
en la principal zona de cultivo de poroto de Argentina?

= ;Cudl es el tipo de reproducciéon predominante en las poblaciones de S. sclerotiorum
analizadas?

= ;Existe correlacion entre los MCGs, los haplotipos MLH y la distancia geografica de las

poblaciones de S. sclerotiorum?
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Genotipado empleando microsatélites

A partir del ADN extraido segun se detall6 en el capitulo II, se realiz6 el genotipado de 109
aislados de S. sclerotiorum utilizando nueve pares de cebadores de microsatélites (Tabla 10)
desarrollados por Sirjusingh & Kohn (2001). El genotipado se realiz6 a través del Servicio
del Instituto de Tecnologia Agroindustrial del Noroeste Argentino (ITANOA) de la Estaciéon
Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC) de la provincia de Tucuman.

La amplificacidn por PCR se realiz6 en un volumen final de 5 pl que contenia 25 ng de
ADN gendmico, buffer de reaccién 1X [100 mM Tris-HCI (pH 9,0), 500 mM KCI, 1% Triton®
X-100], 0,1 uM de cada cebador, 200 uM de los dinucleétidos dATP, dGTP, y dTTP, 160 uM
de dCTP, 0,12 pM Cy5.5dCTP, 2,5 mM de Cl;Mg y 0,1 unidad de Taq ADN polimerasa
(Highway-Inbio, Tandil, Argentina). Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes:
1 ciclo inicial de desnaturalizacién a 94 °C durante 7 min, seguido de 30 ciclos que constaron
de una desnaturalizacién a 94 °C durante 1 min, 60/64 °C (segtn el par de cebadores)
durante 1 min y una extensién a 72 °C por 2 min y finalmente un ciclo de extension a 72 °C
durante 7 min. La visualizacion de los fragmentos amplificados se realiz6 utilizando el
equipo LI-COR DNA Analyzer 4300 (Licor Bioscience, Lincoln, Nebraska, USA) y el tamafio
de los alelos se determind por comparacion con el marcador de peso molecular LI-COR
IRDye 50-700 bp Size Standard, utilizando el software SAGA (Licor Bioscience, Lincoln,
Nebraska, USA).

3.2.2 Diversidad genética

La diversidad genética se analiz6 mediante la determinacién de los genotipos multilocus.
Cada aislado se asigné a un haplotipo multilocus (MLH) basado en la combinacién de alelos
en los loci de microsatélites, excluyendo los loci monomérficos (Kamvar et al,, 2017).

Se evalu¢ la diversidad alélica intra locus mediante el indice de Nei (h) (Nei, 1978) y
la uniformidad alélica (Es) (Pielou, 1975; Griinwald et al., 2003).

Se estimé la diversidad genotipica (diversidad de haplotipos) calculando el indice de
Stoddart & Taylor (G) (Stoddart & Taylor, 1988), el indice de Shannon (H) (Shannon, 1948)
y el indice de Simpson (A) (Simpson, 1949) por poblacién (Hurlbert, 1971; Heck, van Belle
& Simberloff, 1975; Pielou, 1975; Griinwald et al.,, 2003).

El indice de diversidad de Simpson (A) proporciona una estimacién de la probabilidad

de que dos genotipos seleccionados al azar sean diferentes. El valor de este indice oscila
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entre 0 (ningdn genotipo es diferente) a 1 (todos los genotipos son diferentes). Se calcula
como:
A=1-D

Donde D = 1 — Y p?, siendo p; la abundancia proporcional de cada haplotipo en la
poblacidn.

El indice de Stoddart y Taylor (G), también conocido como el indice inverso de
Simpson, tiene como valor minimo 1 (poblacién con solo 1 genotipo), y el valor maximo es
el nimero de genotipos de la poblacion (riqueza de especies o haplotipos). Es decir, cuanto

mayor sea el valor, mayor sera la diversidad. Se calcula como:

=1 /b
El indice de diversidad de Shannon (Shannon & Weaver, 1963) mide la probabilidad
de seleccionar todas las especies en la proporcion con que existen en la poblacion, es decir,
mide la probabilidad de que una muestra seleccionada al azar de una poblacion
infinitamente grande contenga exactamente nl individuos de la especie 1, n2 de la especie
2 y ns individuos de la especie S. En nuestro caso las especies equivalen a los haplotipos

multilocus (MLH). El indice se calcula como:

H= = @inp)

Donde p; es la proporcion (o abundancia relativa) de cada haplotipo en la poblacién.
La diversidad maxima (H = In S, donde S representa el nimero de haplotipos de la
poblacidén) se alcanza cuando todos los haplotipos estan igualmente presentes.

Ademas de la diversidad genotipica, también se calcul6 el indice de uniformidad (Es)
que representa la abundancia relativa de los genotipos en una muestra. En una poblacién
con genotipos igualmente abundantes tiene un valor igual a 1 y una poblacién dominada
por un solo genotipo esta mas cerca de cero.

Se estim6 el grado de reproduccion clonal mediante el calculo de la fraccién clonal
para cada poblaciéon como 1 - [(nimero de diferentes genotipos) / (nimero total de
aislados)] (Zhan et al., 2003).

Los andlisis se realizaron en un principio con todos los aislados, y posteriormente se
realizaron sobre los datos con correccidn de clones. La correccidn de clones es un método
que censura un conjunto de datos de modo que sélo se representa un individuo por cada
haplotipo por poblacién para reducir el sesgo debido a la sobrerrepresentacion de clones,
como en las poblaciones epidémicas (Smith et al.,, 1993). Estudios previos demostraron que

la correccién de clones aumenta la sensibilidad en la deteccién de recombinacién (Atallah
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etal., 2004; Sexton & Howlett, 2004; Attanayake et al, 2012, 2013, 2014, Clarkson et al,
2013, 2017; Aldrich-Wolfe et al, 2015; Lehner & Mizubuti, 2017a).
Los andlisis se realizaron utilizando el paquete R poppr version 2.8.1 (Kamvar et al,

2014, 2015) antes y después de la correccion de clones.
3.2.3 Analisis de agrupamientos y de coordenadas principales

Para analizar la similitud genética entre los aislados se emplearon técnicas de andlisis
multivariado. Se realiz6 el andlisis de agrupamientos generando un dendrograma en base a
los datos de microsatélites. Para ello, se obtuvo la matriz de distancia genética de Bruvo
(Bruvo et al., 2004) y se realiz6 un andlisis con 1000 réplicas para generar un dendrograma
de UPGMA utilizando la funcién bruvo .boot () del paquete poppr del software R version
2.8.1 (Kamvar et al., 2014) . La distancia de Bruvo emplea un modelo de mutaciéon gradual,
que usa el motivo de repeticion para comparar dos alelos en un solo locus y determina el
numero de pasos mutacionales como una medida cuantitativa de la distancia genética.

Como método de ordenacion se realiz6 un analisis de coordenadas principales (ACoP)
con el fin de obtener una representacién grafica de los genotipos en un espacio
multidimensional donde todos los caracteres contribuyen de manera diferencial a todos los
ejes. E1 ACoP se realizo utilizando el software GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse, 2012).

Las relaciones evolutivas entre haplotipos se representaron graficamente utilizando
una red de expansion minima (MSN, Minimum Span Network) utilizando la funcién
bruvo.msn del paquete poppr, con el fin de visualizar la relacién entre los diferentes MLH

e identificar los MLH mas frecuentes entre las poblaciones.

3.2.4 Analisis de la varianza molecular

El andlisis de la varianza molecular (AMOVA) se utiliz6 para medir la estructura genética
basada en la correlacion entre haplotipos de S. sclerotiorum (Excoffier etal, 1992)
utilizando el programa ARLEQUIN v. 3.5.2.2 (Excoffier et al, 2005). En este estudio, se
analizé la variabilidad entre individuos de diferentes poblaciones (localidades) y dentro de
las poblaciones (localidades) antes y después de la correccidn de clones. Para establecer el
nivel de significancia de los componentes de la varianza se obtuvo el estadistico @ (similar
al estadistico F) mediante 999 permutaciones al azar. La probabilidad de obtener por azar
un estadistico mayor que el observado se toma como el nivel de significancia estadistica.
Para analizar la diferenciacion genética de las poblaciones se calculo el estadistico Fsr

como se indic6 anteriormente en el capitulo II. Posterior al calculo de Fsr, se estim6 el flujo
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genético entre pares de poblaciones, a partir de la tasa de migracion efectiva por generaciéon

(Slatkin, 1994), como se indic6 también en el capitulo II .

3.2.5 Estructura poblacional

El analisis de estructura poblacional se realizé a partir de los datos de microsatélites
empleando un modelado bayesiano en el programa STRUCTURE v.2.3 (Pritchard etal,
2000). Se utiliz6 el modelo de mezclas o admixture con frecuencias alélicas correlacionadas
(Falush etal, 2003). Este programa permite realizar inferencias sobre la estructura
poblacional a partir de las frecuencias alélicas de diversos loci, que puedan compartir un
conjunto de genotipos y de esta forma asignarlos a las poblaciones (K). El método asume
que el conjunto de individuos analizados representa una mezcla proveniente de un nimero
desconocido de poblaciones y los individuos en la muestra se asignan probabilisticamente
auna, o conjuntamente a dos o mas poblaciones si sus genotipos indican que son individuos
mezcla o admixed (Pritchard et al. 2000).

Los andlisis poblacionales se realizaron con y sin correccion de clones por localidad.
Se probaron valores posibles para K entre uno y 20 realizando 10 réplicas independientes
para cada K. El andlisis se realizé utilizando un largo del periodo de burn-in de 100000
iteraciones, seguido por 200000 iteraciones de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC(C).
Este procedimiento agrupa a los individuos analizados en clusters, y estima la proporcion
de pertenencia a cada uno de ellos, infiriendo a partir de los datos el grado de mezcla de
cada genotipo (Pritchard et al, 2000; Falush et al., 2003).

Para estimar el nimero mas probable de K poblaciones se utilizé el método de Evanno
et al. (2005) segun el valor maximo del pardmetro AK. Para ello, se utiliz6 el programa

Structure Harvester (Earl & vonHoldt, 2012).

3.2.6 Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento (DL) es la asociaciéon no aleatoria entre los alelos de
diferentes loci en una poblacién determinada. El DL se estima midiendo la asociacion entre
alelos de diferentes loci en comparaciones de a pares. La proporcion de las comparaciones
que estan en equilibrio dan una indicacion de la probabilidad de clonalidad o

recombinacion.
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El DL puede medirse utilizando el indice de asociacion (1a), el cual se define como:
In=V,/Ve) -1,

donde V, es la varianza observada de las distancias por pares, y V. es la varianza esperada

en ausencia de desequilibrio de ligamiento. Debido a que el Ix depende del nimero de

muestras, Agapow & Burt (2001) modificaron este indice y crearon la versidn estandarizada

(tz) que es independiente del nimero de muestras.

Para el calculo del I» la hipdtesis nula es la asociacion aleatoria de alelos
(apareamiento aleatorio o recombinacién). La estadistica utilizada por el indice Ia es la
varianza y describe la distribucidn de distancias genéticas entre todos los pares de aislados
en una poblacidén. En una poblacién que se recombina, la distribuciéon de la distancias
genéticas entre pares de aislados es normal y la varianza toma valores bajos, mientras que
en poblaciones clonales el indice aumenta a medida que la distribucidn se inclina hacia los
extremos (Smith et al., 1993; Taylor et al., 1999). Para probar la significancia estadistica, el
conjunto de datos observado se mezcla aleatoriamente mediante un nuevo muestreo sin
sustitucion de alelos dentro de cada locus que simula el apareamiento aleatorio para
generar un conjunto de datos que simulen los efectos de la recombinacién (Taylor et al,
1999; Agapow & Burt, 2001). En resumen, el I, medio para los conjuntos de datos
recombinados artificialmente se define como cero, y la significancia se determina a partir
de la posicidn de la varianza observada en la distribucién de varianzas para los datos re
muestreados (Smith et al., 1993). Es importante sefialar que la prueba de significancia no es
para una diferencia significativa de cero (Taylor et al, 1999). Por lo tanto, la forma en que
se mezclan los datos observados afecta profundamente el valor de P. Si la poblacién se
subdivide, la mezcla aleatoria de los datos en toda la poblacién siempre estara sesgada hacia
la clonalidad (Smith et al., 1993; Taylor et al., 1999; Agapow & Burt, 2001) ya que en una
poblacién estructurada el DL aumenta si las frecuencias alélicas entre loci varian entre las
subpoblaciones que la integran.

Para probar la hip6tesis nula de equilibrio de ligamiento (asociacién aleatoria de
alelos) en los loci de microsatélites de S. sclerotiorum, se calculé el indice de asociacion (Ia)
y su version estandarizada (7;) usando 999 permutaciones (Agapow & Burt, 2001) antes y
después de la correccién de clones, usando el paquete poppr del software R version 2.8.1
(Kamvar et al.,, 2014). El indice de asociaciéon también se calcul6 entre pares de loci. En los
casos en que el I o 7; fueron significativamente diferentes de 0 (P < 0,001), la hipdtesis de

equilibrio de ligamiento (apareamiento aleatorio) fue rechazada.
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3.2.7 Analisis de correlacion

Para determinar si existe correlaciéon entre las matrices de distancia de los MCGs
(identificados en el capitulo anterior), los haplotipos de microsatélites (MLH) y las
distancias geograficas entre los sitios de recolecciéon de las muestras poblacionales, se
realizo el test estadistico de Mantel (Mantel, 1967) utilizando el programa Infostat (Di

Rienzo et al,, 2014).
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 Diversidad genética

Cada aislado de S. sclerotiorum amplificé un tnico alelo por locus, como se esperaba para un
organismo haploide (Anexo, Tabla A1). Se observé un rango de 2 (Locus 7-2) a 4 (Locus
114-4) alelos polimorficos por locus, con un promedio de 3 alelos por locus (Tabla 10), con
excepcion de los loci 36-4 y 92-4 que fueron monomorficos para todos los aislados y no
fueron considerados para los analisis siguientes.

Los indices de diversidad genética (h) y de uniformidad (E5) variaron entre 0,054 a
0,635y 0,421 a 0,798, respectivamente, para la mayoria de los loci. Notablemente, el locus
7-2, que contuvo solamente 2 alelos, mostro los valores mas bajos de h (0,054) y E5 (0,421),
indicando que uno de los dos alelos se present6 con mayor frecuencia (Tabla 10). El tamafio
observado de los alelos estuvo dentro del rango del tamafio esperado reportado por
Sirjusingh y Kohn (2001), que fueron quienes desarrollaron los microsatélites utilizados en
el presente trabajo. Sin embargo, el numero de alelos observados (NAO) fue
considerablemente menor al niimero de alelos esperados (NAE) reportados por Sirjusingh
y Kohn (2001), lo cual puede atribuirse a que la muestra analizada por los autores para
probar los microsatélites incluyé ademas algunos aislados de otras especies como S. minor

y S. trifoliorum.

Tabla 10. Diversidad alélica en nueve loci de microsatélites utilizados para caracterizar
aislados de S. sclerotiorum de Salta y Jujuy, Argentina.

Alelos
Tamaifo Tamaifo
MOti-V(? fle esperado Observado NAE2 NAOP he Esd
Locus repeticion (pb)?2 (pb)®
7-2 (GA)14 160-172 162-170 4 2 0,054 0,421
9-2 (CA)9(CTYo 358-382 339-349-364 4 3 0,381 0,738
12-2  (CA)9 215-225 207-210-215 4 3 0,551 0,798
13-2  (GTGGT)s 284-304 259-277-296 4 3 0,408 0,664
106-4 (CATA)zs 491-571 451-471-488 10 3 0,289 0,554
114-4 (AGAT)14(AAGC)4 351-391 363-376-386-390 8 4 0,635 0,752
8-3 CA1z 251-271 234-239-253 4 3 0,395 0,617
36-4 CA6(CGCA)2CAT: 415-429 366 2 1 - -
92-4  (CT)12 374-378 344 3 1 - -

aRango de tamafo esperado y ndmero de alelos esperados (NAE) segtn Sirjusingh & Kohn
(2001).bRango de tamafio observado y nimero de alelos observados (NAO). ¢ h = Diversidad
genética de Nei (Nei, 1978). 4 E5: Uniformidad.
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En la Figura 27 se observan los nimeros de alelos por locus y por localidad. La
poblacién de Oran fue la que presenté menor nimero de alelos por locus (9 alelos en siete
loci), mientras que Tartagal tuvo la mayor cantidad de alelos por locus (19 alelos en 7 loci).
Entre las poblaciones con valores intermedios se encuentran Campichuelo, Pichanal y Gral.
Ballivian con 18 alelos en 7 loci, y Pichanal con 16 alelos en 7 loci.

De los 23 alelos amplificados, se encontré solamente un alelo privado o alelo inico en

el loci 9-2 de 364 pb. Este alelo pertenece al aislado SS56 de la poblacién de Palma Sola.
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Figura 27. Numero de alelos por locus en las seis poblaciones de S. sclerotiorum. Locus: 1:
7-2,2:9-2,3: 12-2,4:13-2,5: 106-4, 6: 114-4, 7: 8-3.

Enlos 109 aislados analizados, se identific6 un total de 30 haplotipos SSR (Figura 28),
de los cuales 18 (60%) fueron unicos, es decir que un haplotipo estuvo representado por un
Unico aislado en una unica poblacién. Los 12 haplotipos restantes (40%) estuvieron
constituidos por el 83% de los aislados, y seis de estos haplotipos (MLH1, MLH6, MLH7,
MLH17, MLH21 Y MLH23) se encontraron en al menos dos lugares (Figura 28). Estos
ultimos seis haplotipos incluyeron al 69% de los aislados analizados (75).

El haplotipo MLH 23 fue el mas abundante y el mas frecuente, representado por 39
aislados de cinco localidades: Oran (18), Campichuelo (5), Pichanal (1), Gral. Ballivian (11)
y Tartagal (4). En Palma Sola no se detect6 este haplotipo.
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Figura 28. Histograma de las frecuencias de 30 haplotipos SSR de S. sclerotiorum, sin
correccion clonal.

El niimero de MLH observados generalmente es equivalente a la riqueza genotipica.
Entre las localidades estudiadas, el nimero de MLH varié de 2 (Oran) a 13 (Tartagal) (Tabla
11). A pesar de que el tamafio de muestras de Gral. Ballivian (N = 24) fue mayor que el de
Palma Sola (N = 13), la cantidad de haplotipos MLH fue similar (Gral. Ballividn = 9 y Palma
Sola = 8). Por lo tanto, considerando la diferencia en el tamafio de muestras entre las
poblaciones, el MLH no fue sinénimo de riqueza genotipica.

Las medidas de diversidad incorporan tanto la riqueza genotipica como la
abundancia. Se emplearon tres medidas de diversidad genotipica: el indice de Shannon-
Wiener (H), el indice de Stoddart y Taylor (G) y el indice de Simpson (A) (Tabla 11). Como
resultado de la evaluacién de estos indices, Tartagal fue la poblaciéon mas diversa (H = 2,43;
G =10,25;1=0,90). Esto indic6 que no hay muchos genotipos duplicados en Tartagal (Tabla
11). En contraste, la poblacién de Oran presentd los valores mas bajos para todos los indices
(H=0,21; G=1,11; A = 0,10), lo que indica que practicamente no hay genotipos diferentes
entre si. Segun el indice de Stoddart y Taylor y Simpson, Campichuelo (G=3,77;A=0,73) y
Gral. Ballivian (G = 3,79; A = 0,74) son similares. Sin embargo, al evaluar el indice de la
diversidad de Nei (h) para Gral. Ballivian (h = 0,29) es mucho menor que Campichuelo (h =

0,47), 1o que indica que Gral. Ballividn tiene una menor diversidad alélica.
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Segun el indice de uniformidad (E5), que mide la distribucién de las abundancias de
genotipos, Tartagal (Es = 0,89) es la poblacidon que estd mas cerca de la abundancia con
respecto al resto de las poblaciones estudiadas (Tabla 11). En contraste, Oran tiene el menor
valor (E5 = 0,48), lo que indica que los genotipos esta sobrerrepresentados, es decir,
predominan pocos genotipos. El resto de las poblaciones (Campichuelo, Pichanal, Palma
Sola y Gral. Ballividn) presenta valores superiores a la media de Es, lo que significa que los
haplotipos se distribuyeron mas uniformemente en las poblaciones.

La fraccion clonal total, que describe la proporcidn de aislados originados en la
reproduccién asexual, fue del 72,5% (Tabla 11). La poblacién de Oran tuvo la mayor fraccién

clonal (89%) y Palma Sola present6 el menor valor (30%).

Tabla 11. Diversidad genotipica de los 109 aislados de S. sclerotiorum antes de la correcciéon
de clones.

Localidad Na  MLHP FCc Hd Ge A Ess hh

Oran 19 2 0,89 0,21 1,11 0,10 0,48 0,03
Campichuelo 14 5 0,64 1,43 3,77 0,73 0,87 0,47
Pichanal 14 7 0,50 1,75 4,90 0,80 0,82 0,46
Palma Sola 13 8 0,38 1,88 5,45 0,82 0,80 0,35
Gral. Ballivian 24 9 0,63 1,71 3,79 0,74 0,61 0,29
Tartagal 25 13 0,48 2,43 10,25 0,90 0,89 0,46
Total 109 30 0,72 2,54 6,24 0,84 0,45 0,39

aN: Niimero de aislados.? MLH: Nimero de MLH. ¢FC: Fraccién clonal. ¢H: indice de Shannon-Weiner.
¢G: Indice de Stoddardt y Taylor. fA: Indice de Simpson. 9Es: Uniformidad. "h: Diversidad genética de
Nei (1978).

Después de la correccién de clones, se eliminaron 65 aislados de S. sclerotiorum de los
109 aislados originales. Es decir, que se seleccion6 sélo un aislado por haplotipo (MLH) por
poblacién. Por lo tanto, quedaron 44 aislados finales que representaron a los 30 haplotipos
en las seis localidades analizadas (Figura 29). La eliminacién de los aislados en cada
poblacién no fue uniforme en todas las localidades, ya que la presencia de clones en las
distintas localidades fue variable. Por ejemplo, la poblacién de Oran tuvo la mayor
diferencia en el nimero de aislados antes y después de realizar la correccidn de clones, ya
que de 19 aislados solamente quedaron 2 aislados (Figura 29), los cuales representa a los
dos MLH encontrados en esa poblacion. Con respecto a las demas poblaciones, el nimero
de aislados eliminados representé el 64% (Campichuelo), 50% (Pichanal), 38% (Palma

Sola), 63% (Gral. Ballivian) y un 48% (Tartagal) de los aislados originales (Figura 29).
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Figura 29. Histograma de las frecuencias de 30 haplotipos SSR de S. sclerotiorum, con
correccién clonal.

Con respecto a la diversidad genotipica (H, Gy A), la poblacién de Tartagal (H = 2,56;
G =13,0; A =0,92) continud siendo la mas diversa luego de la correccién clonal y Oran (H =
0,6; G = 2,0; A = 0,50) la de menor diversidad (Tabla 12). Sin embargo, en términos de
diversidad alélica la poblacién de Campichuelo tuvo el mayor valor (h = 0,67) en
comparacion con las poblaciones restantes.

Todas las poblaciones tienen el maximo valor para Es lo que indica que no hay

genotipos sobrerrepresentados en las poblaciones (Tabla 12).

Tabla 12. Diversidad genotipica de los 109 aislados de S. sclerotiorum después de la
correccion de clones.

Localidad N2 MLHP He Gd Ae Esf hs

Oran 2 2 0,69 2,0 0,50 1,00 0,29
Campichuelo 5 5 1,61 5,0 0,80 1,00 0,67
Pichanal 7 7 1,95 7,0 0,86 1,00 0,54
Palma Sola 8 8 2,08 8,0 0,87 1,00 0,48
Gral. Ballivian 9 9 2,20 9,0 0,89 1,00 0,56
Tartagal 13 13 2,56 13,0 0,92 1,00 0,51
Total 44 30 3,22 20,2 0,95 - 0,53

aN: Ntimero de aislados. P"MLH: Ntiimero de MLH. <H: Indice de Shannon-Weiner. 4G: Iindice
de Stoddardt y Taylor. ¢A: Indice de Simpson. /Es: Uniformidad. sh: Diversidad genética de
Nei (1978).
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3.3.2 Anadlisis de agrupamientos y de coordenadas principales

En base a los datos de microsatélites, los aislados de S. sclerotiorum se agruparon en 2
grupos con un soporte de bootstrap de 100 (Figura 30). E197% de los aislados se incluyeron
en el grupo I con una similitud genética > 58% entre ellos. Dentro del grupo I se formaron
dos subgrupos. En el subgrupo 1A, compuesto por el 82% de los aislados, se encontraron
todos los aislados de Oran y Palma Sola. Mientras que el subgrupo IB, compuesto por el 15%
de los aislados, hubo similitud genética entre diferentes aislados obtenidos de diferentes
sitios. El grupo II incluy6 3 aislados, dos de Gral. Ballivian y uno de Campichuelo, con un
valor de bootstrap bajo (58,2), y present6 una similitud genética > 86% entre ellos.

Algunos de los grupos revelados por el analisis de agrupamiento basado en los datos
de microsatélite fueron confirmados por el ACoP (Figura 31). Las dos primeras coordenadas
principales explicaron el 77,7% de la variacién acumulada. Sin embargo, no se encontr6 una
clara separacion entre los aislados de todas las localidades. Un elevado porcentaje de los
aislados de todas las poblaciones (76% Tartagal, 100% Oran, 92% Palma Sola, 79% Gral.
Ballivian, 71% Campichuelo y 64% Pichanal) tendieron a tener valores mas negativos a lo
largo de la primera coordenada principal. Estos aislados se incluyeron en el grupo IA del
dendrograma. Mientras que los aislados que pertenecen al grupo IB del dendrograma,
mostraron valores mas positivos en la primera coordenada principal. Por otro lado, los
aislados del grupo Il del dendrograma fueron los que mostraron valores positivos mas altos
en la segunda coordenada principal.

Por otro lado, el estudio de las relaciones entre los MLH se realizé utilizando una red
de expansion minima, que muestra las conexiones entre los MLH mas similares (Figura 32).
De los seis MLH que se cruzan entre las poblaciones, los tres mas frecuentes (MLH23,
MLH17 y MLH21) compuesto por aislados de todas las localidades menos de Palma Sola,
estan conectados entre si de forma directa. La mayoria de los aislados de Palma Sola, se
encuentran en un extremo de la red. Mientras que los MLH de Tartagal, Campichuelo y

Pichanal se encuentran en el otro extremo de la red.
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Figura 30. Arbol de UPGMA que muestra las relaciones genéticas entre los 109 aislados de
S. sclerotiorum segun los datos de los marcadores SSR (Distancia de Bruvo). A) Localidad: O,
Oran (color celeste); C, Campichuelo (color amarillo); PI, Pichanal (color verde); PS, Palma
Sola (color rosado); GB, Gral. Ballivian (color rojo); T, Tartagal (color azul). B) MCG. C)
Agresividad: AA (altamente agresivo) y DA (débilmente agresivo). Los colores indican
diferentes sitios de colecta.
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Figura 31. Andlisis de coordenadas principales de 109 aislados de S. sclerotiorum del
noroeste argentino usando datos de microsatélites.
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Figura 32. Red minima de expansién basada en la medida de distancia genética de Bruvo para
poblaciones de S. sclerotiorum muestreadas en seis localidades de las provincias de Salta y Jujuy,
Argentina. Cada nodo es un genotipo multilocus (MLH) y se divide segun la proporcion de aislados
dentro de ese MLH que pertenecen a cada localidad. El tamaiio de los nodos es proporcional a la
cantidad de aislados. Las diferentes localidades estan indicadas por colores. El color de las lineas que
conectan los nodos es indicativo de la distancia de Bruvo (calculada con 999 permutaciones) entre
los nodos, como se muestra en la escala. El grosor de las lineas es inversamente proporcional a la
distancia de Bruvo, pero no corresponde directamente al grosor mostrado en la barra de escala.
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3.3.3 Analisis de la varianza molecular

Antes de la correccidn de clones, el AMOVA mostrd una diferenciacidn significativa entre las
poblaciones (Fsr = 0,086; P < 0,001) con una variacién significativa entre y dentro de las
poblaciones (Tabla 13). El 91% de la variaciéon genética total se asocié con diferencias
dentro de las poblaciones, mientras que el 9% se debi6 a la variaciéon entre poblaciones
(Tabla 13).

Después de la correccion de clones, el AMOVA no mostr6 una diferenciacion
significativa entre las poblaciones (Fst=-0,027; P=0,655). E1 100% de la variacién genética

total se asocio6 con diferencias dentro de las poblaciones (Tabla 14).

Tabla 13. Analisis de la varianza molecular de los aislados de S. sclerotiorum de 6
localidades productoras de poroto del NOA basado en los datos de SSR sin correccién de
clones.

L 0 gla SCb CMc  Var.Estd %Vare &g  Pf
variacion

Entre 5 445125 890,25 31,18 9% 0,086 0,001
poblaciones

Dentro de 103 34202,31 332,06 332,06 91%

poblaciones

Total 108  38653,56 363,24  100%

aGrados de libertad. PSuma de cuadrados. c<Cuadrado medio. ¢Varianza estimada. ¢ePorcentaje
total de varianza. f Valor de P basado en 999 permutaciones.

Tabla 14. Analisis de la varianza molecular de los aislados de S. sclerotiorum de 6
localidades productoras de poroto del NOA basado en los datos de SSR con correccion de
clones.

Fuente de gla SCb CMc  Var.Estd %Vare &g  Pf
variacion

Entre 5 2381462 476,292 0,000 0%  -0,027 0,665
poblaciones

Dentro de 38 22121,629 582,148 582,148  100%

poblaciones

Total 43 582,148  100%

24503,091

aGrados de libertad. PSuma de cuadrados. cCuadrado medio. ¢Varianza estimada. ¢ePorcentaje
total de varianza. f Valor de P basado en 999 permutaciones.
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3.3.4 Anadlisis de diferenciacion genética

En base a las comparaciones de Fsr de a pares realizada sin correccién clonal, la mayoria de
las poblaciones resultaron genéticamente distintas. Sin embargo, hubo siete comparaciones
que mostraron valores de Fsr no significativos (P < 0,05) (Tabla 15). Los valores de Fsr
variaron desde un minimo de 0,075 (P < 0,01) entre Gral. Ballividn y Tartagal, a un maximo
de 0,350 para Oran y Palma Sola (P < 0,001) (Figura 33). Las poblaciones de Oran y Palma
Sola mostraron una diferenciacién significativa de todo el resto de las poblaciones, con
valores de Fsr moderadamente altos (Tabla 15, Figura 33). Por otro lado, las poblaciones de
Campichuelo y Pichanal no mostraron una diferenciacidn significativa con las demaés
poblaciones, excepto con Palma Sola y Oran (Tabla 15).

Con respecto al flujo génico, la mayoria de las comparaciones entre poblaciones que
resultaron significativas tuvieron valores de N, >1 (Tabla 15), lo que sugiere la existencia
de un flujo de genes de moderado a alto, evitando la diferenciacién local. Por otro lado, el

flujo de genes fue bajo (Nm <1) entre Oran y Palma Sola.

Tabla 15. Diferenciacién poblacional medida por Fsr (bajo la diagonal) y flujo de genes (Nw)
(sobre la diagonal) entre 6 poblaciones de S. sclerotiorum del noroeste Argentino basado en
datos de SSR.

Oran Campichuelo Pichanal Palma Gral. Tartagal
Sola Ballivian
Oran - 1,898 2,041 0,929 7,675 3,073
Campichuelo 0,208** - o 3,658 11,844 o
Pichanal 0,197** 0,000 - 4,067 6,961 00
Palma Sola 0,350** 0,120** 0,109* - 1,845 6,153
Gral. Ballivian 0,061 0,000 0,067 0,213** - 6,163
Tartagal 0,140** 0,000 -0,043 0,075** 0,075 -

**P<0,001*P<0,01
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Figura 33. Mapa de Calor (heatmap) que muestra los valores de Fsr calculados entre pares
de poblaciones. O: Oran. C: Campichuelo. PI: Pichanal. PS: Palma Sola. GB: Gral. Ballivian. T:
Tartagal.

3.3.5 Anadlisis de estructura poblacional

El anlisis de agrupamientos Bayesianos utilizando STRUCTURE con datos de microsatélites
sugiridé que existirian dos poblaciones genéticamente distintas para S. sclerotiorum (K = 2),
en base a los valores observados de AK (Figura 34). Todos los aislados pudieron asignarse
alos grupos K1 o K2. Se consideraron como miembros de un grupo a los individuos con un
valor Q 2 0,60. El162% de los aislados se incluyeron en K1 y el 38% en K2.

Las poblaciones inferidas no se correlacionaron con el sitio de muestreo, excepto las
poblaciones de Oran y Palma Sola donde la mayoria de sus aislados pertenecieron a un
mismo K (Figura 35). El resto de las poblaciones estuvieron integradas por individuos de
ambos K. En las poblaciones de Pichanal, Campichuelo y Gral. Ballivian la mayoria de los
individuos pertenecieron a K1. En Campichuelo y Pichanal el 64% de los individuos se
incluyeron en K1 y el 36% en K2. Mientras que en Gral. Ballivian el 72% pertenecié a K1y
el 25% a K2. La poblacién de Tartagal mostré una mezcla mas equilibrada de genotipos ya
que el 44% de los individuos pertenecieron a K1 mientras que el 56% restante se incluy6
en K2. La estructura observada en las poblaciones debera tenerse en cuenta para el analisis

de desequilibrio de ligamiento ya que, de no ser asi, pueden inferirse resultados sesgados.
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Figura 34. Valores de Delta K calculados por el método de Evanno (2005) basado en datos
de microsatélites antes de la correccion de clones analizados con el software STRUCTURE.
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Figura 35. Grafico de barras que muestra la asignacion de los aislados de S. sclerotiorum,
para un K = 2, basado en datos de microsatélites analizados con el software STRUCTURE.
Cada barra representa un solo aislado, dividido en segmentos de colores, donde los colores
representan la pertenencia a un determinado agrupamiento (Rojo: K1; Amarillo: K2).

Después de la correccién de clones, la inferencia de estructura poblacional por el
método bayesiano implementado en el programa STRUCTURE sugirié el mismo nimero de
poblaciones con un K = 2, el cual tuvo el mayor valor de AK (40,35) (Figura 36, Figura 37).
La mayoria de los aislados pudieron asignarse a los grupos K1 o K2. Se consideraron como
miembros de un grupo a los individuos con un valor Q = 0,60. El 43% de los aislados se
incluyeron en K1, el 45% en K2 y el 11% no se pudo asignar a ningtin K por presentar
valores de Q menores a 0,60.

Al igual que el analisis sin correccion clonal, las poblaciones inferidas no se

correlacionaron con la ubicacién de muestreo, excepto la poblaciéon de Oran donde los
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aislados pertenecieron a K2 (Figura 37). El resto de las poblaciones estuvieron integradas
por individuos de ambos K. En las poblaciones de Pichanal y Campichuelo la mayoria de los
individuos pertenecieron a K1. En Pichanal y Campichuelo se incluyeron en K1 el 57% y el
60% de los individuos, respectivamente. En Tartagal, Gral. Ballividn y Palma Sola hubo
individuos mezcla (admixed), que no se asignaron a ninguna de las poblaciones inferidas
por presentar bajos valores de Q. El 50% de los individuos de la poblacion de Palma Sola se
asigno a K1, el 38% a K2 y el 13% resulté mezcla. En Gral. Ballivian el 56% se asigné a K2,
el 33% a K1 y el 11% resulté mezcla. Por dltimo en Tartagal, el 46% se asigné a K2, el 38%

a K1y el15% fue mezcla.

2 3 4 5 & 7 a8 9
K

Figura 36. Valores de Delta K calculados por el método de Evanno (2005) basado en datos
de microsatélites después de la correccion de clones.
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Figura 37. Grafico de barras que muestra la asignacion de los aislados de S. sclerotiorum,
para un K = 2, basado en datos de microsatélites analizados con el software STRUCTURE.
Cada barra representa un solo aislado, dividido en segmentos de colores, donde los colores
representan la pertenencia a un determinado agrupamiento (Amarillo: K1; Verde: K2).
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3.3.6 Desequilibrio de ligamiento

El potencial de apareamiento aleatorio de las poblaciones se estimé mediante el
desequilibrio de ligamiento medido con el indice de asociacidon (Ia) y el indice de asociacién
estandar (7y), y se analizé en las poblaciones antes y después de la correccion clonal (CC)
(Tabla 16).

En la poblaciéon de Oran, los indices calculados en base a los datos sin correcciéon
clonal (Tabla 16) indicaron que no se encontraba en desequilibrio de ligamiento (7;= 1,000;
P =0,071), sugiriendo la ocurrencia de recombinacién sexual. Al analizar la distribucién de
los valores (Figura 38, A), se observo que la mayoria (95%) se distribuia sobre la media
estimada bajo el supuesto de reproduccién sexual. Sin embargo, la representacion excesiva
de genotipos idénticos sugeria lo opuesto, es decir, clonalidad. Mas adelante, (en el siguiente
inciso), se determino el I por pares de loci para comprobar si el equilibrio de ligamiento
que se observo se debia a un unico par de loci, generando un falso positivo de
recombinacion. Después de la correccidon de clones, no se pudo medir el DL ya que, al
corregir los datos, quedaron s6lo dos MLH, diferencidndose por un solo alelo. Por lo tanto,
no hubo informacién suficiente para realizar las comparaciones necesarias para medir el
DL.

En el caso de Palma Sola, antes de realizar la CC las medidas de DL (I = 0,646; 7; =
0,131) no fueron significativas (P = 0,018), razdn por la cual no se rechaz6 la hipétesis de
apareamiento aleatorio, por lo que en Palma Sola habria recombinaciéon sexual. Sin
embargo, al analizar los graficos de ligamiento (Figura 39, D1) los valores de 7; se situaron
sobre la cola derecha de la distribucion, indicando clonalidad parcial. Para determinar
finalmente si la poblacién era clonal o sexual, se verificaron los valores de los indices
después de la CCy se encontré que el valor de 7; (-0,003; P=0,495) se ubic6 en el centro de
la distribucion esperada para loci no vinculados (Figura 39, D2) con un valor de P no
significativo (P = 0,495), lo que indica que en Palma Sola efectivamente ocurriria
recombinacion sexual.

En el caso de las poblaciones de Campichuelo (Figura 38, B1), Pichanal (Figura 39, C1)
y Gral. Ballivian (Figura 40, E1) antes de la CC se rechazd la hip6tesis nula indicando que se
trataba de poblaciones clonales (P = 0,001) (Tabla 16). Sin embargo, después de la CC
(Figura 38 B2, Figura 39 C2, Figura 40 E2) se acept6 la hipétesis nula (P > 0,001), lo que
sugiere la existencia de apareamiento aleatorio.

Tartagal fue la iinica poblacion en la que se rechaz6 la hipotesis nula de apareamiento

aleatorio antes (7= 0,265; P=0,001; Figura 40 F1) y después de la CC (i; = 0,152; P=0,001)
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(Tabla 16, Figura 40 F2). Sin embargo, considerando que en el analisis de STRUCTURE se
observd que existe subdivision de la poblacién de Tartagal (Figura 35), lo que estaria
produciendo un falso positivo de clonalidad (Milgroom, 1996; Taylor et al., 1999), se realiz6
un analisis de desequilibrio de ligamiento adicional en la poblacién de Tartagal tomando las
K subpoblaciones por separado, antes y después de la CC (Milgroom, 1996; Taylor et al,
1999) (Tabla 16). Antes de la CC, las medidas de DL (I = -0,145; 7; = -0,145) no fueron
significativas (P = 1), razén por la cual no se rechazé la hipétesis de apareamiento aleatorio,
por lo que en Tartagal K1 habria recombinacion sexual (Figura 41, G1). Al realizar la CC, el
valor de 7; (-0,447) también fue no significativo (P = 1) lo que indica que en Tartagal K1
ocurre recombinacion sexual (Figura 41, G2). Por otro lado, la subpoblacién Tartagal K2,
antes de la CC las medidas de DL (Ix = 1,322; 7; = 0,265) fueron significativas (P = 0,001)
por lo que se rechazd la hipotesis de asociacion aleatoria de alelos, lo que indicé que
Tartagal era clonal (Figura 41, H1). Sin embargo, al realizar la CC no se pudo rechazar la
hipétesis nula (P = 0,018) indicando que en la subpoblacién de Tartagal K2 también estaria
ocurriendo la recombinacién sexual (Figura 41, H2). Es decir, que anteriormente los falsos
indices de clonalidad observados estaban sesgados por la subestructuracién presente en la
poblacién de Tartagal y el modo de reproduccion predominante en esta poblacion seria

sexual.

Tabla 16. Indice de asociacién (Ia), indice de asociacién estandarizado (74), valor de
significancia (P) y tipo de reproduccidn (Repr.) de las poblaciones de S. sclerotiorum antes
y después de la correccion clonal (CC).

Sin CC Con CC
Localidad Ia Tq P Repr. Ia Tq P Repr.
Oran 1,000 1,000 0,071 Sexual DIa DI DI -
Campichuelo 2,938 0,496 0,001 Clonal 0,905 0,155 0,048 Sexual
Pichanal 2,131 0,428 0,001 Clonal 1,190 0,242 0,003 Sexual

Palma Sola 0,646 0,131 0,018 Sexual -0,014 -0,003 0,495 Sexual
Gral. BalliviAn 1,703 0,287 0,001 Clonal 0,705 0,118 0,005 Sexual
Tartagal 1,320 0,265 0,001 Clonal 0,757 0,152 0,001 Clonal
Tartagal K1»  -0,145 -0,145 1,000 Sexual -0,428 -0,447 1,000 Sexual
Tartagal K2¢ 1,322 0,265 0,001 Clonal 0,534 0,107 0,018 Sexual

aDI: Datos insuficientes.
bTartagal K1 = Subpoblacion K1 observada en STRUCTURE.
cTartagal K2 = Subpoblacién K2 observada en STRUCTURE
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Figura 38. Visualizaciones de las pruebas de desequilibrio de ligamiento, donde los valores observados (lineas discontinuas azules) de Ix y
T4 se comparan con histogramas que muestran los resultados de 999 permutaciones. (A) Oran sin correccion clonal. (B1) Campichuelo sin
correccion clonal (B2) Campichuelo con correccion clonal.
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Figura 39. Visualizaciones de las pruebas de desequilibrio de ligamiento, donde los valores observados (lineas discontinuas azules) de I, y
T4 se comparan con histogramas que muestran los resultados de 999 permutaciones. (C1) Pichanal sin correccién clonal. (C2) Pichanal con
correccion clonal. (D1) Palma Sola sin correccién clonal. (D2) Palma Sola con correccién clonal.
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Figura 40. Visualizaciones de las pruebas de desequilibrio de ligamiento, donde los valores observados (lineas discontinuas azules) de Ix y
T4 se comparan con histogramas que muestran los resultados de 999 permutaciones. (E1) Gral. Ballivian sin correccion clonal. (E2) Gral. Ballividn
con correccion clonal. (F1) Tartagal sin correccion clonal. (F2) Tartagal con correccion clonal.
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Figura 41. Visualizaciones de las pruebas de desequilibrio de ligamiento, donde los valores observados (lineas discontinuas azules) de I, y
T4 se comparan con histogramas que muestran los resultados de 999 permutaciones. (G1) Tartagal K1 sin correccion clonal. (G2) Tartagal K1
con correccion clonal. (H1) Tartagal K2 sin correccidn clonal. (H2) Tartagal K2 con correccion clonal.
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3.3.7 Desequilibrio de ligamiento entre pares de loci

Para garantizar que el patréon de equilibrio de ligamiento (EL) visto anteriormente no se
debid a un tinico par de loci, se calculd el Iay 7; para todos los pares de loci con su respectivo
valor de significancia, antes (Tabla 17) y después (Tabla 18) de la correccién clonal. Si los
valores de los indices observados entre un determinado par de loci son significativos se
rechaza la hip6tesis de apareamiento aleatorio y, por lo tanto, se considera que los loci
estarian en DL. Cuando el DL esta asociado a una alta proporcion de loci esto sugiere que
existe predominio de reproduccidn clonal en la poblacién. En cambio, cuando la mayoria de
los loci se encuentran en equilibrio de ligamiento, es decir con apareamiento aleatorio, el
tipo de reproduccién predominante seria la sexual. Este analisis se realiz6 para el total de
las muestras y para cada una de las poblaciones por separado.

Antes de la CC, el I total tuvo un rango de -0,053 a 0,643 y el 7; tuvo un rango de -
0,070 a 0,643. Para el 71% de las comparaciones entre loci los indices tuvieron valores
significativos (P < 0,001) indicando que estaban en DL, por lo que se rechazé la hip6tesis de
apareamiento aleatorio. Sin embargo, en el 29% de los casos las comparaciones entre loci
fueron no significativas indicando EL entre esos loci (Tabla 17, Figura 42). Debido a la alta
proporcion de loci en DL, el tipo de reproduccién que predomind antes de la CC fue la clonal.
En la Figura 42, se observan las diferencias de 7; entre los pares de loci y sus respectivos

valores de significancia.

Tabla 17. Desequilibrio de ligamento, calculado antes de la correcciéon de clones, entre
pares de siete loci de microsatélites utilizados para caracterizar todos los aislados de S.
sclerotiorum. I (bajo la diagonal) y 7; (sobre la diagonal).

7-2 9-2 12-2 13-2 106-4 114-4 8-3

7-2 - 0,105  -0,070ns 0,274*  0,325»  0,039»s  0,245ns

9-2 0,081 ns - 0,269* 0,449* 0,278* 0,349* 0,493*
12-2 -0,053ns 0,269* - 0,169*  0,033ns 0,158* 0,254*
13-2 0,208  0,449* 0,169* - 0,318* 0,256* 0,643*
106-4 0,259  0,277* 0,033 ns 0,317* - 0,240* 0,376*
114-4 0,030»s  0,349* 0,158* 0,255* 0,240* - 0,324*

8-3 0,187n»  0,493* 0,254* 0,643* 0,375* 0,324* -

ns: no significativo. * P < 0,001
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Figura 42. Mapa de calor (heatmap) de los valores del desequilibrio de ligamento (7;) de
los siete loci de microsatélites de S. sclerotiorum, antes de la correccion de clones. Dentro de
los cuadrados figura el valor de P para su correspondiente 7.

Después de la CC, los indices In y 7; tuvieron un rango mas acotado. El I tuvo un rango de -
0,058 a 0,292 y el 7; tuvo un rango de -0,061 a 0,292 (Tabla 18). A diferencia de lo que
ocurrié en las comparaciones antes de la CC, s6lo el 14% de las comparaciones entre loci
mostraron {ndices significativos (P < 0,001) indicando DL, mientras que el 86% resultaron
no significativas (P > 0,001) indicando una alta proporcién de loci en EL, es decir con
apareamiento aleatorio, por lo que el tipo de reproduccién predominante fue la sexual
(Tabla 18). En la figura 43 se observan las diferencias de 7; entre los pares de loci y sus
respectivos valores de significancia.

Tabla 18. Desequilibrio de ligamiento después de la correccion de clones, calculado entre
pares de siete loci de microsatélites utilizados para caracterizar todos los aislados de S.
sclerotiorum. I (bajo la diagonal); 74 (sobre la diagonal).

7-2 9-2 12-2 13-2 106-4 114-4 8-3
7-2 - 0,018ns -0,061» 0,280~ 0,288  -0,014rs  0,136ms
9-2 0,017 ns - 0,096  0,192n»s  0,103»s 0,129n»  0,251*
12-2 -0,058ns 0,096 ns - 0,032rs  -0,053ns  0,022ns  0,094ns
13-2 0,262ns 0,192 ns 0,032ns - 0,105» 0,061  0,292*
106-4 0,267ns 0,103 ns -0,053»s  0,105ns - 0,065 0,171ns
114-4 -0,013ns 0,128 s 0,022» 0,060  0,065ns - 0,177*
8-3 0,127 ns 0,251* 0,094ns 0,292* 0,171  0,176* -

ns: no significativo *P < 0,001
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Figura 43. Mapa de calor (heatmap) de los valores del desequilibrio de ligamento (7;) de
los siete loci de microsatélites de S. sclerotiorum, después de la correccion de clones. Dentro
de los cuadrados figura el valor P para su correspondiente 7.

Al evaluar las comparaciones entre pares de loci por poblacién antes de la CC (Anexo,
Figura A1), en la poblacion de Oran se observo una tinica comparacion, entre los loci 12-2 'y
13-2 (r; = 1; P=0,05) ya que el resto de los loci serian monomorficos. Este resultado es el
causante del falso positivo de equilibrio de ligamiento de la poblacién de Oran visto
anteriormente (Tabla 16). Debido a que no hay suficientes comparaciones entre loci para
apoyar el supuesto de equilibrio de ligamiento, se rechaza la hip6tesis nula de asociaciéon
aleatoria de alelos y, por lo tanto, la poblacién de Oran seria clonal.

En las poblaciones restantes, antes de la correccién de clones se observaron
numerosas comparaciones entre distintos loci (Anexo, Figura A1), con valores significativos
lo que indica que el desequilibrio de ligamiento observado por poblacién no se debié a un
unico par de loci. En la mayoria de las poblaciones, mas del 80% de las comparaciones entre
loci resultaron no significativas (P > 0,001), excepto Tartagal, que tuvo el 33% de las
comparaciones entre loci significativas (P < 0,001).

Después de la correccidn de clones, se observd una disminucién de comparaciones
entre loci debido a la eliminacién de datos (Anexo, Figura A2), aun asi, se comprob6 que el
equilibrio de ligamiento observado no se debié a un solo par de loci. En todas las
poblaciones, el 100% de las comparaciones entre loci fueron no significativas (P > 0,001),

indicando apareamiento aleatorio de alelos (Anexo, Figura A2).
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3.3.8 Relacion entre MLH y MCG

En los 109 aislados de S. sclerotiorum se encontraron 50 MCG y 30 haplotipos multilocus
(MLH) de microsatélites. La cantidad de MLH y MCG observados vari6 en cada localidad
(Figura 44). Como se mencion en el capitulo anterior, todos los MCG fueron especificos de
cada localidad (Figura 45). Mientras que el 40% de los haplotipos MLH se compartieron
entre localidades.

De los 30 haplotipos de microsatélites encontrados, sélo 11 haplotipos (37%)
estuvieron asociados a dos o mas MCG con un maximo de 11 MCG (Tabla 19). El haplotipo
MLH23, que tuvo el mayor ntimero de aislados (39) es el que se asoci6 a 11 MCG diferentes.
El resto de los MLH se asoci6 de 2 a 6 MCG diferentes (Tabla 19).

Con respecto a los MCG, s6lo el 18% (9 MCG) se asoci6 a dos o mas haplotipos, con un
maximo de 4 MLH (MCG14). El resto de los MCG (82%), se asoci6 a un sélo haplotipo, pero
no dnico, es decir, que estos haplotipos podian compartirse con otros MCG y encontrarse en
distintas localidades. Por ejemplo, el MCG4 se asoci6é con el MLH6, pero este haplotipo

ademas se asocié al MCGS5 (Tabla 19).
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Figura 44. Numero de aislados de S. sclerotiorum (N), grupos de compatibilidad micelial
(MCG) y haplotipos de microsatélites (MLH) observados en cada poblacion.
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Figura 45. Mapas de la distribucién de los MCG (izquierda) y los haplotipos MLH (derecha) por localidad muestreada. PS: Palma Sola, O: Oran,
PI: Pichanal, C: Campichuelo, GB: Gral Ballivian, T: Tartagal. Los MCGs, especificos de su sitio, se representan por escalas monocromaticas,
mientras que los MLH, compartidos entre sitios (excepto Palma Sola), se representan por diferentes colores.

Kilometros

99



CAPITULO III: Resultados

Tabla 19. Designaciones de los haplotipos SSR y frecuencias asociadas con el grupo de
compatibilidad micelial (MCG) de los aislados de S. sclerotiorum.

MCG Oran Campichuelo

Frecuencia y designacion de haplotipos SSR?

Pichanal

Palma Sola  Gral. Ballivian Tartagal

2
3
4
5
6
7
8

9
10
11
12
13

14

15
16
17
18

19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
33
34
35
36
37
38
39
40

41

42
43
44
45
46
47
48
49

30(1)
23(18)

6(1)
6(2)
23(5)
7(1)
1(1)
17(4)

17(2)
17(1)
6(1) 23(1) 21(4)
11(1)
17(1) 6(1) 7(1)
12(1)

14(1)
14(3)26(3)
3(1)
9(1)
10(1) 29(1)
16(1)
13(1)
15(1)17(2)
1(1)
2(1)
4(1) 17(2) 23(1)
23(1)
23(1)
20(1)
23(2)
23(1)
23(5)21(3)
7(1)
21(1)
21(1)
28(1)
23(2)
19(1)
6(1)
7(1)
18(1)
23(2) 7(1)
18(1)
8(1)
19(1)
19(1)22(1)
5(1)
22(1)
7(1)
21(1)
27(1)
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Tabla 19. (Continuacién).

Frecuencia y designacion de haplotipos SSR?

MCG  Oran Campichuelo Pichanal Palma Sola  Gral. Ballivian Tartagal
50 24(1)
51 25(1)
52 28(1)

MLH 2 5 7 8 9 13

a La frecuencia de haplotipos SSR es la cantidad de aislados muestreados con un tnico haplotipo que pertenece
al MCG designado. Las frecuencias estan entre paréntesis, por ejemplo, para el MCG 12 en Pichanal, un aislado
tuvo el haplotipo 6, otro aislado tuvo el haplotipo 23 y cuatro aislados tuvieron el haplotipo 21.

bLos nimeros en negrita indican cada uno de los x haplotipos asociados con mas de un MCG, por ejemplo, el
haplotipo 1 se asocié con MCG 8 y MCG 22.

3.3.9 Analisis de correlacion

La prueba de Mantel se realiz6 para determinar la relacion entre la variacion genética
medida por las matrices de distancia calculadas en base a los datos de MCG y MLH. La
correlacion entre los haplotipos MLH con respecto a los MCG y distancia geografica no fue
significativa. La comparaciéon entre los MCG y la distancia geografica entre ubicaciones

revel6 una correlacion significativa (Tabla 20).

Tabla 20. Andlisis de correlacion entre grupos de compatibilidad micelial (MCG),
haplotipos MLH y distancia geografica entre localidades (r: diagonal inferior; P: diagonal
superior).

MCG MLH Distancia geografica
MCG - 0,997 < 0,0001***
MLH -0,16 - 0,127
Distancia geogréfica 0,27 0,07 -

**kP<0,0001
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3.4 DISCUSION

En el presente capitulo, se analiz6 la estructura poblacional y se infiri6 el comportamiento
reproductivo de S. sclerotiorum a partir del analisis molecular de 109 aislados de seis lotes
comerciales de poroto ubicados en la principal area de producciéon de Argentina. Los
resultados obtenidos revelaron un alto nivel de variabilidad entre los aislados y la
ocurrencia de ambos tipos de reproduccion, pero con predominancia de la recombinacion
sexual en la mayoria de las poblaciones analizadas.

En el total de los aislados se encontraron 30 haplotipos multilocus (MLH), de los
cuales 24 (80%) fueron tnicos, y 18 de esos estaban compuestos por un solo aislado. E1 20%
de los MLH, compuesto por el 69% (75) de los aislados, se compartieron entre lotes. En
contraste a los MCG que fueron todos especificos de cada sitio, como se mencioné en el
capitulo anterior. En general, los haplotipos se encontraron en frecuencias bajas, excepto
por el haplotipo MLH23 que, ademas, estuvo presente en todas las localidades muestreadas,
excepto en Palma Sola. La presencia de muchos haplotipos, pero con baja frecuencia, podria
ser indicativo de dispersién por ascosporas transportadas por el aire desde campos
adyacentes, o mediante el transporte de semilla infestada con esclerocios entre las areas,
dado que en algunos casos se comparten maquinarias agricolas en la zona. De manera
similar, en las areas donde predomina un solo haplotipo, es posible que el transporte de
esclerocios fuera limitado.

Las poblaciones con niveles altos de diversidad genética proporcionan un amplio
espectro de genotipos que pueden contribuir a una evoluciéon rapida del patégeno
facilitando su adaptacién a las medidas de control, por ejemplo el uso de fungicidas
(Carmona & Sautua, 2017), lo que implica un gran desafio en el manejo de la esclerotinia del
poroto. Estudios previos, en los que se utilizaron marcadores microsatélites, reportaron
niveles altos de diversidad genotipica en aislados de S. sclerotiorum obtenidos de diferentes
cultivos (Atallah et al.,, 2004; Sexton & Howlett, 2004; Mert-Tiirk et al., 2007; Hemmati et al,,
2009; Gomes etal, 2011). En este estudio, la diversidad genotipica, varié ampliamente
entre las localidades. La poblacion de Tartagal fue la mas diversa, con pocos genotipos
duplicados y distribuidos uniformemente, mientras que Oran fue la menos diversa, donde
practicamente no hubo genotipos diferentes entre si. A pesar de las diferencias, hubo
genotipos compartidos entre todas las poblaciones, excepto en Palma Sola. Estos resultados
coinciden con la alta variabilidad intrapoblacional revelada por la técnica de compatibilidad
micelial y por el genotipado con marcadores URP (capitulo 2). Ademas, estos hallazgos estan

de acuerdo con la variabilidad intra- e inter- poblacional reportada para S. sclerotiorum en
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el cultivo de poroto en Brasil (Gomes et al, 2011; Litholdo Junior & Gomes, 2011; Lehner
etal, 2017b) y en otros cultivos en Argentina (Durman et al., 2003), Iran (Hemmati et al,,
2009; Karimi etal, 2012a), Estados Unidos (Atallah etal, 2004; Dunn etal, 2017) y
Australia (Sexton & Howlett, 2004). El transporte de semillas contaminadas con esclerocios
o semillas colonizadas con micelio (Tu, 1988), de un campo a otro, podria haber contribuido
ala introduccién de haplotipos desde una localidad hacia otras. Mientras que otros factores
como la falta de rotacion con cultivos no hospedantes, el deficiente control de malezas
hospedantes y el uso de variedades altamente susceptibles son algunos de los factores que
favorecen el mantenimiento de la variabilidad genética en el tiempo.

Conocer si existe diferenciacion genética entre las poblaciones es de gran interés para
el manejo de la enfermedad ya que la ausencia de la misma indicaria que las practicas de
manejo que son efectivas para una poblacién probablemente sean efectivas en todas las
poblaciones similares de la zona. El andlisis de los datos sin correccién clonal mostré una
diferenciacion significativa entre las poblaciones (@ st = 0,086; P < 0,001), con sélo dos
poblaciones diferenciadas significativamente del resto (P < 0,001). Una de ellas, Palma Sola,
que es la mas distante geograficamente, y la otra, Oran, que a pesar de encontrarse cerca de
Pichanal y Campichuelo fue significativamente diferente de ellas (P < 0,0001). Los niveles
de flujo génico observados entre poblaciones fueron de moderado a alto. Sin embargo, en
base a los datos con correccion clonal las poblaciones no mostraron diferenciacion
significativa (@ st = -0,0.27; P = 0,655). En concordancia, en la mayoria de los casos, las
distancias genéticas no se correlacionaron con las distancias geograficas. La falta de
diferenciacion genética entre las poblaciones de este patégeno ubicadas en campos a
distancias menores a 400 km de distancia se ha reportado anteriormente en Australia
(Sexton & Howlett, 2004; Ekins et al., 2011), Nueva York (Dunn et al., 2017) y Washington
(Atallah etal, 2004). El movimiento de esclerocios entre los campos y las ascosporas
transportadas por el aire podrian ser los responsables de los niveles de flujo génico y la
causa de la falta de diferenciacion significativa entre poblaciones (Milgroom, 1996). El flujo
de genes, ademas, esta asociado con la ausencia de alelos privados o tnicos. En este estudio,
de los 23 alelos amplificados, se encontr6 solamente un alelo privado en la poblacién de
Palma Sola, poblacién mas diferenciada con respecto al resto.

En los andlisis de agrupamientos se corroboré la falta de diferenciaciéon de las
poblaciones. El andlisis de agrupamiento bayesiano sugirié dos grupos (K=2), tanto antes
como después de la correccion de clones. La mayoria de las localidades estuvieron

compuestas por aislados de las dos poblaciones inferidas por STRUCTURE, mientras que los
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aislados de Palma Sola y Oran se correspondieron a una de las dos poblaciones. Enlared de
expansion minima, creada a partir de la distancia genética de Bruvo, se observo la ausencia
de estructuracion entre las poblaciones, ya que la mayoria de los genotipos se encontraron
estrechamente relacionados entre si evidenciado por las distancias pequefias entre los
haplotipos ubicados en el centro de la red. Hubo tres agrupaciones que se alejaron del
centro, entre los cuales se encontraron la mayoria de los haplotipos de Palma Sola,
sugiriendo, una vez mas, cierta diferenciacion de esta poblacién con respecto a las demas
poblaciones. Los otros dos grupos no fueron especificos de una localidad. Este hallazgo fue
similar a las redes de expansiéon minimas reportadas en estudios, donde hubo un
agrupamiento minimo basado en la ubicacion geografica (Lehner et al,, 2015b; Dunn et al,,
2017). Estos resultados, combinados con la falta de agrupamientos evidenciados en el
dendrograma y en el ACoP sugieren que no existen poblaciones puramente clonales o
recombinantes entre las poblaciones analizadas, sino que todos los sitios analizados
muestran evidencias de clonalidad y recombinacién.

Conocer el modo reproductivo de las poblaciones de S. sclerotiorum en nuestra region
es fundamental ya que las poblaciones con reproduccidn sexual tienen un mayor potencial
para adaptarse a la presion de seleccion ejercida por el uso de fungicidas debido al mayor
ndmero de combinaciones genéticas Unicas, y ademas, tienen mayor probabilidad de que el
patégeno supere la resistencia de la planta hospedante (Milgroom, 1996). Como se
mencioné anteriormente, en las poblaciones con recombinacién no se observa asociacion
entre MCG y haplotipos moleculares, mientras que en las poblaciones clonales es comun
encontrar cada MCG asociado a un solo MLH (Cubeta et al., 1997; Gomes et al., 2011). En el
presente trabajo, se encontraron 15 casos de clones, donde dos o més aislados pertenecian
al mismo MCG y compartian el mismo haplotipo. Sin embargo, hubo nueve casos donde dos
o mas aislados del mismo MCG tenian diferentes haplotipos SSR; y diez casos donde aislados
que pertenecian a dos o mas MCG tuvieron el mismo haplotipo SSR. La ausencia de
asociacién entre marcadores independientes, como son los SSR y los MCG, fueron
reportadas en estudios anteriores (Lehner etal, 2015b; Kamvar etal., 2017; Lehner &
Mizubuti, 2017a) dando indicios de recombinacién. Sin embargo, la fraccion clonal total, que
describe la proporcidn de aislados originados en la reproduccidn asexual, fue del 72,5%. Las
fracciones clonales en base a SSR de las poblaciones de Brasil (78%) y Nueva York (72%)
también fueron similares y ambas fueron reportadas como predominantemente clonales
(Lehner et al.,, 2017b).

Sin embargo, la inferencia del comportamiento reproductivo predominante en las

poblaciones no debe basarse Unicamente en la variabilidad genética observada en las
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mismas, sino que es necesario ademas realizar un andlisis exhaustivo para identificar la
existencia de desequilibrio de ligamiento entre los loci analizados. Una de las medidas mas
utilizadas para medir el desequilibrio de ligamiento multilocus y detectar la ocurrencia de
reproduccién clonal o sexual es el indice de asociacion (Brown & Weir, 1983; Smith et al,
1993). También es necesario detectar si hay subdivision de la poblacion a través del analisis
en STRUCTURE, ya que puede producir falsos positivos de clonalidad (Milgroom, 1996; Taylor
et al., 1999). Numerosos estudios han utilizado este indice en base a datos de microsatélites
en diversos cultivos hospedantes y diferentes regiones del mundo (Atallah et al., 2004;
Sexton & Howlett, 2004; Sexton et al., 2006; Hemmati et al., 2009; Attanayake et al., 2013,
2014, Clarkson etal, 2013, 2017; Aldrich-Wolfe etal., 2015; Lehner etal, 2017b). Es
necesario tener en cuenta que las conclusiones de este andlisis deben realizarse luego de
realizar la correccién de clones, para reducir el sesgo que producen los datos
sobrerrepresentados y aumentar la sensibilidad en la deteccién de recombinacion
(Milgroom, 1996; Taylor et al., 1999). Esto pudo comprobarse en el presente estudio, ya que
en base a los datos sin correccién clonal, los indices calculados (4 y 7;) sugirieron que en la
mayoria de las poblaciones (Campichuelo, Pichanal, Gral. Ballividn y Tartagal) existia
desequilibrio de ligamiento (P = 0,001) y se rechaz6 la hipotesis nula de asociacién aleatoria
de alelos, es decir, indicando clonalidad. Mientras que, en Oran y Palma Sola las poblaciones
estaban en equilibrio de ligamiento, sugiriendo recombinacion. Sin embargo, en base a los
datos con correccion de clones se detectd la ocurrencia de recombinacién en todas las
poblaciones, excepto en Tartagal. Este resultado estuvo ademas respaldado por el 100% de
las comparaciones no significativas entre los pares de loci. Luego, considerando la
subdivisién que revel6 el andlisis de estructura poblacional en STRUCTURE se calcularon
nuevos indices que indicaron que Tartagal poseia reproduccion sexual y que la
subestructuracion habria provocado el sesgo hacia la clonalidad (Milgroom, 1996; Taylor
et al., 1999). Por otro lado, en Oran, cuando se analizaron las comparaciones entre pares de
loci, se observo que el equilibrio de ligamiento estaba dado por un solo par de loci, por lo
que se rechazo la hipo6tesis de asociacién aleatoria de los alelos, indicando que en realidad
el tipo de reproducciéon predominante era la clonal.

Como se menciond anteriormente, algunos estudios sugirieron que los aislados de S.
sclerotiorum de climas subtropicales y tropicales son mas variables que las poblaciones de
climas templados (Carbone & Kohn, 2001; Attanayake etal, 2013; Lehner & Mizubuti,
2017a) debido a que el hongo tendria la posibilidad de experimentar mas ciclos
reproductivos en climas mas calidos (Carbone & Kohn, 2001; Attanayake et al., 2013). Sin

embargo, Lehner & Mizubuti (2017a) argumentaron que la alta variabilidad observada en
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las regiones subtropicales y tropicales estaria sesgada por un mayor niimero de estudios
realizados con marcadores de SSR en esas regiones. Mas aun, en regiones tropicales en
Brasil, se reportaron poblaciones con estructura clonal en cultivos de poroto (Lehner et al,,
2015b, 2017b). Si bien existen estudios en Brasil que sugieren la ocurrencia de
recombinacion (Gomes et al., 2011; Litholdo Junior & Gomes, 2011), no se realizaron los
andlisis especificos de desequilibrio de ligamiento. En el presente trabajo, los resultados
generados a partir de los andlisis con los datos de microsatélites, al igual que lo observado
empleando los marcadores URP (capitulo 2), sugieren la ocurrencia de ambos tipos de
reproduccion, clonal y sexual, en las poblaciones tropicales de S. sclerotiorum en la principal
zona de produccion de poroto de Argentina. Sin embargo, los SSR permitieron inferir con
mayor precision el tipo de reproduccién predominante en cada sitio, siendo mas frecuente
la reproduccién sexual, en coincidencia con lo planteado para poblaciones de zonas
tropicales y subtropicales (Carbone & Kohn, 2001; Attanayake etal, 2013; Lehner &
Mizubuti, 2017a). Este sistema de reproducciéon mixta ayuda a mantener niveles altos de
diversidad genética, permitiéndole al patdégeno evolucionar mas rapidamente, y en
consecuencia, como se menciond anteriormente, aumenta la probabilidad de que el
patégeno supere la resistencia del hospedante y/o que por presion de seleccién se
seleccionen individuos que porten genes de resistencia a los fungicidas (Milgroom, 1996).
Una mejor comprensioén de la dindmica poblacional del patégeno a lo largo del tiempo
proporcionara informacién sobre la contribucién relativa de ambos modos de reproduccion
a la diversidad genética, en diferentes lugares y tiempos, lo cual es relevante para
seleccionar las estrategias de mejoramiento mas adecuadas para obtener resistencia
duradera.

El presente estudio proporciona, por primera vez, informacién sobre la estructura
poblacional y el comportamiento reproductivo de S. sclerotiorum asociado con esclerotinia
en la principal drea de producciéon de poroto en Argentina. Los resultados obtenidos
contribuyen al desarrollo de estrategias de manejo sustentable, como ser por ejemplo el
desarrollo de variedades con resistencia genética, el control biologico y quimico, y las
practicas culturales, con el objetivo de minimizar las pérdidas de rendimiento causadas por

la esclerotinia en la produccion de poroto.
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4.1 INTRODUCCION

La esclerotinia es una enfermedad endémica en las principales zonas productoras de poroto
de Argentina. El manejo integrado de la enfermedad se realiza principalmente con
fungicidas durante la etapa de floracién, en combinacidn con un mayor espaciamiento entre
surcos y utilizando variedades con crecimiento erecto, ya que contribuyen a la creacién de
un microambiente desfavorable para S. sclerotiorum y también facilita la cosecha mecanica
(Miklas & Singh, 2007; Miklas et al.,, 2013). A pesar de que los fungicidas proporcionan un
buen control de la enfermedad, son costosos y resultan ineficaces en casos con mucha
presién de inéculo. La mejor estrategia para minimizar las pérdidas de rendimiento y
reducir los costos de producciéon en un contexto de cultivo sostenible, es el uso de
variedades con resistencia genética a esclerotinia.

La resistencia contra este patégeno es compleja, condicionada tanto por los
mecanismos de escape como por los mecanismos fisiolégicos (Miklas etal, 2001). Los
mecanismos de escape, que generan condiciones que limitan la infeccidn y el progreso de la
enfermedad, incluyen rasgos morfologicos relacionados con la arquitectura de la planta y
rasgos fenoldgicos (Kolkman & Kelly, 2003). Las caracteristicas tales como la estructura
erecta (habito de crecimiento Tipo I y Tipo II), un canopeo (o dosel) poroso abierto,
resistencia al vuelco (lodging resistance) y la madurez temprana contribuyen a reducir el
dafio producido por la esclerotinia (Schwartz & Pastor-Corrales, 1988; Kolkman & Kelly,
2003; Miklas et al, 2013). La resistencia fisiologica se refiere a la presencia de genes que
activan mecanismos de defensa de la planta que inhiben la infeccién o detienen el desarrollo
del patégeno en los tejidos del hospedante (Miklas et al., 2013).

Es dificil discernir en el campo entre los mecanismos de escape y la resistencia
fisioldgica, debido a la influencia adicional del medio ambiente. Sin embargo, en el
invernadero, con condiciones controladas, se puede identificar la resistencia fisiolégica en
ausencia de escape (Vuong et al.,, 2004), pero no a la inversa. Por esta razon, es de suma
importancia aplicar una metodologia rapida, precisa y confiable para detectar la verdadera
resistencia fisioldgica. Ademas, Chung et al. (2008), Mkwaila et al. (2011), y Soule et al.
(2011) informaron una mayor heredabilidad de la resistencia fisiol6gica basada en pruebas
de invernadero que aquellas basadas en evaluaciones a campo.

Aunque la infeccién por ascosporas en el poroto ocurre principalmente después de
que se inicia la floracion, la infeccion micelial en cultivos susceptibles puede ocurrir en
cualquier etapa del cultivo en condiciones climaticas favorables bajo la presencia del

patégeno (Steadman & Boland, 2005). Por lo tanto, la deteccion de las fuentes de resistencia
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fisiolégica a esclerotinia requiere de técnicas confiables de evaluacién de la enfermedad
durante todas las etapas de desarrollo del cultivo y ademas, de una comprension adecuada
de la variabilidad patogénica de S. sclerotiorum (Kull et al, 2003). En consecuencia, el
germoplasma de poroto debe analizarse frente los aislados apropiados de S. sclerotiorum,
preferiblemente genéticamente distintos y recolectados en las regiones donde se liberaran
las variedades (Schwartz & Singh, 2013). Existen diferentes métodos de deteccion de
resistencia fisioldgica en invernadero (Schwartz & Singh, 2013), pero el mas utilizado en los
ultimos afios es el método denominado Straw test modificado (Schwartz et al.,, 2006). Esta
metodologia permite el uso de uno o mads aislados de S. sclerotiorum, multiples
inoculaciones en la misma planta y en diferentes etapas de la fase vegetativa y reproductiva
alo largo de todo el ciclo de cultivo del poroto (Teran & Singh, 2009b; Singh et al., 2014a),
permitiendo de esta manera identificar genotipos con niveles altos de resistencia fisiologica
ala enfermedad (Pascual et al., 2010; Singh et al., 2014a; Viteri et al., 2015a).

Actualmente, no existen variedades comerciales de poroto disponibles con resistencia
a esclerotinia, pero si se han reportado niveles bajos de resistencia, en genotipos de origen
mesoamericano (Ender & Kelly, 2005; Pascual etal, 2010; Mkwaila etal, 2011) y en
porotos silvestres (Terpstra & Kelly, 2008; Mkwaila etal, 2011), y niveles altos de
resistencia en genotipos de origen andino (Genetics et al., 1998; Maxwell et al., 2007; Singh
etal, 2007; Pascual et al,, 2010; Mkwaila et al, 2011; Soule et al., 2011; Pérez-Vega et al,
2012). Ademas, se ha realizado la introgresion de niveles mas altos de resistencia a
esclerotinia a partir de cruzamientos interespecificos con especies de Phaseolus del pool
génico secundario como ser P. coccineus, P. polyanthus y P. costaricensis (Schwartz et al.,
2006; Singh et al,, 2009b, 2013, 2014a).

Entre los porotos de origen andino con resistencia a esclerotinia se encuentra la linea
A 195 desarrollada por Singh et al. (Singh et al., 2007) en el CIAT, a partir del cruce entre
'Red Kloud' x ‘ICA 10009’. Esta linea presenta un habito de crecimiento determinado tipo I
y tiene una semilla de color beige de tamafio grande (54gr/100 semillas). En cuanto a
resistencias genéticas, la linea A 195 posee el gen I para la resistencia a virus del mosaico
comun (BCMV), es resistente a mancha angular [Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris] y
posee niveles moderados de resistencia al calor y a la sequia. La determinacion genética de
la resistencia a esclerotinia en la linea A 195 esta dada por los loci de caracter cuantitativo
(QTLs) WM2.2, WM7.1,y WM8.3 (Soule et al., 2011). En numerosos estudios se observaron
altos niveles de resistencia de A 195 a esclerotinia (Teran & Singh, 2009a; Pascual et al.,
2010; Lehner et al., 2015a; Robison et al., 2018), pero también existen reportes de niveles

de resistencia intermedia (Pérez-Vega etal., 2009; Singh et al., 2009b, 2016).
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En los ultimos afios se ha avanzado considerablemente en el conocimiento de la
respuesta frente a este patdgeno. Se ha reportado que la resistencia fisioldgica y los
mecanismos de escape se heredan cuantitativamente con una heredabilidad baja a
moderada (Park et al., 2001; Miklas et al., 2004). En poroto se han identificado al menos 35
QTLs asociados a la resistencia a esclerotinia (Miklas et al., 2001, 2004; Park et al.,, 2001;
Kolkman & Kelly, 2003; Ender & Kelly, 2005; Chung et al., 2008; Terpstra & Kelly, 2008;
Mkwaila etal, 2011; Soule etal, 2011; Pérez-Vega etal, 2012). Entre los QTLs
identificados, 13 se co-localizaron con 13 QTLs asociados con los mecanismos de escape de
la enfermedad (Miklas et al., 2013). Sin embargo, los loci de rasgo cuantitativo han sido
dificiles de introgresar en cultivos comerciales de alto rendimiento (Miklas et al, 2006;

Miklas & Singh, 2007).

En los capitulos anteriores se ha demostrado la existencia de variabilidad y la
ocurrencia de ambos tipos de reproduccién en las poblaciones de S. sclerotiorum de la
principal area de cultivo de poroto en Argentina. En el presente capitulo se evalud la
reaccion de lineas y variedades comerciales de poroto pertenecientes a la coleccion de
trabajo del programa de mejoramiento del INTA EEA Salta frente a cinco aislados
genéticamente distintos y representativos de la region, con el objetivo de contribuir al

desarrollo de variedades con resistencia duradera a esclerotinia.

Las preguntas a responder en este capitulo fueron las siguientes:

= ;En la coleccién de trabajo del programa de mejoramiento de poroto de INTA Salta
existen genotipos con resistencia fisiolégica a los aislados locales de S. sclerotiorum?

= ,Existe una respuesta diferencial de los genotipos de poroto frente a aislados
genéticamente diferentes?

= ,Existen casos de interacciéon cruzada entre los aislados y los genotipos de poroto

analizados?
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Germoplasma de poroto

Se evaluaron 20 genotipos de poroto, con diferentes tipos de semillas y habitos de
crecimiento, para la resistencia a esclerotinia bajo condiciones controladas en invernadero.
Los materiales evaluados incluyeron ocho variedades comerciales, diez lineas avanzadas y
dos variedades utilizadas como control (Tabla 21). El control resistente que se utilizé fue la
linea A 195, germoplasma registrado como resistente a esclerotinia (Singh et al., 2007). Por
otro lado, como control susceptible se utiliz6 la variedad comercial Leales 24 INTA, variedad
argentina susceptible a esclerotinia seglin observaciones a campo y con baja resistencia
fisiolégica (Aban et al, 2018). Entre las lineas evaluadas, cuatro (Cachuchefio, MSZ, PF1 y
PP) mostraron niveles intermedios de resistencia a esclerotinia en campos naturalmente
infestados en las principales areas de producciéon en el noroeste de Argentina. Las
variedades Leales B30 INTA, Leales CR5 INTA, NAG 12 INTA y Perla INTA, que cominmente
se cultivan en el noroeste de Argentina, se incorporaron en el presente estudio debido a sus
buenas caracteristicas agrondémicas (Tabla 21). Algunas lineas y variedades fueron
introducidas desde el CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical), IAPAR (Instituto
Agronoémico do Parand, Brasil), USDA-ARS (United States Department of Agriculture-
Agricultural Research Service) y UFLa (Universidad Federal de Lavras, Brasil), las cuales no
han sido evaluadas previamente para resistencia a esclerotinia. Todos los genotipos
evaluados forman parte de la coleccién de trabajo del programa de mejoramiento de INTA

EEA Salta -Argentina.
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Tabla 21. Tipo y tamafio de semilla, habito de crecimiento, origen y respuesta a diferentes
enfermedades de poroto de los 20 genotipos evaluados para resistencia a esclerotinia.

Semilla
. . ~ Habito de . Resistencia (R)/
Genotipo Tipo Tamano crecimientoP Origen Tolerancia (T)a
Controles
A 195 Crema Largo I CIAT R: E, MA;
T:C, S
Leales 24 INTA Negro Pequefio I1 INTA T: MA
Variedades
Alubia Sel.
Cerrillos INTA Blanco Largo I INTA T: S
R: MH;
Leales B30 INTA Blanco Largo [ INTA T: BC
Leales CR5INTA  Cranberry Largo [ INTA T: MA
NAG 12 INTA Negro Pequenio I INTA T: S, MA
Perla INTA Blanco Largo [ INTA -
IPR Gar¢a Blanco Medio I IAPAR T:S
[PR Uirapuru Negro Pequefio [la IAPAR T:S
Sea 5 Carioca Pequeiio IIb UFLa T:S
Lineas
Cachucheno Blanco Largo [ - -
C-01-25 Negro Pequeno ITa CIAT -
MSZ Blanco Largo [ - -
PF1 Blanco Largo I - T: MA
PP Blanco Largo | - -
Otoo 45-79 Rojo Medio I US]F){?/A T: BC
Otoo 50-2 Rojo claro Largo I US?{?/ A T: BC
VAX 1 Crema Pequefio Ila CIAT R: BC
VAX 3 Red Pequefio Ila CIAT R: BC
VAX 6 Red Pequefio Ila CIAT R: BC

aE: Esclerotinia; MH: Mustia Hilachosa; BC: Bacteriosis comtn; MA: Mancha Angular; S: Sequia; C:

Calor.

b Habito de crecimiento, donde I = determinado arbustivo, II = indeterminado arbustivo (Ila: sin
aptitud para trepar; IIb con aptitud para trepar).
¢ Tamafio de semilla: pequeiias (<25 gr/100 semillas), medianas (>25gr y <40 gr/100 semillas) y
grandes (>40gr/100 semillas).

4.2.2 Aislados de Sclerotinia sclerotiorum

Se utilizaron cinco aislados de S. sclerotiorum (SS8, SS87, SS154, SS22 y SS54) para evaluar

la resistencia fisiolégica a esclerotinia. Los aislados poseen diferentes caracteristicas para
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poder identificar genotipos de poroto con diferentes niveles de resistencia. Se seleccionaron
en base a los estudios realizados en el capitulo 2 (Aban et al,, 2018). En la Tabla 22 se
describen las diferencias entre los aislados seleccionados, relacionadas a la agresividad,
origen, grupo de compatibilidad micelial y haplotipo URP al que pertenecen. La razdn por la
cual se incluyeron aislados con diferentes niveles de agresividad en el analisis fue para

detectar posibles interacciones cruzadas.

Tabla 22. Origen y caracteristicas de los cinco aislados de S. sclerotiorum utilizados para
evaluar germoplasma de poroto frente a esclerotinia.

Aislado MCG= Haplotipo URP? Agresividadc Localidad

558 3 29 M R 1g e b 11r981%)
sise w2 w Mo
sy oa o a o s
¢ I T
$S54 16 52 DA Palma Sola, Jujuy, Argentina

(-23°47'47,3"; -64° 26' 48,9")

a Grupo de compatibilidad micelial.
b Haplotipo determinado utilizando marcadores URP (Universal Rice Primers).
¢ AA: altamente agresivo, DA: débilmente agresivo.

4.2.3 Preparacion del indculo y evaluaciones en invernadero

Del stock original, se tom6é un solo esclerocio de cada aislado y se lo esterilizo
superficialmente por inmersion (etanol al 70% durante 2 min, solucién de hipoclorito de
sodio al 3% durante 1 minuto), se enjuago6 tres veces con agua destilada estéril y se secé en
toallas de papel estériles. Los esclerocios se cortaron por la mitad con bisturi estéril y, luego,
se transfirieron a placas de Petri con medio de cultivo agar papa glucosado (APG). Después
de 72 h de incubacién a 20-22 °C, cada aislado se purific6 por punta de hifas, para garantizar
la pureza de los mismos, y se colocé en nuevas placas con medio APG para iniciar los ensayos

en invernadero.

Los ensayos de invernadero se realizaron con el método Straw test modificado (Teran
etal., 2006). Se sembraron cinco semillas de cada genotipo en macetas de 3L, las cuales se
mantuvieron en invernadero a 25 + 2 °C con un fotoperiodo de 12 h. Luego de la emergencia

de las plantulas, se rale6 a tres plantas por maceta. Se realizd6 un disefio de bloques
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completos al azar con 5 repeticiones por genotipo. Cada repeticién consistio en tres plantas
por maceta.

La primera inoculacidn se realizé sobre el tallo principal, el cual se cort6 por debajo
del quinto nudo, dejando intacto un entrenudo de 3 cm. A partir de un cultivo del hongo en
APG de 48 h de crecimiento, se tomaron dos discos de micelio con un tip Eppendorf de 200
ul previamente esterilizado. Inmediatamente, el tip se coloc6 sobre el tallo cortado con la
cara micelial del disco hacia abajo, de modo que el tallo cortado y el hongo queden en
contacto. Si las plantas inoculadas presentaron un indice de severidad (IS) resistente (1S<4),
se realizd una segunda y una tercera inoculacién con el mismo aislado de S. sclerotiorum a
los 7 y 14 dias después de la primera inoculacion, respectivamente. Las plantas inoculadas
se incubaron en una cdmara de crecimiento a 22 * 2 °C con fotoperiodo de 12 h en
condiciones de elevada humedad (> 80%) utilizando humidificadores. Como controles se
emplearon plantas inoculadas con discos de APG sin el patégeno.

La reaccidn de resistencia frente a esclerotinia de los genotipos se evalué cada siete
dias luego de la primera inoculacién para confirmar la resistencia y medir el progreso de la
enfermedad. En total, se realizaron tres evaluaciones post-inoculacién: a corto, mediano y
largo plazo. En funcién de los indices de severidad de la enfermedad (IS) (Petzoldt &
Dickson, 1996; Teran etal, 2006), los genotipos se clasificaron en tres categorias:

resistentes (1 < IS < 4), intermedios (4 < IS <7) y susceptibles (7 < IS < 9).

Escala modificada del Straw test

Resistente

1. No hay signos de infeccién sobre el tallo/rama adyacente al disco inoculante cuando se
retira el Eppendorf para la inspeccidn.

2. Tallo/rama infectada, pero la invasion del primer entrenudo es <2cm.

3. Progresion de la infeccién del tallo/rama >2cm, pero la infeccién no alcanza el primer
nudo.

Intermedio

4. La invasion del tallo/rama alcanzé el primer nudo, pero no mas alla.

5. La invasidn del tallo/rama paso el primer nudo, pero la invasién del segundo entrenudo
es <2cm.

6. Invasion del tallo/rama del segundo entrenudo >2cm, pero no alcanz6 al segundo nudo.
Susceptible

7.Lainvasion del tallo/rama alcanz6 el segundo nudo, pero no mas alla.
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8. La invasidn del tallo/rama paso6 el segundo nudo, pero la invasién del tercer entrenudo
es <2cm.

9. Invasion del tallo/rama del tercer entrenudo > 2cm que conduce a la muerte de la planta.

4.2.4 Analisis de datos

En base a los datos de los indices de severidad, se calcul6 el area bajo la curva de progreso

de la enfermedad (ABCPE) (Cooke, 2006) con la siguiente formula (Shaner & Finney, 1977):

n

ABCPE = ) [(Visns +¥0)/2]Xis1 + Xi)
i=1
Donde Y; es la severidad de la enfermedad de esclerotinia en la i-ésima observacion,

Xies el tiempo (en dias) en la i-ésima observacion, y n es el nimero total de observaciones.

Para el analisis de los datos se realizé el analisis de la varianza y las medias se
compararon mediante la prueba de Fisher (LSD) (P = 0,05) utilizando el software estadistico
Infostat (Di Rienzo et al., 2014).

Ademas, se realizd la correlacion entre las medias de los 20 genotipos de poroto y los

cinco aislados de S. sclerotiorum para las tres fechas de evaluacion.
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4.3 Resultados

4.3.1 Evaluacion de germoplasma durante 21 dias post-inoculacién

Los valores del indice de severidad de los genotipos evaluados aumentaron a lo largo de los
21 dias de evaluacion y se observaron diferencias significativas entre genotipos. De los
genotipos evaluados, el control resistente A 195 fue el nico con indices de severidad
resistentes (IS < 4) que fueron significativamente inferiores (P < 0,001) al resto a lo largo
de todo el ensayo (Figura 46). La linea mas susceptible fue la C-01-25, cuyo comportamiento
fue muy similar al control susceptible (Leales 24 INTA), alcanzando valores susceptibles a
los 10 dias post-inoculacion. En general, se observé que las lineas pierden la resistencia
entre el cuarto y décimo dia post-inoculacién. De manera similar, a partir del décimo dia
pierden la resistencia intermedia (4 < IS <7) comportandose como susceptibles (IS > 7) al
patégeno, con excepcién de la linea A 195, que como se menciond, muestra valores de

resistencia a lo largo de los 21 dia de evaluacion.

3 A 195
3 —#— 0100 45-79
==fe— Otoo 50-2
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2 PF1
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g
Y5 VAX 1
w
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-
3 VAX 3
(2]
w3
PP
2 VAX 6
1 C-01-25
=t |eales 24
0 INTA

1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 14 16 19 21
DIAS POST-INOCULACION

Figura 46. Indice de severidad de la reaccién media a cinco aislados de S. sclerotiorum de
10 lineas de poroto evaluadas durante 21 dias post-inoculacion. Control resistente: A 195
(rojo); Control susceptible: Leales 24 INTA (verde). Severidad: genotipos resistentes (1 < IS
< 4), intermedios (4 < IS < 7) y susceptibles (7 < IS < 9).
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Las variedades comerciales tuvieron un comportamiento similar al de las lineas, con
indices de severidad en aumento a lo largo de los 21 dias de evaluacion. Se observaron
diferencias significativas entre las variedades (P < 0,001). A diferencia del resto de las
variedades, Leales CR5 INTA, IPR Garza y Alubia Sel. Cerrillos INTA mantuvieron indices de
severidad resistentes (IS < 4) hasta el quinto dia post-inoculacién. La variedad comercial
mas susceptible fue Sea 5, que alcanz6 rapidamente valores susceptibles a los 7 dias post-
inoculacién. En general, las variedades evaluadas perdieron la resistencia al cuarto dia post-
inoculacién alcanzando valores de resistencia intermedia (4 <IS <7). Al séptimo dia se
observd la primera variedad (Sea 5) susceptible (IS = 7), seguido de IPR Uirapuru, NAG 12
INTA, Leales 24 INTA que se mostraron susceptibles al décimo dia. El resto de las
variedades (Leales B30 INTA, Perla INTA, Alubia Sel. Cerrillos INTA, IPR garza y Leales CR5
INTA) alcanzaron la susceptibilidad a partir del dia 14.

9

e// —@— Leales CR5 INTA
/

—— |PR Garga
=4— Alubia Sel.
Cerrillos INTA

Perla INTA

Leales B30 INTA

ESCALA DE SEVERIDAD
O

=3¢ |eales 24 INTA

3 NAG 12 INTA
2 IPR Uirapuru
! SEAS
0 A 195

1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 14 6 19 21

DIiAS POST-INOCULACION

Figura 47. Indice de severidad de la reaccién media de 9 variedades comerciales de poroto
a cinco aislados de S. sclerotiorum evaluadas durante 21 dias post-inoculacién. Control
resistente: A 195 (rojo); control susceptible: Leales 24 INTA (verde). Severidad: genotipos
resistentes (1 < IS < 4), intermedios (4 < IS < 7) y susceptibles (7 < IS < 9).
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4.3.2 Evaluaciéon de germoplasma a corto, mediano y largo plazo

Del total de dias de evaluacidn, se decidi6 trabajar solamente con tres fechas de evaluacion:
a los 7, 14 y 21 dias post-inoculacién, a los que se denomind como evaluacién a corto,
mediano y largo plazo, respectivamente (Pascual et al., 2010).

Los valores del indice de severidad y los valores de ABCPE aumentaron en las tres
fechas de evaluacién (Tabla 23). Paralos cinco aislados analizados se observé que el nimero
de genotipos resistentes (IS < 4) y genotipos intermedios (4 < IS <7) disminuyé a medida
que el nimero de inoculaciones por planta fue mayor (Tabla 23).

En las tres evaluaciones, los genotipos de poroto difirieron significativamente (P <
0,001) en base a las medias de los valores del indice de severidad y a los valores del ABCPE
(Tabla 23). La linea A 195 mostré resistencia en las tres fechas de evaluacion (Figura 48).
En la evaluacion a corto plazo (7DPI) las lineas Otoo 45-79 y 50-2 mostraron resistencia.
Sin embargo, cuando se las inocul6 por segunda vez resultaron intermedias a los 14 DPI. La
linea Sea 5 fue el genotipo mas susceptible con un indice de severidad de 7,21 y un ABCPE
de 27,33 alos 7 DPI. Sea 5 fue el inico genotipo susceptible a todos los aislados con una sola
inoculacién (Figura 48).

En la evaluacién a mediano plazo (14 DPI), los indices de severidad variaron de 3,12
(A 195) 29,00 (IPR Uirapuru y Sea 5) y la media del ABCPE varié de 30,13 (A 195) a 90,77
(Sea 5) (Tabla 23).

En la evaluaciéon a largo plazo (21 DPI), todos los genotipos de poroto fueron
susceptibles a esclerotinia, excepto la linea A 195 que fue resistente a todos los aislados de
S. sclerotiorum incluso después de tres inoculaciones (Figura 48). El promedio de los indices
de severidad variaron de 3,96 (A 195) a 9,00 (NAG 12 INTA, IPR Uirapuru, Sea 5y C-01-25)
y el rango promedio del ABCPE fue de 56,14 (A 195) a 152,07 (Sea 5) (Tabla 23).
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Figura 48. Escala de severidad de la reacciéon media de todos los genotipos de poroto a cinco
aislados de S. sclerotiorum evaluadas durante 7, 14 y 21 dias post-inoculacién en
condiciones controladas de temperatura y humedad. Control resistente: A 195; control
susceptible: Leales 24 INTA. Severidad: genotipos resistentes (1 < IS < 4), intermedios (4 <
IS < 7) y susceptibles (7 < IS < 9).
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Tabla 23. Valores medios del indice de severidad y ABCPE de la reaccion de 20 genotipos
de poroto a cinco aislados de S. sclerotiorum evaluados alos 7, 14 y 21 dias post-inoculacién

(DPI).
7 DPIa 14 DPI 21 DPI

Genotipos IS ABCPE?P IS ABCPE IS ABCPE
Controles
A 195 2,40 11,30 3,12 30,13 3,96 56,14
Leales 24 6,01 23,84 8,60 77,57 9,00 142,37
Variedades
Leales CR5 INTA 4,04 16,29 5,64 51,20 7,29 97,81
IPR Garca 4,16 16,35 5,65 51,02 7,51 98,24
Alubia Sel. Cerrillos INTA 4,49 17,18 6,08 54,50 797 106,84
Perla INTA 4,73 18,83 7,15 61,95 8,61 118,16
Leales B30 INTA 5,15 19,88 7,25 65,07 8,61 122,70
NAG 12 INTA 6,28 24,57 8,97 79,28 9,00 144,27
IPR Uirapuru 6,40 23,25 9,00 81,00 9,00 145,22
SEA 5 7,21 27,33 9,00 90,77 9,00 152,07
Lineas
0OTOO 45-79 3,85 15,99 5,52 49,36 7,32 95,66
OTOO 50-2 3,87 15,72 6,25 51,49 8,04 103,59
MSZ 4,20 16,57 5,75 52,30 7,15 97,63
PF1 4,52 18,20 6,48 56,35 8,29 110,32
Cachucheifio 4,67 18,04 6,50 57,43 791 110,07
PP 4,81 18,12 6,85 59,99 8,73 116,42
VAX 1 4,63 17,99 6,99 60,04 8,20 114,20
VAX 3 4,75 18,83 7,61 63,94 8,79 123,19
VAX 6 4,95 20,01 7,29 62,21 8,73 121,32
C-01-25 6,05 23,32 8,53 76,68 9,00 140,78
Media 4,86 19,74 6,91 61,93 8,11 117,16
LSD¢ (P < 0,05) 0,16 2,57 0,16 4,80 0,12 7,34

a DPI: grado de severidad a los 7, 14 y dias post-inoculacién. Los colores indican los valores
observados para los indices de severidad: Verde: resistente (1 < IS < 4), Naranja: intermedios (4 < IS
<7) y marrén: susceptibles (7 < IS < 9).
b ABCPE: area bajo la curva del progreso de la enfermedad.
<L.SD: Minima diferencia significativa para comparar los puntajes de esclerotinia.

4.3.3 Analisis de la respuesta a corto, mediano y largo plazo frente a cada uno de los

cinco aislados de S. sclerotiorum utilizados

Al analizar la reaccién de los 20 genotipos frente a cada uno de los cinco aislados, se observé

que en la evaluacién a corto plazo la linea A 195 present6 los indices de severidad mas

bajos (IS < 2,73) en comparacion con los genotipos restantes (Tabla 24). Las lineas Otoo 45-
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79 y Otoo 50-2 también exhibieron reacciones resistentes (IS < 4) alos 7 DPI para la mayoria
de los aislados. Sin embargo, la linea Otoo 50-2 mostré resistencia intermedia para SS87 y
ambas lineas tuvieron resistencia intermedia para el aislado SS8 (Tabla 24). El genotipo
Leales CR5 INTA también mostré resistencia, pero sélo para los aislados SS22 y SS54 (Tabla
24). Con respecto al resto de los genotipos, la mayoria tuvo reacciones intermedias (4 < IS
< 7). Sin embargo, los indices de severidad de Leales CR5 INTA (4,04), IPR Garga (4,16) y
MSZ (4,20) fueron significativamente mas bajos con respecto al resto de las variedades. Por
otro lado, los genotipos IPR Uirapuru y C-01-25 mostraron susceptibilidad para el aislado
SS8, caracterizado previamente como el mas agresivo. De manera similar, la linea Sea 5
mostro susceptibilidad para los aislados SS152, SS22 y SS8 (Tabla 24).

En la evaluacién de mediano plazo (14 DPI), se observé que todos los genotipos que
fueron resistentes en la primera evaluacién, mostraron una resistencia intermedia luego de
dos inoculaciones, excepto la linea A 195 (Tabla 24). Los genotipos Leales CR5 INTA
(IS=5,64), IPR Garg¢a (1S=5,65) y MSZ (IS=5,75) continuaron mostrando una resistencia
intermedia y presentaron valores significativamente (P < 0,05) mas bajos que los otros
genotipos con resistencia intermedia (PF1, Alubia Sel. Cerrillos INTA y Cachucheiio). Los
genotipos Perla INTA y Leales B30 INTA también presentaron resistencia intermedia, pero
con valores mas bajos (IS < 6) (Tabla 24). El genotipo Leales B30 INTA fue susceptible a
todos los aislados, excepto para SS54 (IS=6,27). La linea VAX 1 fue susceptible a la mayoria
de los aislados, excepto para SS8 (1S=5,67) y SS87 (IS=6,67) (Tabla 24). Del mismo modo, la
linea VAX 3 fue susceptible a todos los aislados, excepto para SS8 (IS=6,13). Los genotipos
C-01-25, NAG 12 INTA, IPR Uirapuru y VAX 6 fueron susceptibles para todos los aislados
(Tabla 24).

En la evaluacién a largo plazo, todos los genotipos de poroto fueron susceptibles a
esclerotinia, excepto la linea A 195 que fue resistente a todos los aislados de S. sclerotiorum
incluso después de tres inoculaciones (Tabla 24) y significativamente diferente (P < 0,05)
de todos los genotipos restantes. Los genotipos Leales CR5 INTA, [PR Gar¢a, MSZ y Otoo 45-
79 presentaron resistencia intermedia so6lo para el aislado SS54. Del mismo modo, Leales
CR5 INTA e IPR Gar¢a presentaron resistencia intermedia a los aislados SS154 y SS22,

respectivamente.
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Tabla 24. Valores medios del indice de severidad de la reaccién de 20 genotipos de poroto a los aislados SS8, SS154, SS87, SS22 and SS54 S.

sclerotiorum alos 7, 14 y 21 dias post- inoculacidn.

Sclerotinia sclerotiorum

SS8 SS154 SS87 S$S22 SS54

Genotipos 7 14 21 7 14 21 7 14 21 7 14 21 7 14 21

DPI2  DPI DPI DPI DPI DPI DPI DPI DPI DPI DPI DPI DPI DPI DPI
Controles
A 195 2,73 3,40 4,00 2,73 3,40 4,00 2,20 2,93 4,00 2,20 2,93 3,93 2,13 2,93 3,87
Leales 24 6,67 9,00 9,00 6,13 9,00 9,00 6,53 9,00 9,00 5,33 8,00 9,00 5,40 8,00 9,00
Variedades
Leales CR5 INTA 4,20 5,53 7,20 4,07 5,60 6,73 4,20 6,47 8,00 3,80 5,40 8,00 3,93 5,20 6,53
IPR Garga 4,20 5,80 7,07 4,13 5,33 7,00 4,20 5,67 9,00 4,13 5,67 8,00 4,13 5,80 6,47
Alubia Sel. Cerrillos INTA 4,60 6,40 8,53 4,33 5,67 7,47 4,33 6,33 8,93 4,60 6,00 7,47 4,60 6,00 7,47
Perla INTA 4,80 7,27 8,93 4,33 6,80 8,53 4,93 7,67 9,00 5,07 7,13 8,60 4,53 6,87 8,00
Leales B30 INTA 5,53 8,00 9,00 5,13 7,33 8,53 5,20 7,60 9,00 5,07 7,07 8,53 4,80 6,27 8,00
NAG 12 INTA 6,13 9,00 9,00 6,33 9,00 9,00 6,00 8,87 9,00 6,80 9,00 9,00 6,13 9,00 9,00
IPR Uirapuru 7,00 9,00 9,00 6,53 9,00 9,00 5,87 9,00 9,00 6,40 9,00 9,00 6,20 9,00 9,00
SEA 5 7,87 9,00 9,00 7,60 9,00 9,00 6,67 9,00 9,00 7,73 9,00 9,00 6,20 9,00 9,00
Lineas
Otoo 45-79 4,13 5,80 7,47 3,73 5,40 7,13 3,93 5,80 8,00 3,73 5,40 8,00 3,73 5,20 6,00
Otoo 50-2 4,13 5,47 7,53 3,80 6,80 8,20 4,20 6,53 8,00 3,60 6,40 8,47 3,6 6,07 8,00
MSZ 4,27 5,87 7,33 4,20 5,67 7,00 4,33 5,87 8,00 4,07 5,67 6,73 4,13 5,67 6,67
PF1 4,40 6,80 9,00 4,27 6,33 8,33 4,20 6,80 8,00 4,93 6,27 8,13 4,80 6,20 8,00
Cachucheiio 4,53 6,53 8,73 4,27 6,20 7,67 5,00 6,73 8,13 4,80 6,53 7,40 4,73 6,53 7,60
PP 5,00 7,00 9,00 4,47 7,33 8,87 4,80 6,33 9,00 5,00 7,20 8,80 4,80 6,40 8,00
VAX 1 4,33 5,67 7,27 4,67 7,73 8,80 4,80 6,67 8,00 4,87 7,87 8,93 4,47 7,00 8,00
VAX 3 4,80 6,13 8,00 4,47 7,73 8,93 4,93 7,40 9,00 4,80 8,80 9,00 4,73 8,00 9,00
VAX 6 6,00 7,53 9,00 5,00 7,87 9,00 4,50 6,56 7,67 4,47 7,27 9,00 4,80 7,20 9,00
C-01-25 7,13 9,00 9,00 6,07 8,67 9,00 6,00 9,00 9,00 5,60 8,00 9,00 5,47 8,00 9,00
Mean 512 6,91 8,15 4,81 6,99 8,06 4,84 7,01 8,34 4,85 6,93 8,20 4,67 6,72 7,78
LSDb [P < 0.05) 0,34 0,29 0,23 0,45 0,48 0,41 0,28 0,33 0,13 0,33 0,44 0,29 0,33 0,44 0,29

aDPI, puntuacion de esclerotinia alos 7, 14 y 21 dias post-inoculacidn. Los colores indican los valores observados para los indices de severidad: Verde:

resistente (1 <IS < 4), Naranja: intermedios (4 < IS <7) y marrdn: susceptibles (7 < IS < 9).
b[SD, Minima diferencia significativa para comparar los puntajes de esclerotinia.
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Al analizar la agresividad de los aislados de manera individual, se observé que el
aislado SS54 fue el menos agresivo en las tres fechas de evaluacion (Tabla 25) con un indice
de severidad promedio de 6,39 y un valor de ABCPE de 110,63. El resto de los aislados
(SS154, SS22, SS87 y SS8) difirieron significativamente (P < 0,05) en las distintas
evaluaciones. En la evaluacién a corto plazo (7 DPI) el aislado SS8 fue el mas agresivo.

Mientras que alos 14 DPIy 21 DPI el aislado mas agresivo fue el SS87 (Tabla 25, Figura 49).

Tabla 25. Valores medios del indice de severidad de la reaccién promedio de los 20
genotipos de poroto alos 7, 14 y 21 dias post-inoculacién con los aislados SS8, SS154, SS87,
SS22 y SS54 de S. sclerotiorum.

Dias post-inoculacion

Aislado 7 14 21 Media ABCPE= LSD (P <0,05)®
SS54 4,67 6,72 7,78 6,39 110,63 0,09
S$S154 4,81 6,99 8,06 6,62 118,28 0,12

$S22 4,85 6,93 8,20 6,66 116,04 0,11

SS87 4,88 7,07 8,40 6,78 118,03 0,09

SS8 512 6,91 8,15 6,73 116,28 0,10
Media 4,86 6,91 8,11 6,63 115,85 0,10

LSD (P < 0,05)¢ 0,08 0,08 0,06 0,06 3,67 -

a ABCPE: area bajo la curva del progreso de la enfermedad.

b Para comparar las medias entre los dias post-inoculaciéon por aislado.

¢ Para comparar las medias entre los aislados dentro del mismo dia de inoculacién, y entre
los valores de ABCPE.
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Figura 49. Indice de severidad de los cinco aislados de S. sclerotiorum a los 7, 14 y 21 DPI
(LSD Fisher; a=0,05).
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4.3.4 Analisis de la Varianza

En el analisis de la varianza de los 20 genotipos de poroto (Phaseolus vulgaris L.) contra los
cinco aislados locales de S. sclerotiorum (SS8, SS154, SS87, SS22 y SS54), se observé que los
cuadrados medios de los aislados, genotipos, y genotipos x aislados fueron altamente
significativos (P < 0,001) en las tres fechas de evaluacion 7 DPI (Tabla 26), 14 DPI (Tabla
27) y 21 DPI (Tabla 28). No se observaron interacciones cruzadas significativas entre

genotipos y aislados.

Tabla 26. Analisis de varianza de la respuesta de 20 genotipos de poroto a 5 aislados de S.
sclerotiorum evaluados a los 7 dias post-inoculacion.

Fuente de variacién SC gl CM F P
Modelo 1875,4 99 18,9 77,85 <0,0001
Genotipo 1712,9 19 90,2 370,5 <0,0001
Aislado 32,73 4 8,18 33,63 <0,0001
Genotipo x aislado 129,75 76 1,71 7,02 <0,0001
Error 340,67 1400 0,24

Total 2216,1 1499

Tabla 27. Andlisis de varianza de la respuesta de 20 genotipos de poroto a 5 aislados de S.
sclerotiorum evaluados a los 14 dias post-inoculacidn.

Fuente de variacion SC gl CM F P
Modelo 3379 99 34,1 131,6 <0,0001
Genotipo 3136,8 19 165 636,4 <0,0001
Aislado 20,51 4 513 19,77 <0,0001
Genotipo x Aislado 221,65 76 2,92 11,24 <0,0001
Error 363,2 1400 0,26

Total 3742,2 1499

Tabla 28. Analisis de varianza de la respuesta de 20 genotipos de poroto a 5 aislados de S.
sclerotiorum evaluados a los 21 dias post-inoculacion.

Fuente de variacion SC gl CM F P
Modelo 2233,1 99 22,6 157,5 <0,0001
Genotipo 1951,2 19 103 717 <0,0001
Aislado 62,1 4 15,5 108,4 <0,0001
Genotipo x Aislado 219,8 76 2,89 20,19 <0,0001
Error 200,53 1400 0,14

Total 2433,6 1499
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4.3.5 Analisis de correlacion

Al realizar la correlacion entre las medias del indice de severidad de los 20 genotipos de
poroto y los cinco aislados de S. sclerotiorum para las tres fechas de evaluacion (7, 14y 21
DPI) se obtuvieron coeficientes de correlacion positivos y significativos obtenidos (Tabla

29).

Tabla 29. Coeficiente de correlaciéon entre 20 genotipos de poroto y 5 aislados de S.
sclerotiorum alos 7, 14 y 21 dias post-inoculacion.

Nimero de dias Aislados de S. sclerotiorum

post-inoculacién Ss8 $S154 $S22 SS87
7 SS154  0,80*

$s22 0,77+ 0,82*

Ss87  0,83* 0,78* 0,78*

SS54  0,76* 0,73* 0,82* 0,8*
14 SS154  0,79*

$s22  0,74* 0,88*

Ss87  0,88* 0,83* 0,82*

SS54  0,83* 0,87* 0,91* 0,88*
21 SS154  0,76*

$s22  0,74* 0,89*

Ss87  0,83* 0,76* 0,83*

SS54  0,81* 0,89* 0,85* 0,77*

* Significativoa P < 0,001.
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4.4 Discusion

En el presente capitulo, la resistencia fisioldgica de 20 genotipos de poroto se evalué a los
7, 14 y 21 dias post-inoculaciéon con cinco aislados de S. sclerotiorum genéticamente
distintos, recolectados en la principal drea de produccién de poroto de Argentina. Teran y
Singh (2009b) reportaron previamente evaluaciones de germoplasma de poroto con
multiples inoculaciones y evaluaciones de la enfermedad en diferentes tiempos para
seleccionar lineas de mejoramiento con elevada resistencia fisiolégica a la esclerotinia.
Segun Viteri et al. (2015a), ésta metodologia de evaluacidn es la prueba mas severa aplicada
en poroto para evaluar la respuesta contra la enfermedad.

En estudios anteriores, se ha informado sobre la existencia de variabilidad en S.
sclerotiorum (Atallah et al., 2004; Mert-Tiirk et al, 2007; Litholdo Junior & Gomes, 2011;
Lehner & Mizubuti, 2017a), raz6n por la cual el germoplasma de poroto podria responder
de diferentes maneras frente al patégeno. Por lo tanto, es crucial analizar la respuesta del
germoplasma contra un amplio espectro de aislados originarios de la region de produccién
en estudio (Schwartz & Singh, 2013). En la presente tesis, los aislados utilizados para
caracterizar los 20 genotipos de poroto fueron seleccionados en base a la variabilidad
(morfolégica, patogénica y molecular) observada en capitulos anteriores. En las
evaluaciones de invernadero, se encontrd una interaccion significativa entre los aislados
locales de S. sclerotiorum y los genotipos de poroto, lo que sugiere que la respuesta a la
resistencia fisiol6gica a esclerotinia puede variar segun el aislado de S. sclerotiorum. Pascual
et al. (2010), Viteri et al. (2015a) y Lehner et al. (2016) también encontraron una
interaccion significativa entre los genotipos de poroto y los aislados de S. sclerotiorum que
analizaron. Sin embargo, Otto-Hanson et al. (2011) no observaron interacciéon. Estas
diferencias podrian atribuirse a la variabilidad de los aislados, el germoplasma, el método
de inoculacion y las condiciones ambientales en las que se realizaron los experimentos.

En el presente estudio, no se observaron interacciones cruzadas significativas entre
genotipos y aislados. Esto se confirmd por los valores de correlacidn positivos significativos
obtenidos entre los valores medios del indice de severidad de los 20 genotipos de poroto y
los cinco aislados en cada fecha de evaluaciéon. Tampoco se reportaron interacciones
cruzadas significativas entre los aislados y los genotipos de poroto en estudios previos. Kull
et al. (2004) observaron diferencias en la agresividad de seis aislados de poroto de los
Estados Unidos, pero no hubo interacciones cruzadas entre los aislados y los genotipos de
poroto analizados. De manera similar, Pascual et al. (2010) utilizaron cuatro aislados de S.

sclerotiorum de diferente agresividad para evaluar 19 genotipos de poroto durante 21 dias
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post-inoculacién, de los cuales cinco mostraron resistencia intermedia a los cuatro aislados.
Asimismo, Viteri et al. (2015a) informaron que no hubo interacciones cruzadas en las
evaluaciones de 31 genotipos de poroto frente a cuatro aislados de diferente origen
geografico.

Los resultados del presente estudio confirman el éxito de realizar tres inoculaciones
por planta para identificar genotipos de poroto altamente resistentes a los aislados de S.
sclerotiorum. Las evaluaciones a largo plazo permiten descartar genotipos presuntamente
resistentes que fueron evaluados en etapas mas tempranas (7-14 DPI) (Viteri et al.,, 2015a).
Cuando los genotipos se mantuvieron durante 21 dias, generalmente se observo un avance
de la enfermedad y los genotipos que habian mostrado resistencia intermedia a esclerotinia
terminaron siendo susceptibles. Por ejemplo, las lineas Otoo 45-79 y Otoo 50-2 fueron
resistentes y mostraron valores mas bajos de ABCPE en respuesta a tres aislados (55154,
SS22 y SS54) después de 7 dias post-inoculacion. Si solamente se utilizara la evaluacion a
corto plazo, probablemente se hubiesen seleccionado estos genotipos; sin embargo,
tuvieron resistencia intermedia después de dos inoculaciones (14 DPI) y resultaron
susceptibles después de 21 DPI. Por lo tanto, las evaluaciones deben retrasarse al menos 21
dias después de la inoculacion, para cubrir tanto la etapa vegetativa como la mayoria de las
etapas de crecimiento reproductivo, como se informd anteriormente (Terdn & Singh,
2009b; Singh et al., 2014a,b). Aunque el Straw test es un método agresivo para evaluar la
resistencia fisioldgica, la reaccién de estas lineas también debe evaluarse a campo ya que
las evaluaciones en invernadero favorecen el crecimiento del hongo en condiciones
Optimas, situacion poco probable que se de en el campo.

Los resultados de este estudio demuestran la resistencia fisioldgica efectiva de la linea
A 195 contra cinco aislados locales de S. sclerotiorum genéticamente distintos incluso
después de tres inoculaciones sucesivas. Estos resultados concuerdan con los estudios
previos realizados en Estados Unidos, Espafia y Brasil (Singh et al., 2007a; Teran & Singh,
2009b, 2010; Pascual etal, 2010b; Pérez-Vega etal., 2012; Lehner etal, 2015a, 2016;
Schwartz & Singh, 2013). Sin embargo, difieren de los encontrados por Viteri et al. (2015a)
donde evaluaron la resistencia de la linea A 195 frente a cuatro aislados de S. sclerotiorum
de diferente agresividad, entre los cuales se encontraba el aislado ARS12D recolectado en
Tartagal, Salta, Argentina. La linea A 195 tuvo una resistencia intermedia (1S=4,77) alos 21
DPI frente a este aislado. En el presente estudio, el promedio del indice de severidad a
esclerotinia observada para A 195 a 21 DPI fue 3,96. Las diferencias en los niveles de
resistencia encontrados pueden deberse a la variabilidad en la agresividad de los aislados

utilizados en ambos estudios.
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El genotipo A 195 es una linea de poroto de semilla beige opaca grande, derivada de
la cruza de dos lineas andinas (Red Kloud x ICA 10009), y desarrollada por Singh et
al.(2007) en el CIAT. Se ha reportado que existen dos genes dominantes complementarios
e independientes que controlan la resistencia en A 195 en respuesta a aislados altamente
agresivos o débilmente agresivos (Viteri & Singh, 2015b). Ademas, se ha identificado que
los QTL de resistencia WM2.2, WM7.1 y WM8.3 confieren resistencia fisioloégica a
esclerotinia en esta linea (Viteri etal, 2015a). Con respecto a las caracteristicas
agrondmicas, la linea A 195 tiene un habito de crecimiento determinado tipo I, el cual sirve
como mecanismo de escape ya que crea un microclima menos propicio para S. sclerotiorum
para colonizar flores y tallos y también facilita la cosecha mecanica (Schwartz & Pastor-
Corrales, 1988; Kolkman & Kelly, 2002; Miklas & Singh, 2007). Esta linea también tiene
resistencia al virus del mosaico comtn de poroto (BCMV), a mancha angular, resistencia
intermedia a la sequia y al estrés por calor (Singh et al., 2007b). Todas estas caracteristicas
hacen que la linea A 195 sea un candidato prometedor para ser utilizado por los
mejoradores para el mejoramiento de las variedades de poroto de Argentina.

En cuanto al resto de las lineas y variedades analizadas Leales CR5 INTA, IPR Gar¢a y
MSZ, que tienen habito de crecimiento tipo I, presentaron niveles altos de resistencia
intermedia a esclerotinia después de una, e incluso dos inoculaciones con todos los aislados.
Estos genotipos merecen atencion en estudios futuros porque tienen niveles altos de
resistencia a otras enfermedades.

Los resultados generados en el presente estudio proporcionan, por primera vez,
informacién sobre la resistencia fisiolégica de 20 genotipos de poroto contra aislados
representativos de la principal area de produccion de poroto de Argentina. Estos resultados
son valiosos para los programas regionales de mejoramiento genético de poroto destinados
a obtener variedades ampliamente adaptadas con resistencia duradera, lo que contribuye
al desarrollo de estrategias de manejo sostenible para minimizar las pérdidas de

rendimiento debido a la esclerotinia en la produccién de poroto.
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El cultivo de poroto representa una de las actividades econémicas mas importantes a nivel
provincial y nacional. En los ultimos afios, se ha detectado un incremento en el area de
incidencia de esclerotinia en todas las areas de produccidn, principalmente al Norte de Salta
(Vizgarra et al., 2016), posiblemente debido al sistema de monocultivo y a la estrecha base
genética de las variedades de poroto (Galvan et al, 2001). El principal objetivo de este
trabajo fue “Conocer la variabilidad fenotipica y genotipica mediante la caracterizacién
morfolégica y molecular del patdgeno Sclerotinia sclerotiorum en las principales zonas de
cultivo de poroto de Argentina para aportar conocimiento a los programas de
mejoramiento”.

Los aislados de S. sclerotiorum relevados de seis lotes comerciales de poroto,
ubicados en seis localidades diferentes, mostraron una alta variabilidad fenotipica, genética
y patogénica, por lo que se aceptd la hipotesis de que “los aislados de S. sclerotiorum
obtenidos de las principales zonas de producciéon de poroto de Argentina presentan
variabilidad fenotipica”. En el total de los aislados analizados, se encontraron 52 MCG, 59
haplotipos URP y 30 haplotipos MLH. Todos los MCG fueron especificos de cada sitio,
mientras que los haplotipos URP y MLH se compartieron entre lotes. Asimismo, todas las
técnicas revelaron una mayor variabilidad genética dentro de las poblaciones analizadas
que entre ellas.

Las tres técnicas (MCG, marcadores URP y SSR) detectaron altos niveles de
diversidad genotipica. La poblaciéon de Tartagal fue la mas diversa, con pocos genotipos
duplicados, mientras que Oran fue la menos diversa, donde practicamente no hubo
genotipos diferentes entre si. Debido a la falta de correlaciéon entre los MCG y los marcadores
moleculares se rechazd la hipétesis de que “los diferentes grupos de MCG de S. sclerotiorum
pueden diferenciarse a partir del analisis molecular con marcadores URP y SSR”.

En ambas técnicas moleculares (URP y SSR) las distancias genéticas no se
correlacionaron con las distancias geograficas. Asimismo, los andlisis de diferenciaciéon
poblacional en base a los haplotipos de URP compartidos y los MCG, mostraron que algunas
poblaciones de S. sclerotiorum estaban diferenciadas significativamente segliin su origen
geografico. Sin embargo, un estudio mas preciso utilizando marcadores microsatélites y
realizando la correspondiente correccidon de clones sugirié que no existe diferenciacion
poblacional en la muestra analizada. Esto podria deberse a la existencia de migracion de
genotipos entre lotes, que puede ocurrir por la dispersién de indculo flingico, en forma de
esclerocios o semillas colonizadas con micelio, de un campo a otro, al transportar restos de

la cosecha y suelo contaminado mediante la maquinaria agricola (Abawi & Grogan, 1979).

130



Los estudios realizados con los MCG y los URP fueron ttiles para proporcionar
informacién preliminar sobre la variabilidad genética de S. sclerotiorum. Sin embargo, el
andlisis con microsatélites proporcion6 una visién mas detallada de la diversidad genética
y la estructura poblacional, pero fundamentalmente permitié estudiar el comportamiento
reproductivo del patégeno a partir del andlisis de desequilibrio de ligamiento entre loci. El
mismo sugirié la ocurrencia de ambos tipos de reproduccion, clonal y sexual, pero con
predominancia de la reproducciéon sexual en la mayoria de las poblaciones de S.
sclerotiorum. Por tal motivo, se rechazé la hipdtesis de que “Existe estructuracién de la
variabilidad genética de S. sclerotiorum, la cual queda determinada por el tipo de
reproduccién predominantemente clonal de la especie”. Las poblaciones con evidencia de
recombinacién y con niveles altos de diversidad genética tienen un mayor potencial para
evolucionar mas rapidamente, y en consecuencia, aumenta la probabilidad de que el
patégeno supere la resistencia de la planta hospedante y/o que por la presion de seleccidn,
de origen abiodtico o bidtico, se seleccionen individuos con genes de resistencia a los
fungicidas ampliamente utilizados (Milgroom, 1996; Carmona & Sautua, 2017), lo que
implica un gran desafio en el manejo de la esclerotinia del poroto ya que el control de la
misma se realiza principalmente con fungicidas.

Los resultados generados en el presente estudio proporcionan, por primera vez,
informacidn sobre la resistencia fisioldgica de 20 genotipos de poroto, pertenecientes a la
coleccion de trabajo del programa de mejoramiento del INTA EEA Salta, contra aislados
representativos de la principal area de produccién de poroto de Argentina. En las
evaluaciones de invernadero no se encontrd resistencia fisiolégica en ninguno de los
genotipos de poroto. De hecho, todas las variedades fueron susceptibles a los 21 dias post-
inoculacidn, con excepcion de la linea A 195 utilizada como control positivo. La resistencia
encontrada en esta linea concuerda con los estudios previos realizados en Estados Unidos,
Espafia y Brasil (Singh et al., 2007; Teran & Singh, 2009b, 2010; Pascual et al., 2010; Pérez-
Vega etal, 2012; Schwartz & Singh, 2013; Lehner et al, 2015a, 2016). Debido a que los
programas de mejoramiento de poroto en Argentina no han logrado hasta la fecha
desarrollar variedades resistentes a esclerotinia, la linea A 195, por sus caracteristicas
agronOmicas y sanitarias (Singh etal., 2007), seria un candidato prometedor para ser
utilizado por los mejoradores para el mejoramiento de las lineas y variedades de poroto de
Argentina, ya que el uso de variedades resistentes es crucial para el manejo integrado de la
esclerotinia, especialmente bajo presion severa de la enfermedad (Miklas et al. 2013).

En las evaluaciones en invernadero también se encontré una interaccion

significativa entre los aislados locales de S. sclerotiorum y los genotipos de poroto, lo que
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sugiere que la respuesta a la resistencia fisiolégica a esclerotinia puede variar segin el
aislado de S. sclerotiorum. Por lo tanto, se acept6 la hipotesis de que “los aislados de
diferentes MCG de S. sclerotiorum presentan agresividad diferencial frente a determinados
genotipos de poroto”.

Fue fundamental evaluar los genotipos cubriendo las etapas vegetativas y
reproductivas para descartar genotipos que en evaluaciones tempranas aparentaron ser
resistentes (Viteri et al, 2015a). Aunque el Straw test es un método agresivo para evaluar
la resistencia fisiologica, la reaccién de estas lineas debe evaluarse a campo ya que las
evaluaciones en invernadero favorecen el crecimiento del hongo en condiciones 6ptimas,
situacion poco probable que se encuentre en el campo.

Los resultados generados en este estudio son valiosos para los programas regionales
de mejoramiento genético de poroto destinados a obtener variedades ampliamente
adaptadas con resistencia duradera, lo que contribuye al desarrollo de estrategias de
manejo sostenible para minimizar las pérdidas de rendimiento debido al esclerotinia en la

produccién de poroto.
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Tabla A1. Perfil de microsatélites de los 109 aislados de S. sclerotiorum.

Locus
Aislado Localidad 7-2 92 12-2 13-2 1064 114-4 83 36-4 92-4 MLH® MCG®
§S2 Oran 170 349 215 259 488 386 239 366 344 30 2
SS4 Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
SS5 Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
SS6 Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
SS7 Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
SS8 Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
SS9 Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§§10  Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§S11  Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§S12  Orén 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§S13  Orén 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§S14  Orén 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§S15  Ordn 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§§16  Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§§17  Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§§18  Oran 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§S19  Orén 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§S20  Orén 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§S21  Orén 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 3
§S22  Campichuelo 170 339 207 259 451 376 253 366 344 6 4
§§23  Campichuelo 170 339 207 259 451 376 253 366 344 6 5
§524  Campichuelo 170 339 207 259 451 376 253 366 344 6 5
§§25  Campichuelo 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 6
§526  Campichuelo 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 6
§S27  Campichuelo 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 6
§528  Campichuelo 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 6
§S29  Campichuelo 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 6
§S30  Campichuelo 170 339 207 259 488 363 234 366 344 7 7
§S31  Campichuelo 162 339 210 296 451 390 234 366 344 1 8
§S32  Campichuelo 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 9
§S33  Campichuelo 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 9
§§34  Campichuelo 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 9
§§35  Campichuelo 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 9
§§37  Pichanal 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 10
§S38  Pichanal 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 10
§S39  Pichanal 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 11
§S40  Pichanal 170 339 207 259 451 376 253 366 344 6 12
S$541 Pichanal 170 339 210 259 451 376 253 366 344 11 13
§S42  Pichanal 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 12
$543 Pichanal 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 14
§544  Pichanal 170 339 207 259 451 376 253 366 344 6 14
$545 Pichanal 170 339 207 259 488 363 234 366 344 7 14
§S46  Pichanal 170 339 210 259 488 363 234 366 344 12 14
§S47  Pichanal 170 349 210 277 488 390 239 366 344 21 12
§548  Pichanal 170 349 210 277 488 390 239 366 344 21 12
§549  Pichanal 170 349 210 277 488 390 239 366 344 21 12
§S50  Pichanal 170 349 210 277 488 390 239 366 344 21 12
§S51 Palma Sola 170 339 215 277 488 363 239 366 344 14 15
§§52  Palma Sola 170 339 215 277 488 363 239 366 344 14 16
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Tabla A1. (Continuacion).

Locus
Aislado Localidad 7-2 9-2 122 13-2 106-4 1144 83 36-4 92-4 MLH® MCG"
§S54 Palma Sola 170 339 215 277 488 363 239 366 344 14 16
SS55 Palma Sola 170 339 215 277 488 363 239 366 344 14 16
$S56 Palma Sola 170 364 215 277 451 386 239 366 344 3 17
§S57 Palma Sola 170 339 210 296 488 390 239 366 344 9 18
$S59 Palma Sola 170 349 215 277 488 363 239 366 344 26 16
§560 Palma Sola 170 349 215 277 488 363 239 366 344 26 16
§561 Palma Sola 170 349 215 277 488 363 239 366 344 26 16
§562 Palma Sola 170 339 210 277 488 390 239 366 344 10 19
$563 Palma Sola 170 349 215 259 488 386 253 366 344 29 19
5564 Palma Sola 170 349 207 277 488 390 234 366 344 16 19
$565 Palma Sola 170 339 215 277 488 363 234 366 344 13 20
$587 Gral. Ballivian 170 349 207 277 471 390 239 366 344 15 21
SS90 Gral. Ballivian 162 339 210 296 451 390 234 366 344 1 22
§593 Gral. Ballivian 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 21
§S95 Gral. Ballivian 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 21
§597 Gral. Ballivian 162 349 210 296 451 386 234 366 344 2 23
$599 Gral. Ballivian 170 339 207 277 488 386 239 366 344 4 24
§5100 Gral. Ballivian 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 24
§5101 Gral. Ballivian 170 349 207 277 488 386 239 366 344 17 24
§5102 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 24
§5103 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 25
§5104 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 26
§5105 Gral. Ballivian 170 349 210 277 451 386 253 366 344 20 27
§5106 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 28
§5107 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 28
§5109 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 29
§5110 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 30
§S111 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 30
§S112 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 390 239 366 344 21 30
S$S113 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 390 239 366 344 21 30
S$S114 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 390 239 366 344 21 30
§S115 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 30
§5116 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 30
§$S117 Gral. Ballivian 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 30
S$5118 Gral. Ballivian 170 339 207 259 488 363 234 366 344 7 31
S$5142 Tartagal 170 349 210 277 488 390 239 366 344 21 33
§$5143 Tartagal 170 349 210 277 488 390 239 366 344 21 34
$5144 Tartagal 170 349 215 259 488 376 253 366 344 28 35
§$5145 Tartagal 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 36
§$5146 Tartagal 170 349 210 277 471 376 239 366 344 19 37
§5149 Tartagal 170 339 207 259 451 376 253 366 344 6 38
S$S150 Tartagal 170 339 207 259 488 363 234 366 344 7 39
S$S151 Tartagal 170 349 210 296 488 386 239 366 344 18 40
§5152 Tartagal 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 41
S$S154 Tartagal 170 339 207 259 488 386 234 366 344 8 42
§S155 Tartagal 170 349 210 277 471 376 239 366 344 19 43
§5156 Tartagal 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 36
§5157 Tartagal 170 349 210 277 471 376 239 366 344 19 44
S$5158 Tartagal 170 349 210 277 488 376 239 366 344 22 44
S$5160 Tartagal 170 339 207 259 451 390 234 366 344 5 45
S$5164 Tartagal 170 339 207 259 488 363 234 366 344 7 41
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Tabla A1. (Continuacién).

Locus
Aislado  Localidad 7-2 92 12-2 132 106-4 1144 83 364 92-4 MLH* MCGP
§5165 Tartagal 170 349 210 277 488 386 239 366 344 23 41
§5168 Tartagal 170 349 210 296 488 386 239 366 344 18 41
§$5§170 Tartagal 170 339 207 259 488 363 234 366 344 7 47
§§171 Tartagal 170 349 210 277 488 390 239 366 344 21 48
§5172 Tartagal 170 349 215 277 488 376 253 366 344 27 49
§5173 Tartagal 170 349 210 259 471 376 239 366 344 24 50
§§175 Tartagal 170 349 215 259 488 376 253 366 344 28 52
§5176 Tartagal 170 349 210 259 488 390 239 366 344 25 51

aMLH: Haplotipo multilocus. PMMCG: Grupo de compatibilidad micelial.
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Figura A1. Mapa de calor (heatmap) de los valores del desequilibrio de ligamento (7;) de los siete loci de microsatélites de S. sclerotiorum por
poblacion, antes de la correcciéon de clones. Dentro de los cuadrados figura el valor P para su correspondiente 7.
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Figura A2. Mapa de calor (heatmap) de los valores del desequilibrio de ligamento (74) de los siete loci de microsatélites de S. sclerotiorum por
poblacién, después de la correccion de clones. Dentro de los cuadrados figura el valor P para su correspondiente 7.
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