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DETECCION E IDENTIFICACION POR ELISA Y RT-PCR DE CA SSAVA

COMMON MOSAIC DISEASE Y DEL AGENTE CAUSAL Cassava common

mosaic virus (Genus:Potexvirus) EN CULTIVOS DE MANDIOCA ( Manihot
esculenta) DE LA REGION DEL NORDESTE ARGENTINO (NEA)
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Resumen

La mandioca, de origen americano, es el cuartavoudilimenticio en el mundo y
posee gran importancia para la seguridad alimentgripotencialidad de uso industrial en
provincias del NEA. Su propagacion vegetativa prmiantener genotipos de alto valor
agronomico; sin embargo favorece la transmisiopatégenos virales de una generacion a
otra de cultivo, con los consiguientes dafios gmdduccion. Recientemente, en nuestro pais,
se confirmd la asociacion de CsCMV con alta inciierde sintomas de la enfermedad
conocida como Cassava Common Mosaic Disease (CCéfDla region NEA. En este
estudio, se informa sobre la incidencia de estgsyiel primero citado en Argentina, agente
causal de CCMD en cuatro provincias productorasespondientes a la mencionada region.
Estas investigaciones confirman la amplia distiiluale CsCMV y ademas constituyen un
avance en el monitoreo, prevencion y/o manejo éafermedad CCMD.
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Introduccion

La mandioca, euforbidcea de origen americano] esato cultivo alimenticio en
importancia luego del arroz, trigo y maiz (CeballpsHershey, 2012). Es cultivada
principalmente por pequefios productores de bajosirges, por sus raices tuberosas
amilaceas, empleadas en alimentacién humana y bypieraindustria. El cultivo, en nuestro
pais, esta localizado en el Nordeste, donde lanmiavde Misiones posee la mayor superficie
cultivada (alrededor de 25.000 ha) y también la reéevante actividad industrial instalada.
Le siguen Corrientes y Formosa, con 1.880 y 1.625réspectivamente, utilizadas para el
autoconsumo y, eventualmente, para renta. Porrge} @haco destina 1.000 ha a este cultivo,
empleado principalmente para autoconsumo, y una®spproductores lo realizan como
actividad rentable.

Por ser una especie que comercialmente se progagsadera agamica (estacas de
tallo) es afectada por patdgenos sistémicos, &rgrgue merecen especial atencion los virus,
ya que tienden a acumularse en sucesivos ciclasiltieo, con significativas consecuencias
en los rendimientos y en la calidad de raices tgas: Diversos patégenos virales han sido
reportados infectando mandioca (Leggal, 2015). En Argentina, hemos reportado alta
frecuencia de CsCMV en plantas enfermas con CCMDOFéD et al, 2015). En este reporte,
confirmamos la alta incidencia del mismo y ampliamebanalisis en todas las provincias del
NEA afectadas con la enfermedad.

Materiales y Métodos

Fuente de inéculoSe colectaron aleatoriamente, plantas de mandieddiferentes
lotes de cultivo de las provincias de Misionesnk@sa, Corrientes y Chaco, durante los afios
2014 a 2015. Para las pruebas de deteccion, seciommestras foliares de todas las estacas
colectadas, las cuales fueron mantenidas en imdernaen condiciones controladas de
temperatura y humedad. Las mismas exhibieron sagaia mosaico con diferente grado de
intensidad.

Purificacién viral Para la misma se parti6 de hojasNdlebenthamianacosechadas
25-30 dias después de la inoculacién mecanicaxtoacto de hojas de un clon de mandioca
fehacientemente infectado con CsCMV. Al final delgeso, se obtuvieron cuatro bandas en
un gradiente continuo de sacarosa las que, luegextlaidas, se ultracentrifugaron. Los
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pelletsfueron resuspendidos en tampon fosfato de soflibM,y se determiné la absorbancia
entre 260 y 330 nm, para calcular pureza y conaeigim viral y, ademas, se realizaron
observaciones de cada banda al microscopio elérén

Serologia A los fines de obtener un antisuero policlonaapasCMV, se inyecto el
virus purificado emulsionado con adyuvante comptietd-reund en una condjew Zealand
(aplicaciones intradérmicas mdultiples) del virusrifieado. A los 28 dias, la segunda
inyeccion (virus purificado + adyuvante incomplek® Freund) se aplicé via intramuscular.
Se efectuaron tres sangrias a los 20 dias der#naiy a los 14 y 22 desde la segunda
inyeccion, respectivamente.

Para el diagnéstico serologico, se empled la tacéc DAS-ELISA. El antigeno fue
macerado en tampadn extraccion, en relacion 1/189. (p

Las lecturas de 405nm 44 se registraron mediante un espectrofotOmetracedrt
(Dynatech LaboratorigsModelo MRX), a partir de los 15 min de puestosestrato y a
intervalos de 15 min. Para el andlisis, se con§idetiempo de incubacion en sustrato en el
cual fue maxima la diferencia entre la lectura dg; Ae los testigos sanos y enfermo. Los
resultados se analizaron teniendo en cuenta eb uitico, calculado a partir de seis plantas
libres de CsCMV provenientes de un clon de mandiaceado, a través de cultivovitro de
meristemas caulinares.

Pruebas molecularesPara realizar la deteccion por RT-PCR se extAdgN del
material vegetal con el método CTAB modificado pfaogas de mandioca (Carvajal-Yeprs
al., 2014) y la sintesis del ADN complementario sdizéacon cebadores hexameros que
hibridan al azar (Invitrogen,ife technologiesy con la enzima de retro-transcripcion M-
MLV (PromegaCorporation.

El CsCMV se detect6 empleando cebadores univerpal@spotexvirus siguiendo la
descripcion de Di Feet al. (2015). Para confirmar los resultados de ELISA WACR,
algunos de los productos de PCR fueron secuenciados

Para la clonacién, se emple6 el vector pGEM®-T Esigiyiiendo las especificaciones
del fabricante (Promeg&orporation Madison, USA). Las secuencias de nucledtidos
deducidos fueron comparadas con las de otros pimeiamente caracterizados, que estan
disponibles en Genbanklational Center of Biotechnology Informatioempleando el
programa BLATSN y BLASTX (www.ncbi. nlm.nih/BLAST).

Resultados

Purificacién viral Las determinaciones espectrofotométricasso(A& Azsg) Y las
observaciones al microscopio electronico de lagiimobtenidas, permitieron concluir que la
inferior exhibio alta concentracion de virionesagregados y adecuada pureza, por lo que se
la escogi6 para producir el antisuero.

Diagnostico serolégicoDe un total de 109 muestras procedentes de Fargnd49,
de Misiones, 92,7% y 70,6% estuvieron infectadas@eCMV (Tabla 1). Por otra parte, en
Corrientes se determiné que, de siete plantasagtedlas, sélo una resultdé negativa para
CsCMV. En Chaco, las 10 plantas evaluadas resnl{awsitivas para el virus.

Tabla 1. Muestras de Formosa y Misiones, analizgoas DAS-ELISA con CsCMY

FORMOSA MISIONES
L NuUmero de plantas NuUmero de plantas NUmero de plantas  NUmero de plantas
otes . Lotes .
muestreadas infectadas muestreadas infectadas
1 19 11 1 11 11
2 16 16 2 16 13
3 17 17 4 1 1
4 14 14 5 10 2
5 8 8 7 6 4
6 9 9 8 3 1
7 14 14 9 5 4
8 2 2 10 3 2
9 10 10 11 5 3
- - - 12 26 10
- - - 13 33 33
Total 109 101 (92,7%) | Total 119 84 (70,6%)
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Validacion por RT-PCR y secuenciacion de los resiols.De un total de 45 plantas
probadas por RT-PCR, el 75,6% se encontraba imfectmn CsCMV, todas ellas con
sintomas de mosaico foliar de distinta intensitlad.resultados obtenidos coincidieron en un
100% con los de DAS-ELISA, tanto en los positivomo negativos.

Fueron seleccionados 10 productos de PCR con cedsadaniversales para
potexvirus, que se enviaron a secuenciar a MacriogefiKorea).

Los resultados de la secuenciacion por BLASTN, iomairon las secuencias de los
productos amplificados por PCR. En la tabla 2, segstra el porcentaje de identidad que
presentan comparadas con la secuencia que mosyor reemilitud, pre-existente en el
GenBank, lo que nos permite confirmar la identidadCsCMV amplificado por PCR.

Tabla 2. Similaridad en nucleétidos (nt) y amindasi (aa), respectivamente, con la
secuenciaCassava common mosaic virasslado Parana (Genbank JF913280.1) con los
clones secuenciados

Clon  Similaridad (%)

nt/aa
1A 94/99
2A 93/99
3A 94/99
5A 90/99
6A 88/98
7A 89/99
8A 89/99
9A 89/99
10A 92/98
11A 90/99

De las distintas enfermedades que afectan alow# mandioca, solo algunas tienen
probada etiologia viral. Las mas importantes, poraka incidencia y severidad de los
sintomas, son causadas [assava mosaic viru€GenusBegomovirup y Cassava brown
streak virus(Genuslpomovirug, en Africa (Legget al, 2015). En las Américagassava
common mosaic viruss el agente causal de CCMD (Caledral, 2012). CsCMV y CCMD
han sido oficialmente reportados en México (EliioZettler, 1986), Venezuela (Chaparro-
Martinez y Truijillo-Pinto, 2003), Colombia, Brasjyl Paraguay (Calveret al, 2012) y
recientemente en Argentina (Di Febal, 2015).

La propagacion vegetativa de la mandioca, a traeesamas procedentes de unas
pocas plantas madres, favorece la distribuciornvierdida de patégenos sistémicos, resultando
en una alta incidencia de algunos de ellos, con@s€IMV. Ademas, este virus es facilmente
transmisible a través de herramientas (Caleerl, 2012). El intercambio de material de
propagacion entre provincias y su ingreso desdeepdimitrofes como Brasil y Paraguay,
aumenta la posibilidad de diseminacion de éstegtms virus.

La alta frecuencia de CsCMV y de la enfermedadéb@ausada, en las provincias
del NEA sugiere que el manejo de material de pragi@ag resulta inapropiado, pues facilita
su diseminacion.

La alta similaridad de las secuencias obtenidagste trabajo, con el aislado de
Parana (Brasil) disponible en GenBank, podria esfacionado con un posible ingreso de
estacas para plantacion desde el pais limitrofe.

Al comparar los resultados de RT-PCR y ELISA, sdude que la prueba serologica
es un método eficiente y sensible en la detecad@CMV, dada la inexistencia de falsos
positivos/negativos en el indexado del materiakrisuero de produccién local es altamente
sensible y especifico.

La observacion de gran variabilidad de sintomasaris y los diferentes porcentajes
de plantas infectadas con CsCMV en las distintas/ipcias del NEA, podrian estar
indicando presencia de otros agentes patogénipostados en mandioca (Carvajal-Yepes
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al., 2014) cuya interaccion con CsCMV produciria tec® de acumulacion de este virus en
la planta.

Conclusién

La profundizacion en las investigaciones permitidagar sobre la naturaleza de las
patologias virales y establecer medidas de manefegrado adecuadas, que se
complementaran con la produccion y distribucion pepagulos de sanidad controlada,
obtenidos por cultivin vitro de meristemas combinado con termoterapia. Se detiender
estos métodos a otros virus reportados en la regi@obre todo, investigar cambios en la
incidencia de los mismos (incluyendo plantas hosged intermediarias). El uso de
herramientas bioinforméticas brindard mas infordacacerca de la epidemiologia de
distintas cepas de estos virus y las posibles égede infeccion. Hasta tanto esto pueda
implementarse, se recomienda, en lo posible, mida cultivos con material propio de
propagacion, a los fines de evitar la introducciorispersion de patdgenos virales no
presentes en el lote de produccion, ya que, dedmaenuestros estudios y a observaciames
sity, las virosis de mandioca poseen alta prevalendizcidencia en todas las provincias
productoras del NEA.
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