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INTRODUCCION

En los ultimos afios, las infecciones virales en
cultivos de mandioca en Africa, han tenido
un efecto devastador sobre la produccion de
raices tuberosas y, en América, hay eviden-
cia de la apariciéon de varias enfermedades
virales que causan pérdidas de rendimiento
significativas (1).

Algunos de estos virus se han asociado con
distintos sintomas foliares, como por ejem-
plo el Cassava vein mosaic virus (CsVMV),

reportado Unicamente en Brasil (2) y el Cas-
sava common mosaic virus (CsCMV), con
amplia distribucién en Brasil, Colombia, Pa-
raguay, Africa y Asia y recientemente citado
en Argentina (3-7). Al menos uno de estos
patogenos, el Cassava frogskin-associated
virus (CsFSaV), esta asociado con sintomas
radiculares graves (enfermedad del “cuero
de sapo”). Este virus se distribuye en Brasil,
Venezuela, Costa Rica, Panama y Perq, y la
patologia en la que participa es la principal
limitante de la produccién de mandioca en
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Latinoamérica (8-10). Es una enfermedad
producida por un complejo viral en el cual
estarian involucradas distintas razas del reo-
virus CsFSaV, perteneciente al género Oryza-
virus y un fitoplasma, que al encontrarse en
infeccion Unica, no induce sintoma foliar, ni
radical en plantas indicadoras de mandioca
(1,11,12).

Los virus pertenecientes al género Oryzavi-
rus, poseen su genoma constituido por ARN
doble cadena (ARNdc), dividido en 10 seg-
mentos, y sus particulas son de aproximada-
mente 75-80nm de didmetro.
Recientemente, en Colombia, se han rea-
lizado estudios acerca de nuevas especies
virales que afectan al cultivo de mandioca.
Entre ellas, se encuentra el Cassava polero
like virus (CsPLV), perteneciente al género
Luteovirus, con particulas esféricas de 25-
30nm de didmetro, y el Cassava torrado like
virus (CsTLV) del género Torradovirus, cuyas
particulas son isométricas de 30nm de dia-
metro. El genoma es lineal, bipartito y de
simple cadena. Cada segmento de ARN es
traducido a poliproteinas, las cuales luego
son procesadas en una serie de pasos a pro-
teinas funcionales. EI ARN1 codifica protei-
nas necesarias para la replicacion, mientras
gue el ARN2 codifica la capside proteica. Un
estudio reciente revela que el CsTLV causa
sintomas foliares en la variedad de mandio-
ca “Secundina” (1).

En Argentina, hasta hace poco, no existian
antecedentes bibliograficos sobre virus de
mandioca; no obstante nuestras apreciacio-
nes en los cultivos de las principales provin-
cias productoras (7), permiten aseverar que
los mismos estdn presentes de manera ge-
neralizada y que, dada la intensidad de los
sintomas foliares que producen, podrian
provocar pérdidas en el rendimiento de rai-
ces tuberosas, que no se advierten debido a
la ausencia de patrones sanos de compara-
cion en las zonas de cultivo. Dada la necesi-
dad de dar solucién a esta problematica, la
propuesta de este trabajo fue el inicio y pro-

fundizacion de los estudios referidos a las vi-
rosis en las zonas productoras de mandioca
del pais. La multiplicacion agamica de la es-
pecie y el ingreso indiscriminado de material
de propagacidn desde otros paises, hace al-
tamente probable la ocurrencia de infeccio-
nes virales mixtas en mandioca. Al respecto,
en plantas infectadas por CsCMV pudieron
observarse sintomas conspicuos de mosaico
foliar, acompafiado por disefo lineal cloréti-
co alrededor de la nervadura central y pun-
tos cloréticos en toda la [dmina. Por tal moti-
vo, el objetivo de este trabajo fue identificar
molecularmente a otros patégenos, ademas
del CsCMV recientemente informado, invo-
lucrados en la variada sintomatologia obser-
vada en el cultivo.

MATERIALES Y METODOS

- Multiplex PCR

Se tomaron muestras de estacas de man-
dioca que presentaban sintomas de mosai-
co foliar y disefios lineales clordticos (Figura
1A) y mosaico foliar con deformacion de la
ldmina foliar (Figura 1B), las cuales fueron
convenientemente acondicionadas en inver-
nadero. Se extrajo ARN con el método CTAB
modificado (1). A partir del mismo se realizd
la transcripcidn reversa a ADN complemen-
tario (ADNc) empleando cebadores hexa-
meros que hibridan al azar (Invitrogen, Life
technologies. California, USA) y la enzima de
transcripcion reversa M-MLV (Promega Cor-
poration. Madison, USA) (1).

Se realizd multiplex PCR, con cebadores
especificos para: CsFSaV y CsPLV (mix 1)
y CsTLV ARN 1y 2 (mix 2) (1). Las reaccio-
nes se llevaron a cabo en un volumen final
de 25ul, conteniendo 2ul de cDNA; 5ul de
tampodn PCR 5x; 1,5ul de MgCL, 25mM; 2,5ul
dNTP mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 2,5mM y
0,5ul de GoTag® DNA Polymerase (Promega
Corporation. Madison, USA). La cantidad de
cebadores utilizados fue 1,2ul parael mix 1y
1,6ul para el mix 2.
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Figura 1. Clones de mandioca infectados con CsCMV de
diferentes origenes geograficos. (A) Proveniente de For-
mosa, se observa un patrén clorético lineal con forma
de anillo y sintomas de mosaico foliar, en algunos casos
con deformacion de la lamina foliar. (B) Proveniente de
Corrientes, con sintomas conspicuos de mosaico foliar y
puntos cloréticos.

Los productos amplificados se analizaron
por electroforesis en geles de agarosa (1,5%
p/v), tefiidos con bromuro de etidio (2ug/
ml), a fin de verificar la presencia de la banda
del tamano esperado, que en el caso del mix
1 era de 958pb (CsFSaV) y 1200pb (CsPLV), y
en el mix 2 de 850pb (ARN1)y 720pb (ARN2).
- Clonado y secuenciacion

Los productos de PCR obtenidos fueron uti-
lizados para su ligado en el vector pCR®
4-TOPO® (Figura 5), siguiendo las especifica-
ciones del fabricante (TOPO® TA Cloning Kit
for Sequencing, (Invitrogen, Life technologies.
California, USA). Las células competentes de
Escherichia coli, se transformaron por el mé-
todo de choque térmico (incubando a 429C
por 30 segundos) de acuerdo al protocolo de
Sambrook (13) y fueron sembradas en medio

LB (Luria Bertani) + ampicilina (100 ul/ml).
La presencia de los fragmentos de ADN viral,
se corroboré mediante PCR de colonias. De
los clones que amplificaron la banda del ta-
mano esperado, se eligieron de uno a tres y
se ajustaron a una concentracién minima de
200 ng/ul para ser enviados a la Unidad de
Gendmica de INTA Castelar para su secuen-
ciacion.

Las secuencias de nucleétidos deducidos
fueron comparadas con las de otros virus
previamente caracterizados, que estan dis-
ponibles en el National Center of Biotech-
nology Information (NCBI - www.ncbi.nlm.
nih). Para ello, se empled el programa Blast-
n (www.ncbi.nlm.nih/BLAST).

Los alineamientos multiples de las secuen-
cias de aminodcidos deducidos, se realizaron
con el programa Clustal W (www.ebi.ac.uk/
clustalw) y los arboles filogenéticos se ge-
neraron con el programa MEGA version 5.2
(www.megasoftware.net) (14), empleando
el método de neighbour-joining. La signifi-
cancia estadistica del orden de las ramas se
estimé realizando 2000 repeticiones del ali-
neamiento multiple original (bootstrap). Las
secuencias utilizadas para la construccién de
arboles se eligieron en funcién de las homo-
logias obtenidas en Blast-p.

En el caso de detectar CsFSaV, para el analisis
filogenético, se consideraron tres aislamien-
tos colombianos, cada uno correspondiente
a una variante del virus y provenientes de
distintas regiones de ese pais. La primera,
procedente de la Amazonia (Amazonas16A),
posible origen de la enfermedad; la segunda,
de Quilcacé, Cauca (FSD29A) y la tercer va-
riante, de la region de la costa (CostalA), la
mas diseminada en el pais colombiano (15).

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de las secuencias obtenidas de los
clones de E. coli transformadas con el pro-
ducto de PCR para el mix 2 (CsTLV ARN 2),
se encontré un 100% de identidad a nivel de
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Cuadro 1. Porcentaje de identidad de las secuencias de aminoacidos correspondientes al segmento RNA2 entre el aisla-
miento argentino de Cassava torrado-like virus (CsTLV-Ar) y un grupo selecto de torradovirus

Porcentaje de ldentidad

2 13 |l a5 6| 7 |8

1 (I 1000 4o, |50 |41 |408 |429 1382 | 1 | CSTLV-Ar
2 oo M 15: 429 (412 408 429 1382 | 2 | csTLV
3 1931 |93t N 458 |454 441 262 450 | 3 | LNLCV
4 11013 11013 |91s M 924 509 |971 |853 | 4 | TANV
5 11071 11071 1931 | so M s3> o916 870 | 5 | TCsv
6 11087 11087 1971 1109 | 125 NN 505 |s08 | 6 | Tov
7 11013 11013 1906 | 30 | 89 |11 N ss7 | 7 | Tmv
8 |1184 |118.4 |944 |164 | 143 |196 |15 M s | Trv

1 2 3 4 5 6 7 8

Las secuencias virales utilizadas fueron: el aislamiento de este trabajo (CsTLV-Ar) (KJ742698); CsTLV, Cassava torrado-like virus (AHA91818.1);
LNLCV, Lettuce necrotic leaf curl virus (AGR55592.1); TANV, Tomato apex necrosis virus (ABK33526.1); TCSV, Tomato chocolate spot virus
(YP_003097231.1); TCV, Tomato chocolate virus (ACU01026.1); TMV, Tomato marchitez virus (YP_001976149.1); TTV, Tomato torrado virus
(ACBA47565.1)

Cuadro 2. Porcentaje de identidad de las secuencias de aminoacidos correspondientes a la region que codifica el gen de-
pendiente de la ARN-polimerasa, entre el aislamiento argentino de Cassava frogsking-associated virus (CsFSaV-Ar) y un
grupo selecto de reovirus

Porcentaje de Identidad

1 1213 45|67
"!0'..”” B e R
........................... Amazonas‘lﬁA
£ 288 3| Costath
.......... ‘ CsFSaV-Ar

_________ : Cs FSaV

152%354%556%7

= ERE RS — E H it i s

Los virus estan representados por su acronimo: CsFSaV-Ar, Cassava frogsking-associated virus aislamiento argentino (KJ742699); CsFSaV,
Cassava frogsking-associated virus (ABA46925.1); RLV, Raspberry latent virus (YP_003934919.1); RRSV, Rice ragged stunt virus (AEC32884.1).
Las tres razas colombianas del CsFSaV se denominan segun la regién de procedencia: Amazonia (Amazonas16A), Cauca (FSD29A) y de la
Costa (CostalA)
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nucledtidos y aminoacidos deducidos (Cua-
dro 1) con el ARN 2 del Cassava torrado-like
virus recientemente secuenciado por Carva-
jal Yepes et al. (1) (N2 de acceso GenBank:
KC505251.1). Segun investigaciones recien-
tes, esta variabilidad en la deteccién del
CsTLV ARN 1 y ARN 2 sugeriria la presencia
de diferentes razas, infecciones mixtas y po-
siblemente redistribucién (1).

El arbol de la figura 2 se construyd con se-
cuencias de aminodcidos de un grupo se-
lecto de miembros del género Torradovirus,
gue mostraron homologia con el fragmento
del Cassava torrado-like virus aislado en este
trabajo.

El andlisis de las secuencias de los clones de
E. coli, transformadas con el producto de
PCR para el mix 1, exhibié un 99% de iden-
tidad a nivel de nucledtidos y aminoacidos
deducidos (Cuadro 2) con el segmento 4 del
aislamiento colombiano del reovirus Cas-
sava frogskin-associated virus (N2 de acce-
so GenBank: DQ139870.1). Se realizd una
tabla de distancias entre las secuencias de
aminodacidos deducidos del aislamiento ar-
gentino, incluyendo las de las tres variantes
colombianas, la depositada en el GenBank y
la de dos reovirus que afectan a arroz: Ras-
pberry latent virus (RLV) y Rice ragged stunt
virus (RRSV) (Cuadro 2) y, de esta forma, se
confirmd que el aislamiento argentino tiene
el mayor porcentaje de identidad con aquel
depositado en el GenBank, posiblemente el
mas difundido en Colombia, y con la variante
de la Costa (CostalA).

Utilizando regiones conservadas de aminoa-
cidos codificantes del gen ARN dependiente
de la ARN-polimerasa, los andlisis filogenéti-
cos confirmaron que el aislamiento argenti-
no se agrupd con el colombiano del CsFSaV,
y que ambos exhibieron estrecha relacién
con el Rice ragged stunt virus (RRSV), perte-
neciente al género Oryzavirus, miembro de
la familia Reoviridae. Esto mismo fue demos-
trado en los estudios de Calvert et al. (12) y
Carvajal Yepes et al. (1) (Figura 3).

Tanto el CsTLV como el CsFSaV, fueron en-
contrados en co-infeccion con CsCMV, en
muestras de mandioca provenientes de Co-
rrientes y Formosa, respectivamente. Ello
explicaria los sintomas de mosaico foliar que
presentaba la planta infectada con el reovi-
rus, ya que el mismo no induce sintomato-
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Figura 2. Arbol filogenético de los torradovirus que se
agrupan con el fragmento aislado en este trabajo, el cual
se indica con un punto negro. El arbol se construyé con
MEGAS.2, empleando secuencias de aminoacidos. El nu-
mero de ramas indica el porcentaje de repeticiones ob-
tenidas en el analisis de bootstrap (2.000 repeticiones) y
la barra de escala indica las sustituciones de aa por sitio.
Las secuencias utilizadas fueron las mismas que las del
Cuadro 1.

100 Amazonas16A
‘39| |F8029A
5 CostalA
1fl@ csFsav-Ar
CsFSaV

RRSV
RLV
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Figura 3. Arbol filogenético de los reovirus que se agru-
pan con el fragmento secuenciado en este trabajo (indi-
cado con un punto negro). El arbol se construyé con el
programa MEGAS5.2, empleando secuencias de aminoa-
cidos que codifican para un gen dependiente de la ARN-
polimerasa, alineadas en CLUSTALW; el nimero de ramas
indica el porcentaje de repeticiones obtenidas en el ana-
lisis de bootstrap (2.000 repeticiones) y la barra de escala
indica las sustituciones de aa por sitio. Los nombres de
los virus se indican con su acrénimo. Las secuencias utili-
zadas son las mismas que las del Cuadro 2.
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logia en la parte aérea en infecciones sim-
ples. Por otra parte, en el clon infectado con
CsFSaV y CsCMV, no se registraron sintomas
radicales pues las muestras fueron tomadas
de pequeias estacas no enraizadas.

Las infecciones virales mixtas podrian inte-
ractuar de maneras inesperadas, incluyendo
sinergias y antagonismos entre los agentes
intervinientes, y la comprension de estas in-
teracciones es relevante para la prediccidn
de la patogénesis viral, evolucién del virus
y para desarrollar estrategias de control efi-
cientes (1). La enfermedad del mosaico de la
mandioca, en Africa, y la enfermedad de la
batata (Sweet potato virus Disease), en todo
el mundo, son ejemplos de enfermedades de
origen natural de virus sinérgicos con efectos
devastadores en la produccion (1).

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, se
puede concluir que el reovirus CsFSaV se
encuentra infectando cultivos de mandioca
de la provincia de Formosa y que el torra-
dovirus CsTLV, recientemente caracterizado
en el CIAT, esta presente en la provincia de
Corrientes. Teniendo en cuenta que ambos
patégenos se asocian con la enfermedad
“cuero de sapo”, se considera relevante la
observacién exhaustiva de sintomas radi-
culares, dado que dicha patologia estd pre-
sente en paises limitrofes (Brasil y Paraguay)
desde donde es corriente el ingreso de ma-
terial de plantacién de mandioca.

Dada la dispersion generalizada de las enfer-
medades virales en las regiones producto-
ras, resulta crucial continuar con los estudios
pertinentes a diagndstico, caracterizacion,
epidemiologia, relevancia econdmica y ma-
nejo de agentes causales de dichas virosis en
cultivos de mandioca en nuestro pais.

Por otra parte, es relevante investigar la na-
turaleza de las interacciones que ocurren
entre los patdgenos involucrados en infec-
ciones mixtas.
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INTRODUCCION

La mandioca (Manihot esculenta), cuyo cen-
tro de origen genético se encuentra en la
cuenca amazonica (1), adquiere particular
importancia en regiones tropicales y subtro-
picales del mundo, que van desde el nivel
del mar hasta los 1800 m.s.n.m. En la actua-
lidad, es el cuarto cultivo alimenticio en im-
portancia luego del arroz, trigo y maiz (2), y
un componente basico en la dieta de mas de
1000 millones de personas.

Se destaca por su singular versatilidad de
aplicaciones, debido a la explotacién comer-
cial de todas sus partes. El principal produc-
to son sus raices, proveedoras de energia y
nutrientes tanto para animales como para
humanos, las cuales constituyen la segun-
da fuente de almiddn, luego del maiz (2).
Segun sus usos principales, las raices tube-
rosas pueden dirigirse a cuatro sectores del
mercado: frescas o procesadas para consu-
mo humano; procesadas para producir hari-
na seca; como materia prima en la industria
productora de alimentos balanceados para

animales, y como producto intermedio para
fines no alimenticios (industria farmacéuti-
ca, de adhesivos, quimica, textil y papelera)
(1). Otros érganos importantes de la planta
son los tallos, que proveen estacas para la
propagacién comercial del cultivo, y las ho-
jas que constituyen una excelente fuente de
proteinas, minerales y vitaminas, lo que per-
mite su inclusién en la alimentacion humana
y en la dieta de animales (2).

En agricultura, la mandioca es manejada
como un cultivo anual; sin embargo, el he-
cho de que sea perenne le confiere cierta
rusticidad pues, al no tener un periodo fe-
noldgico vulnerable, es resistente a condi-
ciones adversas, principalmente estrés hi-
drico (2). La ventaja comparativa con otros
cultivos mas rentables es su capacidad para
crecer en suelos acidos, de escasa fertilidad,
con precipitaciones espordadicas o largos pe-
riodos de sequia (3).

En nuestro pais, el cultivo de mandioca esta
localizado en la region noreste, donde la pro-
vincia de Misiones posee la mayor superfi-
cie cultivada (aproximadamente 25.000 ha)
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