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Resumen y Abstract IX

Resumen

La enfermedad del mosaico comun de la yuca CCMD puede causar pérdidas de hasta el
30% en la produccion. Esta enfermedad es causada por el virus del mosaico comudn de la
yuca (CsCMV; familia: Alphaflexiviridae) que ha sido registrado en varios paises de
Surameérica; sin embargo, la diversidad genética y el estado actual del virus en Colombia
es desconocido. El objetivo de este trabajo fue determinar la diversidad genética en este
virus y el estado actual del CsCMV en dos departamentos de Colombia (Sucre y
Amazonas). En este estudio se evaluaron 217 genotipos de yuca procedentes del
campo y 61 accesiones de la coleccion del Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT). Se realizaron pruebas biologicas observandose variabilidad de sintomas propios
del CsCMV, pruebas serolégicas y moleculares con las cuales se detecto la presencia de
este virus en infecciones simples y en infeccion mixta con otros virus en plantas de yuca,
estableciéndose un nuevo método de diagnéstico por RT-PCR para el CsCMV. Se
caracterizaron dos genomas virales completos y se reportaron secuencias virales
parciales correspondientes a la replicasa viral (RdRp) y la proteina de la cubierta (CP).
De acuerdo con los andlisis filogenéticos sobre las secuencias de la RdRp, se evidencid
una alta diversidad nucleotidica (11=0,08863) que demarca variabilidad. Las evidencias
halladas en este estudio sugieren que existe una amplia diversidad en el CsSCMV y que la

presién ambiental juega un importante papel en la evolucién de este virus.

Palabras clave: Secuencias, Potexvirus, filogenia, diversidad, serologia,

cebadores, retro-transcripcion.
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Abstract

Cassava common mosaic disease (CCMD) can cause up to 30% of yield lost. This
disease is caused by the common mosaic Cassava virus (CsCMV; family:
Alphaflexiviridae) which has been registered in several South American countries.
However, the genetic diversity and the current status of the virus in Colombia is still
unknown. The objective of this study was to assess the genetic diversity of this virus and
the current status of the CsCMV in two Colombian departments (Sucre and Amazonas).
We evaluated 278 cassava genotypes collected from the field, 61 of them from the
International Center of Tropical Agriculture (CIAT) collection. We inoculated the virus in
susceptible host plants, and observed variability in the CsCMV characteristic symptoms,
suggesting that there is variability in the virus. Also, we evaluated the presence of the
virus in single and mixed infections with other virus in cassava genotypes by performing
serological and molecular tests, and aCsCMV new diagnostic method based on with RT-
PCR was developed. We characterized two complete viral genomes and reported partial
virus sequences corresponding to the viral replicase (RdRp) and the coat protein (CP).
The phylogenetic analysis with the viral RdRp sequences and the high nucleotide
diversity (11=0.08863) suggested a high virus genetic diversity, and an overall tendency
for high mutation rate, which does not affect the function of the protein (X/Y=Z). We
suggest that the selection force acting on the virus from the CIAT’s collection is neutral,
meanwhile the for field genotypes they have a selection purifying tendency. This

difference in type of selection may be possibly due to environmental pressure.

Keywords: Sequences, Potexvirus, philogeny, diversity, serology, primers, retro-

transcription.
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Introduccioén

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un arbusto perenne de la familia Euforbiaceae. M.
esculenta es endémica del hemisferio occidental, se encuentra principalmente en los
tropicos secos. En cuanto a su genética es una especie exogamica que posee (2n = 36)
cromosomas y es considerada una especie anfidiploide (ElI-Sharkawy, 2004). Debido a su
tolerancia inherente en ambientes inhospitos, donde otros cultivos alimentarios no
sobreviven, este cultivar se considera una fuente para la seguridad alimentaria contra el
hambre, ya que requiere de cuidados minimos para su cultivo (ElI-Sharkawy, 2004).

Sin embargo en este cultivo se presentan varias enfermedades causadas por patdégenos
gue limitan la produccién, tales como hongos, bacterias, fitoplasmas y virus, estos ultimos
son patégenos obligados que se multiplican sélamente dentro de las células del
hospedante que infectan, generalmente en forma sistémica, por consiguiente estan
presentes en todos los tejidos del hospedante infectado. Pueden diseminarse a otras
plantas sanas, segun la forma de transmision y/o de la dinAmica de sus vectores (Smith,
1977). Dentro de los virus que afectan a este cultivo se encuentran los virus de
trasmision mecénica como el virus del mosaico comun de la yuca (CsCMV acronimo por
su nombre de especie en inglés Cassava common mosaic virus). Este virus fue
registrado por primera vez en el sur de Brasil (Silberschmidt, 1938), y ha sido registrado
en varios paises de América del sur tales como Paraguay, Venezuela, Colombia y en
Argentina (Difeo et al., 2015). Existe también un registro para Africa y otro para Asia
(Chen et al., 1981).

El principal sintoma causado por el CSCMV es un mosaico con manchas cloroéticas en las
hojas, delimitadas principalmente en las venas, que puede llevar a pérdidas de mas del
60% en la produccion anual de la yuca (Calvert et al., 1996),

En el Centro Internacional de Agricultura tropical (CIAT) en Colombia se cuenta con
algunasaccesiones de plantas de yuca provenientes de Argentina Brasil, Paraguay y
Colombia, las cuales presentaron sintomas variados relacionados con la enfermedad del
CCMD. Estas accesiones han sido mantenidas bajo condicione controladas por varios

afos; por ende, el objetivo de este trabajo fue realizar pruebas bioldgicas, seroldgicas y
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moleculares del CsCMV en estos materiales y en materiales colectados en el campo,
para determinar la diversidad genética en este virus en latinoamérica, la cual es aun
desconocida, y ademas verificar el estado actual del CsCMV en dos departamentos
productores de yuca en Colombia (Sucre y Amazonas), ya que el ultimo registro de esta
enfermedad en Colombia fue en 1996. Adicionalmente, con este estudio se disefid un
método de diagndstico por RT-PCR especifico para este virus equivalente a la prueba de
ELISA.
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1.1 Yuca (Manihot esculenta Crantz)

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un arbusto perenne de la familia Euforbiaceae.
Esta familia estd constituida por unas 2.700 especies que se caracterizan por el
desarrollo de vasos laticiferos. En cuanto a su genética es una especie exogamica que
posee (2n = 36) cromosomas Yy es considerada una especie anfidiploide (EI-Sharkawy,
2004).

El nombre cientifico de la yuca fue dado inicialmente por Crantz, en 1766.
Posteriormente, fue clasificada nuevamente como dos especies diferentes (Pohl, 1827 y
Pax, 1910), dependiendo si se trataba de yuca amarga M. utilissima o dulce M. aipi.
Finalmente se propone que la especie M esculenta sea dividida en tres subespecies: M
esculenta, M flavellifolia y M peruviana, sugiriendo que estas dos ultimas subespecies
son formas silvestres de la versién cultivada M. esculenta subespecie esculenta (Allem,
1995).

Respecto a su procedencia se cree que el centro de origen de la yuca es la region
amazobnica de Brasil, con la dispersion de miles de afios atrds a las zonas colindantes,
también se considera el sureste de México como una posible regién de origen o de gran
diversidad de este cultivar (Rubatzky &Yamaguchi, 1997). A la fecha se han descrito
alrededor de 98 especies del género Manihot de las cuales sélo la yuca tiene relevancia
econdémica y es cultivada. Su reproducciéon alégama y su constitucion genética altamente
heterocigética constituyen la principal razén para propagarla por estacas y no por semilla
sexual (Ospina & Ceballos, 2002).

Actualmente la yuca es considerada el sexto cultivo mas importante del mundo, siendo la
principal fuente de alimento para mas de 800 millones de personas en las zonas
tropicales y subtropicales de Africa, Asia y América Latina (FAO, 2013). La produccion
mundial de yuca se sitta alrededor de 203 millones de toneladas de raices frescas y un

rendimiento promedio 10,9 t ha-1. Mas de la mitad de las areas dedicadas al cultivo de la
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yuca se encuentran en Africa, un 30% en Asia y el 15% restante en América Latina
(Ceballos et al., 2004; FAOSTAT, 2013).

Esta planta se cultiva principalmente por su importancia nutricional e industrial. Por su
valor alimenticio es cultivada principalmente por pequefios agricultores con limitaciones
economicas, pues tanto sus raices como sus hojas son aprovechadas para el consumo
humano y de ganado animal. Para la industria, sus raices producen una gran cantidad de
almidon facilmente extraible que es utilizado como bio-combustible. El tallo de la yuca es
una fuente muy eficiente y eficaz de la materia prima en la fabricacion de gasificadores
de tiro descendente para la generacion de electricidad (Phalla & Preston, 2004).

La yuca tiene la capacidad de crecer en suelos &cidos, de escasa fertilidad, con
precipitaciones esporadicas o largos periodos de sequia, por tanto este cultivar se
considera una fuente de la seguridad alimentaria contra el hambre (El-Sharkawy, 2004).

1.2 Virus

Los virus son entidades genéticas consideradas patégenas obligadas, que se multiplican
solamente dentro de las células del hospedante que infectan, generalmente en forma
sistémica, y por consiguiente estan presentes en todos los tejidos del hospedante.
Pueden diseminarse a otras plantas sanas, seguin la forma de transmisién y/o de la
dindmica de sus vectores (Smith, 1977)

Los dos componentes basicos de los virus son: el acido nucleico, que puede ser
ribonucleico (ARN) o desoxirribonucleico (ADN) y su proteina de cubierta (capsémero); a
la suma del &cido nucleico mas la proteina se le denomina nucleocapside. El acido
nucleico constituye el genoma del virus, es decir, alli se encuentran los genes que
gobiernan las caracteristicas del virus. El tamafio y forma de las particulas son
propiedades generales de los genomas virales, que pueden organizarse de forma
monopartita, bipartita, tripartita o multipartita, dependiendo de la cantidad de &cidos
nucleicos que lo integran.

La mayoria de los virus que infectan las plantas son virus de ARN de cadenas sencilla de
polaridad positiva (ARNss+) (Ball, 2007). Aunque también se encuentran virus de ARN
de cadena sencilla con polaridad negativa (ARNss-), virus de ARN de doble cadena
(dcARN) y virus de ADN de cadena sencilla como de doble cadena siendo estos ultimos

los menos abundantes.
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Estos patégenos son muy pequefios, pueden ser observados sélo con el microscopio
electrénico. Su tamafio se expresa en nandémetros nm (1 nandémetro = 0.000001 mm).
Los virus realizan muchas funciones diferentes durante el ciclo viral que involucran la
infeccién y replicacién. En la replicacién viral generalmente se ven involucrados 3
dominios; el dominio RdRp o Pol (ARN dependiente del ARN replicasa), el dominio Hel
(Helicasa viral) y el dominio Met (Metil-transferasa).

Los dominios mencionados anteriormente suelen estar presentes en proteinas
codificadas por el propio virus y se distribuyen de forma modular. Asi, el dominio RdRp
esta contenido en la replicasa viral, pero el resto del dominio (Hel y Met) pueden estar
incluidas en esta misma molécula o distribuidos en otra proteina auxiliar de la replicacion
(Stange, 2006), las cuales favorecer la seleccion del reclutamiento de ARN viral y mediar
en la estabilidad, el ensamble y la localizacion intracelular del complejo replicativo (Nagy
& Pogany, 2006).

El movimiento y distribucion del virus a través de la planta hospedante puede llevarse a
cabo lentamente, desde el sitio de inoculacidbn hasta otras células a través de los
plasmodesmos modificados por las proteinas de movimiento del agente viral, o de
manera mas rapida (centimetros/hora) desde las células epidermales a las células del
mesofilo para posteriormente alcanzar los tejidos vasculares para la infeccién sistémica,
generalmente en el floema, o en forma masiva hacia los tejidos de crecimiento rapido.
Sin embargo, la distribucién final de los virus en los tejidos u 6rganos de una planta
puede no ser uniforme y es influenciada por el tipo de virus, el hospedante y la
interaccion entre ambos (Agrios, 1970; Matthews, 1992; Scholthof, 2005).

Los sintomas principales de enfermedades causadas por virus generalmente afecta la
fisiologia de la planta. Las plantas infectadas con virus pueden presentar sintomas
locales que generalmente ocasionan reducciones agronémicas, como también sintomas
sistémicos que son méas importantes. El sintoma mas comun producido por una infeccion
viral es la reducciéon de la tasa de crecimiento y diferentes grados de reduccién del
rendimiento total como el acortado del periodo vegetativo del cultivo. Los sintomas se
pueden presentar en estructuras como hojas, tallos, flores, frutos y raices (Carrington et
al., 1996), y en algunos pueden ser virus latentes y hospedantes asintomaticos
respectivamente. Sin embargo, algunas infecciones virales pueden parecer sintomaticas
temporalmente bajo condiciones dadas, como en las altas o bajas temperaturas; en este
caso, se trata de sintomas enmascarados por condiciones medioambientales (Stange,
2006).
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1.2.1 Interacciones Planta-Virus

Tedricamente, los virus pueden infectar todas las especies de plantas tanto cultivadas
como silvestres. Sin embargo, los rangos de hospedantes de cada virus son variables,
pudiendo ser muy reducidos o muy amplios. La susceptibilidad o resistencia de las
especies y cultivares vegetales a los virus estd determinada principalmente por el
genotipo del hospedante. Las plantas poseen mecanismos activos y pasivos para
prevenir la infeccion viral. Las defensas pasivas se dan cuando la planta no produce uno
o0 mas de los factores requeridos para la replicacién del virus y su dispersién en el
hospedante. Las defensas activas incluyen la deteccion y destruccion de células
infectadas con el virus, y son producidas por genes de resistencia especificos en la
planta. Normalmente, los genes de resistencia son efectivos solamente contra un virus en
particular. El sistema de defensa vegetal, conocido como silenciamiento por ARN (“RNA
silencing”), detecta y degrada las moléculas de ARN viral (Wassenegger & Pélissier,
1998).

Dependiendo de la combinacion especial de virus y hospedante, y de las condiciones
ambientales, la respuesta vegetal a una infeccién puede ser desde asintomatica hasta
enfermedad severa y muerte de la planta. En algunos casos, en el lugar de infeccién se
desarrollan lesiones localizadas (pequefios puntos clorgticos y necréticos). La mayoria de
los sintomas inducidos por los virus pueden darse también debido a condiciones
ambientales adversas y a enfermedades causadas por otros agentes fitopatégenos
(Gergerich & Dolja, 2006).

1.2.2 Clasificacién de los virus

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) comenzé a disefiar y poner en
practica normas para la denominacion y clasificacion de los virus a principios de la
década de 1970, un esfuerzo que continla hasta el presente. El ICTV es el Unico
organismo al que la Unién Internacional de Sociedades Microbiologicas con la tarea de
desarrollar, perfeccionar y mantener una taxonomia virus universal.

Para el 2007los virus se habian clasificado en 20 familias y 71 géneros, con otros 17
géneros sin que todavia se asignaran a familias adecuadas (Mayo & Brunt, 2007). Los

virus se pueden dividir en forma general en dos grupos basados en la naturaleza de su
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genoma; virus de ARN y virus de ADN. Los virus de ARN se dividen en virus de cadena
sencilla (ss) sentido (+), y antisentido (-) y virus de ARN de doble cadena (ds). Los virus
de ADN que son menos numerosos en comparacion con los virus de ARN, se dividen en
virus de ADNss (+), y de transcripcion inversa y virus ADNds. Otras caracteristicas
importantes que se utilizan para la identificacién, clasificacion y diferenciacion de virus en
plantas y sus diferentes cepas, es la morfologia de las particulas virales, la presencia de
envoltura, las propiedades inmunolégicas, la proteina de la cubierta (capside) y la
presencia de la proteinas asociadas al virus (Mayo & Brunt, 2007).

1.2.3 Virus de yuca

Mas de 25 especies de virus han sido registrados infectando el cultivo de la yuca en el
mundo. En Africa la principal enfermedad es el mosaico de la yuca causado por
diferentes especies y variantes del African cassava mosaic virus (ACMV, familia
Geminiviridae, género Begomovirus) (Thottappilly et al.,, 2003). La enfermedad del
estriado marron de la yuca (Cassava brown streak disease (CBSD) por sus siglas en
inglés) causada por los virus (CBSV Cassava brown streak virus; familia Potyviridae,
género Ipomovirus) ha adquirido importancia por su rapida diseminacion y el nivel de
dafio que ocasiona, constituyéndose en el virus de mayor alerta para la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién - FAO (FAO, 2010). El virus
latente Cassava lvorian baciliform virus (CIBV, género Anulavirus, familia Bromoviridae)
(Fargette et al., 1991; Scott et al., 2014) se han registrado en Costa de Marfil en Africa.
En Asia se registran principalmente los Begomovirus Indian cassava mosaic virus (ICMV)
y Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV) causando también el mosaico africano de la
yuca. En Oceania solo se ha registrado el moteado verdoso de la yuca causado por el
Cassava green mottle virus (CGMV, familia Secoviridae, género Nepovirus) (Lennon et
al., 1987).

En América, se encuentran registrados el mosaico comun de la yuca causado por el
Cassava common mosaic virus (CsCMV, familia Alphaflexiviridae, género Potexvirus)
(Calvert et al., 1994; Calvert et al., 2012), y el mosaico de las venas de la yuca causado
por el Cassava vein mosaic virus (CVMV familia Caulimoviridae, género
Cavemovirus(Calvert et al., 2012). Otros virus registrados y aceptados por ICTV (Comité

Internacional de Taxonomia de Virus, King et al., 2012) son el Cassava virus X (CsVX,
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familia Alphaflexiviridae, género Potexvirus), Cassava American latent virus (CsLV,
familia Secoviridae, género Nepovirus) (Walter et al., 1989). Aislados del Cassava
Colombian symptomless virus (CCSpV, tentativamente asignado a familia
Alphaflexiviridae, género Potexvirus) (Aiton et al.,, 1988) y Cassava Caribbean mosaic
virus, (tentativamente asignado a familia Alphaflexiviridae, género Potexvirus) (Brunt et
al., 1996), han sido detectados solamente en Colombia. Entre los virus recientemente
registrados para yuca se encuentran el Cassava frogskin associated virus (CsFSaV
familia Reoviridae) (Calvert et al., 2008; Calvert et al., 2012) y los virus Cassava polero-
like virus (CsPLV familia Luteoviridae, género Polerovirus), el Cassava new
alphaflexivirus virus (CsNAV orden Tymovirales, familia Alphaflexiviridae, género
Potexvirus) y Cassava torrado-like virus (CsTLV  orden  Picornavirales, familia
Secoviridae, género Torradovirus) (Carvajal-Yepes et al., 2014).

1.2.4 La familia Alphaflexiviridae

La familia Alphaflexiviridae pertenece al orden Tymovirales. Los virus pertenecientes a
esta familia se caracterizan por ser filamentosos y muy flexibles. Contienen un genoma
ARN monocatenario positivo y por lo tanto se incluyen en el Grupo IV de la Clasificacion
de Baltimore. Los géneros de la familia reconocidos en la actualidad son; Allexivirus,
Botrexvirus, Mandarivirus, Potexvirus, Lolavirus, Sclerodarnavirus (ICTV, 2014).

Esta familia infectan una amplia variedad de hospedantes que incluyen plantas silvestres
y cultivadas incluyendo con mayor frecuencias dicotiledéneas lefiosas y herbaceas y con
menos frecuencia, las plantas monocotiledéneas. La mayoria de los miembros se
transmiten mecanicamente de su anfitrién natural a plantas experimentales. Los géneros
Potexvirus, y Allexivirus son virus que invaden y se multiplican en los tejidos
parenquimatosos, los Alphaflexivus estan formados por un solo tipo de subunidad de
proteina de la cubierta con un masa molecular que va desde 21 kDa (kilodalton) hasta 41
kDa, la cual cubre o protege una sola molécula de ARN de ~6 a~9 kb (kilobases) (Adams
et al., 2004). Las longitudes modales de estos virus van desde ~ 470nm a 800nm y un
diametro de 12-13 nm (Tabla 1).

Esta familia exhibe diversos grados de flexibilidad, por ejemplo los Potexvirus suelen ser
los menos flexibles de hecho son semirrigido y muestran una tendencia a curvarse hacia
un lado (Milne, 1988).
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Tabla 1. Propiedades generales de la familia Alphaflexiviridae.

Genero Longitud Tamafio del CP (KDa) ORFs Proteinade Pep (KDa)
del virion genoma (kb) movimiento
(nm)
Potexvirus 470-580 5.9-7.0 22-27 5 TGB 146-191
Mandarivirus 650 7.5 36 6 TGB 187
Allexivirus ~ 800 8.1-8.8 26-28 6 TGB 175-194
Lolavirus 640 7.6 28-33 5 TGB 226-238
Sclerodarnavirus 470 55 - N 193
Botrexvirus 720nm 6.7 30 5 SgRNA 260

Los Sclerodarnavirus son el tnico género en la familia Alphaflexiviridae sin CP, Incluido
en esta familia por el andlisis filogenético de las proteinas de replicacion.

La organizacion de los genomas tipicos de los miembros de la familia Alphaflexiviridae
presentan ORFs (marcos abiertos de lectura) que varian entre géneros y entre especies,
a veces el primero y mas grande de los ORF es siempre un gen de la replicasa, que es
probablemente el Unico ORF traducido directamente a partir del ARN gendmico
(Galiakparov et al., 2003), los restantes se expresan a partir de 3 ARNm subgendémicos
(sg) co-terminales. Aungque el tamafio de la proteina replicasa varia entre los miembros
de la familia, esta proteina invariablemente contiene un conjunto de dominios funcionales
cuyas secuencias de aminoacidos y el orden se conservan en todos los virus de la
superfamilia de Alphaflexiviridae como en los virus de ARN de cadena positiva (Koonin &
Dolja, 2006). Estos dominios son la metiltransferasa tipo 1 dominio (Met) que esta situado
cerca del extremo N de la replicasa, y funciona como un catalizador de la ARN
polimerasa dependiente de ARN, y el dominio (RdRp) presente cerca del extremo C de la
replicasa. Este Ultimo esta implicado en el reconocimiento del extremo 3" terminal de la
replicacion para iniciar la sintesis del ARN de cadena negativa (Cheng et al., 2002); y un
dominio de ARN helicasa (Hel) que se localiza antes del dominio de RdRp, que al igual
gue los dominios Met y RdRp, es indispensable para la replicacion del ARN viral

Muchos de los virus pertenecientes a esta familia han sido plenamente estudiados y
secuenciados completamente, lo que ha permitido realizar estudios filogenéticos a gran
escala para la reconstruccion de datos, tales como el origen viral y su evolucién
(Claverie, 2006).
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1.2.5 Genero Potexvirus

El género Potexvirus es uno de los ocho géneros pertenecientes a la familia
Alphaflexiviridae (Adams et al., 2004). Este género tiene 37 especies conocidas de
acuerdo con el noveno informe del Comité Internacional de Taxonomia de Virus (CITV)
(King et al., 2012), de las cuales se han secuenciado 32 especies completamente
disponibles en NCBI (por sus siglas en inglés National Center for Biotechnology
Information).

Los Potexvirus son virus filamentosos que normalmente tiene una longitud de 470 a 580
nm y un didmetro de 13 nm. Cada particula esta construida de 1000 - 1500 subunidades
de la proteina de una sola especie de proteina, dispuestas como una hélice que encierra
el genoma constituido por una sola molécula de ARN monocatenario positivo que
codifican cinco marcos abiertos de lectura (ORFs). El extremo 5 ‘tiene una tapa
metilguanosina (cap) y el extremo 3’ tiene una cola poli (A) (Huang et al., 2004; Huisman
et al., 1988).

Las proteinas de varios Potexvirus pueden ser parcialmente degradadas in situ, y se
registran puntos de inactivacion térmica a los 60-80°C. La mayoria de virus perteneciente
a este género causan sintomas en las plantas hospedantes, principalmente manchas
anulares y mosaicos en las hojas. Estos virus estan presentes en una amplia gama de
plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas; sin embargo, el rango de hospedantes
natural es mas bien limitado. Las particulas virales con frecuencia se acumulan en el
citoplasma y ocasionalmente en el nicleo, donde se pueden ver como incrustaciones

tipicas de este género (Morozov & Solovyev., 2003).

1.2.6 Cassava common mosaic virus (CsCMV)

Se clasifica como un virus de la familia Alphaflexiviridae genero Potexvirus sobre la base
de la morfologia de las particulas, la serologia y la inclusién. La particula del virus es de
15 nm x 495 nm, el genoma consta de ARN de cadena simple de 6376 nucleotidos, y la
proteina de la cubierta en una molecular de 21 kDa de masa (Calveret et al., 1996). Se
conoce que el CsCMV presenta inclusiones nucleares tipicas de los Potexvirus. einfecta

de manera sistémica la yuca asi como Euphorbia spp., Cnisdoscolus aconitifolius
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(chaya), otras especies de la familia Euphorbiaceae, y los hospedantes experimentales
Nicotiana benthamiana y Chenopodium quinoa(Costa & Kitajima, 1972)

Fue registrado por primera en el sur de Brasil (Silbershmit, 1938), y ha sido registrado en
varios paises de América del sur tales como Paraguay, Colombia México y Peru. (Chen
et al., 1981; Zettler & Elliott, 1985; Calvert et al., 1996) Existe también un registro para
Africa (Aiton et al., 1988) y otro para Asia (Chen et al., 1987). Su trasmision es mecanica
Yy nNo se conocen vectores bioldgicos a la fecha.

Este virus es el causante de la enfermedad del mosaico comun de la yuca CCMD, las
plantas afectadas con la enfermedad desarrollan generalmente un mosaico con manchas
verdes claras y oscuras, los sintomas son mas severos a medida que son mas
prolongados los periodos de frio, situacion que es frecuente en zonas subtropicales de
América del Sur. Bajo estas condiciones las plantas afectadas son por lo general mas
enanas Yy las perdidas en rendimiento pueden alcanzar hasta el 60% (Costa & Kitajima
1972; Calvert et al., 2012). CCMD ha llegado a causar pérdidas de mas del 30% de la
produccién anual de la yuca en diferentes partes del mundo (Calvert et al., 1996). Esta
enfermedad tiene mayor impacto en el sur de Brasil y Paraguay donde se recomienda
tomar medidas de control para evitar las perdidas.

El genoma completo de este virus es de 6376 pares de bases (Pb) que presenta la
organizacion tipica de la familia Alphaflexiviridae con 5 marcos de lectura (ORFs) que
codifican para la replicasa viral, el TGB 1, 2,3 respectivamente y la proteina de cubierta,
una region UTR 5y UTR 3 con una secuencia de poli-A (Figura 1). Esta secuencia se
encuentra registrada en la base de datos del GenBank del NCBI con nimero de accesién
U23414.1 (Calvert et al., 1996) (Figura 1), recientemente se cuenta con una nueva
secuencia parcial de este virus de 736nt correspondiste a una parte de la replicasa viral,
proveniente del estado de Parana en Brasil cuya accesion es JF913280.1 (Silva et al.,
2011) y un registro para Argentina (Misiones) cuya accesion es KP025969.1 (Difeo et al.,
2015).

El método actual para detectar la presencia del virus es la prueba de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay, (Clark & Adams, 1977). Sin embargo, los métodos
basados en la técnica de RT-PCR son deseables por ser mas exactos y adicionalmente

brindar informacion de la secuencia (Lunello et al., 2004).
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Figura 1. Diagrama de la organizacion gendmica del CsCMV. El UTR5" presenta un tamafio de
76nt, la replicasa viral presenta los dominios Met; Metil-transferasa, Hel; Helicasa viral, RpRd;
ARN dependiente de la ARN polimerasa constituida por 4350nt, el TGB o Bloque Triple de Genes
tiene un tamafo de 1308nt, la proteina de la cubierta viral (CP) tiene un tamafio de 687nt y el

UTR3 presenta un tamafio de 114nt.



2.Materiales y Métodos

2.1 Sitio de estudio

Esta investigacién se desarroll6 en los invernaderos y laboratorios de la Unidad de
Virologia del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) ubicado en el Km 17
recta Cali-Palmira (Cali, Colombia), cuyas coordenadas son 3° 30’ 7" N 76° 21’ 22" W

2.2 Material vegetal

Se analiz6 un total de 278 plantas asi: 18 plantas de la coleccion de invernadero, 43
plantas de la coleccion in-vitro proporcionadas por la Unidad de Recursos Genéticos del
CIAT y 217 muestras provenientes del campo, colectadas en los departamentos de Sucre
(134) y Amazonas (85) en Colombia (Anexo A). Las plantas de La coleccién de
invernadero de CIAT se encontraban en macetas bajo condiciones de: temperatura de 30
°C dia y 20 °C noche y una humedad relativa del 80%. Esta coleccion esta constituida
por diversas variedades de yuca, procedentes de Argentina, Paraguay, Colombia,
Venezuela y Brasil. Los 18 genotipos fueron seleccionadas por presentar sintomas de
clorosis y malformacion de foliolos, manteniéndose 3 réplicas de cada una por varios

afios, algunas muestras estan bajo la custodia de CIAT desde 1970.

2.3 Prueba de ELISA e inoculacién mecanica

2.3.1 Pruebade ELISA

La prueba ELISA se realiz6 usando anticuerpos monoclonales especificos para dos virus,
el CsCMV y el CsVX. Esta prueba se realiz6 para las muestras de la coleccién in-vitro y

a los 18 genotipos de invernadero del banco de germoplasma, pero no se realiz6 para las
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muestras de campo debido a que el tejido colectado fue destinado en su totalidad para
las pruebas moleculares.

Para esta prueba se empled el protocolo descrito por la Unidad de Recursos Genéticos
de CIAT, como se describe a continuacion: se colecté en hielo aproximadamente 100mg
de hoja fresca de cada uno de los aislados y adicionalmente se colectaron los controles
sanos e infectados con el virus. Este material se macerd con solucion tapén de muestra
(PVP) en dilucién 1/10, empleando 50uL de éste como antigeno para cubrir la microplaca
de ELISA la cual habia sido tratada previamente con tampdén de cubierta que contenia el
anticuerpo monoclonal especifico para cada uno de los virus a probar (CsCMV o CsVX,).
La placa se incub6 a 37°C durante 4 horas, y después se realizaron 3 lavados con
tampon PBS-tween (1x PBS + Tween al 0.05%). Posteriormente la placa que contenia el
antigeno y el anticuerpo se incubd durante 12 horas a 4°C. Al dia siguiente se realizaron
3 lavados a la placa con el tampén PBS-Tween, se le adicioné 50ul/pozo del conjugado
enzimatico (tampoén de muestra y conjugado comercial 1/2500) y se dej6é incubando
durante 2 horas a temperatura ambiente. Después le lavo nuevamente la placa 3 veces
con el tampon PBS-tween y finalmente se aplicé 50 pl/pozo del substrato comercial
(ADGEN yellow) se incub6é por 30 minutos y se midié la absorbancia a 405nm
considerando como positivas aquellas muestras que duplicaran la media de la lectura del

control negativo.

2.3.2 Prueba Bioldgica

Para la prueba biolégica se realizaron dos réplicas del ensayo y se emplearon dos
replicas biolégicas en cada uno. El primer ensayo se llevé a cabo en el mes de junio y el
segundo en el mes de septiembre de 2013. Para esta prueba se emplearon dos especies
registradas como hospedantes del virus; Chenopodium quinoa y Nicotiana benthamiana.
La prueba biologica consistié en realizar inoculaciones mecanicas, tomando una hoja
joven de cada uno de las plantas con los 18 aislados de la coleccion de yuca del
invernadero, las cuales habian sido sometidas previamente a pruebas de ELISA para
confirmar la presencia del CsCMV. Cada in6culo se macer6 en aproximadamente 3
mililitros (ml) de agua, con este extracto se inoculd frotando con un hisopo dos plantas de
Ch. quinoa y dos plantas de N. benthamiana por indculo. Las plantas inoculadas se

distribuyeron al azar y mantenidas en macetas en el invernadero bajo condiciones
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controladas (temperatura de 30 °C dia y 20 °C noche y una humedad relativa del 80%)
durante 18 dias. Trascurrido este tiempo se realizaron observaciones de sintomas
tomando como referencia la hoja mas afectada y se tomé aproximadamente 100mg de
tejido de cada una de las plantas inoculadas para realizar pruebas de ELISA tal como se
describi6é en el apartado anterior. En el caso de las plantas de N. benthamiana se colect6
material vegetal de las hojas méas jévenes no inoculadas y en las plantas de Ch. quinoa
se colecté material tanto de las hojas jovenes como de las hojas inoculadas con el fin de
confirmar que el virus presenta infeccion local y no sistémica en esta especie. Los
resultados obtenidos se analizaron mediante el programa estadistico SAS® para

determinar correlaciones y pruebas de comparacion de Duncan.

2.4 Analisis de la variabilidad

2.4.1 Disefo de cebadores

Usando como referencia el genoma de CsCMV registrado en el GenBank (NCBI Acc. #
U23414.1), se disefiaron tres juegos de cebadores que permitian caracterizar
molecularmente el 48% del genoma y cuatro cebadores individuales para amplificacion
los extremos del ARN del virus mediante la técnica amplificacion rapida de los extremos
3’y 5 del ADNc (RACE 3’y 5’) (Tabla 2).

Los demas cebadores empleados para CsCMV se disefiaron con base en las secuencias
obtenidas en este estudio, con el fin de obtener genomas completos (Tabla 3).

Tabla 2. Cebadores disefiados con base en la secuencia de CsCMYV disponible en la base de
datos NCBI (Acc. # U23414.1)

# Cebador Secuencia 5°-3° Tamafio  Amplificacion (pb) Reporte
1 CsCMV324F CACATTATCTCCCCAGGAAAAG 22 987
2 CsCMV1311R TACCTCACAGGAAGGATCAGGT 22
Laboratorio
3 CsCMV3269F GAGGCTCTTCTCTGGGAAAC 20 647 ) .
de Virologia
4 CsCMV3896R CTTGAGTCCAGTTTGATGTC 20 (CIAT) 2013
5 CsCMV4806F GACTTTGCTCCAGGAACTAGGA 22 1177
6 CsCMV5991R GGAGGTATGTTGGATTTGACTC 22
7 CsCMVRACEZ3'-1F GCCTCAGCTGATACACTCTC 20
8 CsCMVRACEZ3’-2F GATTGGTGGGATTCCGTCTA 20

9 CsCMVRACE5’-1R ATATTCACTGCCATCAGGAG 20
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CsCMVRACES5-"2R GATTGGTGGGATTCCGTCTA 20

Tabla 3. Cebadores disefiados con base en los resultados preliminares obtenidos de la

secuenciacion en este estudio.

Cebador Nombre Secuencia 5°-3 Tamaiio  Amplificacién (pb) Reporte
9 CsCMV1302F CAAATGTTGACCTGATCCTT 20
10 CsCMV3348R CTTCTTCACGAACTCTGTCC 20 Laboratorio
de

11 CsCMV3508F AGGCAATCACCTGATTTTGG 22 2200pb

Virologia
12 CsCMV5104R TCAGTTGGAGGGGTAAGGTG 20 (CIAT)
14 CsCMV3650F GCAAAGCACCACAACATTCCTG 22 2013
15 CsCMV392F CTTCCCAGGGATAGCCCGGTCA 22

2.4.2 Extraccion de ARN total

El ARN total de las plantas se extrajo mediante el método de CTAB (N-Cetyl-N,N,N-
Trimetil-Bromuro Merck) (Olaya, 2013). Para las 18 muestras de la coleccion de
invernadero se pesaron y maceraron con nitrégeno liquido aproximadamente 100mg de
tejido foliar fresco, con la muestras de la coleccion in-vitro no se lograron homogenizar
los pesos debido a la baja disponibilidad del material en algunas muestras; por tanto, se
pesaron individualmente las 43 muestras de material fresco, lo que permitié realizar una
correlacion entre el peso de las muestras y el rendimiento. Para las muestras
provenientes del campo no se tomd como referencia para determinar el rendimiento ya
gue el material habia sido liofilizado previamente. Todas las muestras se maceraron en
tubos Eppendorf de 2ml. Inicialmente se adiciondé 1ml of CTAB 2X, e inmediatamente se
agitdé vigorosamente en vortex a temperatura ambiente para que todo el tejido se
mezclara con el tampoén, posteriormente los tubos se centrifugaron durante 3 minutos a
10.000 RPM y se recuperaron 700ul del sobrenadante en un nuevo tubo Eppendorf de 2
ml. El sobrenadante se incubé a 65°C durante 15 minutos, y se centrifugd rapidamente,
se mezclé con un volumen igual de cloroformo frio agitando hasta formar una solucién
uniforme. Se centrifugé nuevamente a 13.000 RPM por 10 minutos y el sobrenadante se

transfirio a un nuevo tubo de 1.5 ml, se adicion6 un volumen igual de Isopropanol (1:1),
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se mezcloé suavemente por inversion cuatro veces y se precipité a -20°C por al menos 30
minutos. Se centrifugé a 13.000 rpm por 15 minutos descartando el sobrenadante, el
pellet obtenido se lavé con etanol al 70% y se incub6 a -20°C durante 15 minutos. Se
centrifugd a 13.000 RPM por 10 minutos, y se descart6 el sobrenadante. El pellet se secé
en camara de extraccion y se resuspendié en 50 ul de agua libre de nucleasas. La
calidad el ARN se reviso en un gel de agarosa al 2% preparado en tampén TAE 1X
usando 4 ul de ARN y 4ul de buffer de carga de ARN 2X. Cuando se verifico la calidad se
hizo el tratamiento con DNAsa asi: se mezclaron 44 ul del ARN con 6 ul de DNAsa |
(Invitrogen) (5ul of tampon 10x + 1 ul DNAsa 1) se incubaron a 37°C por 1 h.
posteriormente se realiz6 un choque térmico en hielo por 5 minutos, se aforé a un
volumen de 200pul y se adiciond 200 pl de cloruro de litio 4M (La concentracion final fue
de 2M). Se precipitd en hielo dentro del refrigerador durante 16 horas. Posteriormente el
ARN de alto peso molecular se recuperé lavandolo con etanol al 70%, y se resupendié el
pellet en 30ul de agua grado molecular, cuantificado en el espectrofotémetro Nanodrop, y
verificado nuevamente su calidad en un gel de agarosa al 2%.Finalmente, el ARN total se

almacenod a -80°C.

2.4.3 Sintesis del ADN complementario (ADNc)

Para realizar la sintesis del ADN complementario (ADNc) se emple6 el kit comercial de
Invitrogen (M-MLV Reverse Transcriptase). Para ello se emple6 ARN de alto peso
molecular, sintetizando el ADNc en un volumen final de la reaccion de 30 pl que
contenia: Tampon 1x, 200ng/ul de cebadores aleatorios (hexameros-Invitrogen), dNTPs
0.5mM, DTT 5 mM y 200 U de transcriptasa reversa M-MLV (Tabla 4), la sintesis se
realizé en el termociclador Mastercycler NEXUS marca Eppendorf como se describe a

continuacion (Tabla 5).

Tabla 4. Protocolo para la sintesis de ADN complementario (ADNc), reactivos empleados,
volumen en microlitros (ul) de cada reactivo y volimenes finales de la reaccion en (pul).

Reactivos 1 reaccion
ARN total(2 a 1.5 pg) Varia yL
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Aleatorios cebadores 2 uL
H.O Varia yL
Volumen final 15 uL

5 minutos a 65°C posteriormente se introdujo en hielo por

Iminuto
5x buffer first strand 6 uL
DTT 0.1M 0.6 uL
dNTPs 10mM 1uL
RT- M-MLV 1L
H.O 6.4 uL
Volumen final 30 uL

Tabla 5. Programa usado en el Termociclador (Mastercycler NEXUS marca Eppendorf) para la
sintesis del ADN complementario (ADNc).

Duracion temperatura
1:30 horas 37°C
15 minutos 70°C
indefinido 16°C

2.4.4 PCR

Los ADNc obtenidos se procesaronpor PCR. Inicialmente se emplearon 4 muestras de la
poblacion a las cuales se les realiz6 un gradiente de temperatura de 50 a 56°C para
encontrar la mejor temperatura de alineamiento, usando los juegos de cebadores
disefiados para el CsCMV. Una vez determinada la mejor temperatura de alineamiento
se realizaron los respectivos PCR con todos los cebadores a las 18 muestras
provenientes de la coleccién de invernadero usando 2 pl del ADNc, aleatorio. Con los
resultados obtenidos en esta poblacion se seleccion6 un juego de cebadores que mostro
potencial como cebadores de diagndstico; para validar su eficiencia, se comparé estos

cebadores con el método de ELISA y los cebadores universales para el género
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Potexvirus (Van der Viugt & Berendsen, 2002). Adicionalmente se realizaron pruebas de
RT-PCR para 4 virus de la yuca (CsFSaV, CsPLV, CsNAV, CsTLV), usando cebadores
especificos para cada uno de ellos (Tabla 6) publicados por Carvajal-Yepes et al. (2014),
con el fin de detectar posibles infecciones mixtas. Para las amplificaciones se emplearon
dos tipos de Tag polimerasa segun el tamafio esperado, para tamafios menores a
2000pb se empled el kit de Promega PCR Master Mix ® (Tabla 7), y para las muestras
que tenian tamafios de 2000pb o mas se procesaron con la Taq polimerasa platinum de
Invitrogen (Tabla 8), y los programas de PCR se corrieron en los temocicladores Nexus
marca Eppendorff (Tabla 9 y 10). Los productos de PCR se visualizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% en tampon TBE 0.5X en camaras de
electroforesis marca BIO-RAD a 100 voltios (V) por una hora aproximadamente.

Tabla 6. Cebadores empleados para la deteccién de los virus de yuca (Cassava polero-like virus
CsPLV, Cassava frogskin associated virus CsFSaV, Cassava new alphaflexivirus virus CsSNAV y
Cassava torrado-like virus CsTLV).

Cebador Nombre Secuencia 5°-3° Tamafio  Amplificacién  Reporte
(pb)

1 CsPLV-F TTGCATTCAAAGATCAGTTCTCTC 24 1200 CIAT

2 CsPLV-R TGGTTGACAGCTGTTTCAGAGG 22

3 CsFSaV-F  TGGCCGGGAGAACAATAATA 20 958 CIAT

4 CsFSaV-R GCGAAGTAAGTTCCGTCGTT 20

5 CsNAV-F TTCAACCATCACTTTACATCAGAC 24 1400 CIAT

6 CsNAV-R AACTTGACCACGTGTAACTTCAGC 24

7 CsTLV-F1  GACTCAATGAAGGAGGAGGTAGA 24 550 CIAT

8 CsTLV-R1 ACCAGAGCTTGTCCTAATAGCAAC 24

Tabla 7. Utilizacion del kit de Promega PCR Master Mix. Reactivos usados, volumen dado en
microlitros (uL) y concentraciones finales ([ ] final).

Reactivos 1 reaccion []final
ADNc 2L
Master Mix 12 yL Tampén 1x, Mg*" 2.5mM,
dNTPs,2mM,
Cebador sentido 0.25 pL cebadores especificos 0.1mM

1 uL cebadores degenerados 0.5mM
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Cebador antisentido 0.5 pL cebadores especificos 0.1mM
1 uL cebadores degenerados 0.5mM

H,O Variado yL

Volumen final 24 L

Tabla 8. Reactivos, volumen empleados y concentraciones finales ([ ] finales) empleados con la
Taq polimerasa platinum de Invitrogen.

Reactivos 1reaccion []finales
H20 19.90uL

tampon platinum Taq 10X 2.5uL 1x
dNTP’s 0.50pL 0.2mM
Taq polimerasa 0.10puL 0.5unidades
Mg** 50mM 1.00pL 2mM
Cebador sentido 0.50pL 0.2 mM
Cebador antisentido 0.50pL 0.2mM
DNA 2.00pL

Volumen final 25pL

Tabla 9. Programa de PCR empleado en las amplificaciones realizadas para este estudio.

Temperatura y tiempo

Denaturacion 95°C x 2min
Denaturacion 94°C x 30 sec

Union De 53 a 56°C x 30 sec
Extension 72°C x 1 min por cada Kb
Ciclos 35

Extension final 72°C x 5 min

o0 16°C

2.4.5 Obtencion de los extremos mediante la técnica RACE 5’y 3

El procedimiento conocido como ‘Rapid Amplification of cDNA Ends’ (RACE) permite la
amplificacién de secuencias de acidos nucleicos localizadas entre un sitio especifico

interno y secuencias desconocidas en los extremos 3’0 5 a partir de ARNm (Figura 2).
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Esta técnica se empled en 4 aislados seleccionados; MCOL22-1, ARG24-4, PAR94-2,
ARG127-4 en este trabajo. La técnica RACE 5  se realizd utilizando el kit comercial
5"RACE (Invitrogen), y consiste en realizar un ADNc a partir del ARN total utilizando un
cebador especifico de la secuencia de interés (GSP1) y la enzima SuperScriptT Il RT.
Posteriormente se realizé la purificacion de ADNc mediante una columna S.N.A.P, ADNc
gue sirve de molde en una reaccion de PCR que utiliza Taq polimerasa y los ‘cebadores’
GSP2 y ‘Abridge Anchor Primer’ (AAP) (Anexo B). Para el aislamiento del extremo 3" se
aplicé la técnica RACE 3" utilizando el kit comercial 3’'RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends, (Invitrogen). Inicialmente se realiz6 sintesis de ADNc a
partir de ARN total utilizando la enzima SuperScriptTM Il RT y un ‘oligo-dT Adapter
Primer’ (AP) (Anexo C). El PCR se realiz6 con los (GSP) especificos y el primer UAP.
Los productos de amplificacion por PCR se analizaron mediante electroforesis en geles
de agarosa. Las bandas de interés se purificaron del gel mediante el kit gel extraccion

(Omega).
3" RACE ST RACE
s* AAAAA 3 < 3
TTTTTTL 5* Ve S
AR GSI
l Transcriptasa reversa l Transcriptasa reversa
s° AAAAA 3 5 3
3 —_— . TTTTITT s* 3° ™
l RNAsa H l RNAsa H
3T TTTITI 5 3" -+ 5"
l Taq Pol l TdT
PCR
3T COOC - 5"
3" ITrrria s” Taq Pol
PCR
- .
ALLAP AAP
5" GGGG 3
3T CCOC -5
3 - 5
x__  TTTTTI = GSP 2
s V.V VWV V.| —
5" 3
GSP2
[ W 3"
. S s— - — 5

Figura 2. Representacion esquematica de los pasos de la técnica RACE 3" y 5 (Invitrogen).

2.4.6 Electroforesis y purificacion de productos de PCR

Las moléculas de acidos nucleicos con un tamafio comprendido entre 100 pb y 50 Kb de

longitud se pueden separar en geles de agarosa de diversa concentracion. Este tipo de
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geles se someten a electroforesis horizontales en un campo eléctrico de direccién
constante. Para ARN se prepararon los geles en solucion reguladora TAE (20 mL de TAE
50x: Tris, EDTA, &cido acético glacial, y la cantidad de agua destilada requerida para
obtener 1L de solucion, pH 8,5) para visualizar productos de PCR se prepararon los
geles en solucién reguladora TBE (0.5 M EDTA pH 8.0 disolviendo 186.1 g de Na,EDTA-
2H,0 en 700 ml de dH,0, ajustando el pH a 8.0, aforado a 1 L con dH,0), pesando la
cantidad adecuada de agarosa (extra pura, Invitrogen) en funcion de la concentracion 1%
p/v del gel. Posteriormente se calentd la mezcla hasta ebullicion, se adiciond el
intercélate Gelred (Biotium), y se vertié en el molde dejandose solidificar.

Tanto las muestras de ADN como el marcador de peso molecular (1KB DNA Ladder,
Invitrogen) (Figura 3) se mezclaron con la solucion reguladora de carga (Gel Loading
Buffer (10X) Invitrogen) y se adicionaron a los pozos del gel para la corrida
electroforética, la cual se realizé a un voltaje constante de 100 V durante 50 a 60
minutos. La visualizacion se realiz6 en el transiluminador Gel Doc XR+ system (BIO-
RAD).

175 ng/lane
1% agarose gel

Figura 3. Marcador de peso molecular 1KB plus (invitrogen) empleado en las visualizaciones de

los geles de agarosa.

En algunos casos se necesité la extraccion de ADN del gel de agarosa siguiendo el

procedimiento que se describe a continuaciéon: se identific6 en el transiluminador la
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banda del producto de PCR de interés, se recortd con bisturi el fragmento del gel de
agarosa que contenian el ADN de interés y se procedio a la extraccion del ADN de estos
fragmentos utilizando el kit comercial de Extraccion de ADN kit gel extraccion (Omega)
(Anexo C).

2.4.7 Obtencion de células competentes

El proceso de la introduccion de ADN recombinante de plasmidos en bacterias se
denomina transformacion. Para que la transformacion sea efectiva es necesario tratar
previamente a las bacterias para hacerlas competentes, es decir, mas susceptibles a la
entrada del plasmido de ADN. A continuacion se describe el protocolo utilizado: La
técnica se realiz6 en cadmara de flujo laminar con los materiales estériles. Se tomaron
células de E. coli pertenecientes de la cepa DH5a congeladas a -80 °C, y se sembraron
por agotamiento en placas de Petri con medio LB-agar (Luria Bertani broth) sin
ampicilina. La placa se incub6 durante 18 h a 37 °C. Una vez crecidas las colonias, se
tomé una de ellas y se inocul6 en 25 mL de medio LB estéril. El in6culo permanecio en
condiciones de crecimiento durante 6h, en agitaciéon a 300 rpm a 37°C. Posteriormente
se tom6 1.5 mL del cultivo liquido para inocular 250mL de medio LB estéril a 24°C en
agitacion a 300rpm hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento que se determind
midiendo la absorbancia del cultivo a 600nm (0.55 a 0,6) (para el blanco se utiliz6 medio
LB sin cultivo).Una vez alcanzada la fase logaritmica, se trabajé con el cultivo en frio, ya
gue la supervivencia de las células competentes esta limitada por la temperatura. La
suspension celular se repartio en dos tubos estériles de 250 mL cada uno y se colectaron
las células por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y el precipitado se resuspendid en 25 mL de la solucién innove fria
(solucion de cloruro calcico 100mM), se dejaron 5 min en hielo, después se centrifug6 10
min a 3000 rpm a 4°C. Se descartd el sobrenadante y el precipitado de cada tubo se
resuspendié en 3 mL de solucién innove fria mas DMSO al 1.5%. La suspension celular
se dividi6 en alicuotas de 100 pL, las cuales inmediatamente se guardaron a -80°C hasta

su utilizacion. Posteriormente se procedio a la transformacion de estas células.
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2.4.8 Clonacion y secuenciacion de los productos de PCR

Los productos de PCR de 26 muestras positivas para CsCMV correspondientes a 647pb
de la replicase viral y 4 fragmentos de la muestras MCOL22-2, ARG127, PAR94 y
ARG24 que codifican par la CP viral se ligaron al pldsmido vector pGEM-T easy
(Promega), en relacion 3:1 para un volumen final de 10 pl, a 8°C toda la noche. Las
ligaciones se usaron para transformar bacterias competentes E. coli DH5a utilizando el
método de choque térmico (Anexo D). Las bacterias transformadas con el vector ligado
con el inserto se sembraron en medio LB complementado con ampicilina conteniendo X-
Gal (5-bromo-4-chloro-indoxyl hidrolizado) e IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside), para realizar una seleccion blanco-azul, donde el LacZ operon
presente en al pPGEM T easy es afectado por la insercion del fragmento de interés,
evitando que se produzca la enzima B-galactosidasa que degrada el sustrato X-Gal e
inducida por el IPTG. Las colonias de bacterias conteniendo el pldsmido recombinante se
visualizan blancas, y las que contienen el plasmido sin el inserto de interés se observan
azules. El plasmido de ADN de las colonias blancas se extrajo y evalué mediante PCR
para verificar que tuvieran el inserto usando los cebadores universales T7 y SP6 que
bordean el sitio de clonacién multiple del pGEM T easy, mediante el kit de Promega PCR
Master Mix como se indic6é en la Tabla 7. Para la purificacion de los plasmidos con el
inserto de interés se utilizé el kit Minipreps de Promega siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los plasmidos purificados se secuenciaron utilizando el secuenciador ABI
3730xI (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), mediante los servicios de Macrogen

Inc Corea del Sur.

2.4.9 Analisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas se editaron con el programa Contig Express del VECTOR NTI
(Invitrogen). Las secuencias se editaron eliminando la secuencia del plasmido y los
cebadores empleados en la amplificacién del fragmento mismo, verificando la calidad de
los picos en el cromatograma, la presencia de nucleétidos desconocidos o perdidos. En
las secuencias editadas se verifico la no presencia de codones de terminacion en las
regiones codificantes. Los andlisis y alineamientos mdultiples se compararon usando el
algoritmo NCBI BLASTX (“National Center for Biotechnology Information) y Clustal W del
programa MEGA version 5 (Altschul et al., 1997; Higgins et al., 1994).
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Los arboles filogenéticos se construidos usando el programa MEGA version 5 con los
métodos de Neighbor-Joining y los modelos Kimura-2 para nucleétidos y Poisson para

aminodcidos, siendo ajustados con un Bootstrap de 1000 replicaciones (Tamura, 2011).

2.4.10 Estimacion de seleccion y prueba de neutralidad

El programa DnaSP version 5.0 (Librado y Rozas., 2009) se utilizo para realizar la prueba
de seleccion neutral que opera para la CP y la RdRP, usando las pruebas estadisticas
Tajima D (Tajima, 1989) y Fuy Li (D y F) (Fu & Li, 1993). Se estimé el polimorfismo de
nucledtidos (11, estimado por el numero promedio de diferencias en nucleétidos entre dos
secuencias al azar en la poblacién) usando el programa MEGAS (Tajima, 1989). La tasa
media de sustituciones no sinénimas y sinénimas y la distribucion de dS=dN a lo largo de
las regiones mediante el programa SNAP (http://www.hiv.lanl.gov; Korber, 2000).

2.5 Caracterizacion Biologica

2.5.1 Prueba bioldégica usando la variedad Secundina.

Se seleccionaron 10 plantas segun los resultados de PCR, 5 plantas con infecciones
mixtas y 5 plantas que presentaron Unicamente el virus CsCMV (Tabla 10). Las plantas
seleccionadas se utilizaron para realizar injertos en la variedad de yuca Secundina
(MCOL 2063) usando la técnica adaptada por Roa et al., (2000), la cual consiste en
poner las estacas injertadas en frascos de vidrio con diez mililitros10ml de agua bajo
condiciones controladas en invernadero con el fin de evaluar sintomas en la hoja que
presentara los sintomas mas fuertes. Se tomaron 100 mg tejido foliar para el andlisis de
virus presentes por RT-PCR para los 5 virus (CsPLV, CsFaV, CsNAV, CsTLV y CsCMV).

Tabla 10. Materiales empleados para los injertos en la variedad Secundina.

Muestra Accesion
1 MCOL1505-1
2 ARG22-1
3 ARG126-6
4 PAR94-2
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5 PAR92-1

6 ARG104-6

7 ARG113-6

8 ARG97

9 MCOL22-6

10 PAR94-2

11 MCOL22-3

12 ARG24-2

13 Secundina orig.

2.5.2 Inoculacién del virus CsCMV en Secundina a partir de N. benthamiana

Con el fin de verificar la capacidad de la trasmisiébn mecénica del CsCMV y buscando una
metodologia para eliminar las infecciones mixtas, se realizaron inoculaciones mecéanicas
usando la especie N. benthamiana infectadas con dos aislados de CsCMV (MCOL22 y
ARG24) a plantas sanas de yuca (variedad Secundina). El procedimiento se llevé a cabo,
tomando una hoja de la planta bioamplificadora N. benthamiana, la cual se maceré con la
ayuda de un mortero en aproximadamente 3 mililitros (ml) de agua, y con este extracto se
inocularon dos plantas de Secundinas con cada uno de los aislados para un total de 4
plantas. Como control se realizé el mismo procedimiento de frote a una planta con agua
destilada Unicamente. Trascurrido un mes se realiz6 la extraccion de ARN y se realizaron

pruebas de RT- PCR para la deteccion de virus

2.5.3 Analisis de microscopia electrénica

Los foliolos de la planta de yuca PAR92 se maceraron y se utilizaron para realizar la
basqueda y cuantificacion de particulas virales en el microscopio electrénico de
trasmision, mediante la técnica de tincién negativa (Hitchborn y Hill, 1965) usando rejillas
de cobre cubiertas con Formvar y sombreadas con carbon. Estas se colocaron sobre los
extractos durante cinco minutos, y posteriormente se lavaron con agua destilada estéril
tres veces, finalmente se tifieron en solucién acuosa de acetato de uranilo al 2% durante
cinco minutos, se secaron y se observaron en un microscopio electrénico de transmision
JEOL JEM 1010. Las imagenes se adquirieron y analizadas usando el software AnalySIS
3.0.
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3.1 Resultados y Discusion; pruebas biologicas

3.1.1 Prueba de ELISA y sintomas

Los resultados de las pruebas ELISA mostraron que las plantas seleccionadas de la
coleccion de invernadero del CIAT eran positivas para CsCMV y negativas para el CsVX,
las plantas que mostraron las absorbancias méas altas fueron; ARG120-3, PAR94-2,
PAR92-1 y ARG24-4, mientras las plantas ARG25-1, ARG113-6, ARG97-1 y MCOL22-1
mostraron las absorbancias méas bajas (Tabla 11, Figura 4). La principal sintomatologia
observada en las plantas afectadas fueron manchas cloréticas en diferentes intensidades
y en algunas plantas se presentdé malformacion de foliolos. En las plantas ARG22,
ARG121 y ARG104 se observé una clorosis suave mientras en las plantas ARG24,
ARG127, ARG128, y PAR94 la clorosis observada fue severa (Figura 5). Las plantas
PAR94-2 y ARG24-4 presentaron clorosis severa y absorbancias altas en ELISA siendo
las Unicas plantas que mostraron una relacién entre sintomas severos y carga viral
detectada, mientras que en las demas plantas no se observé una relacién directa entre
los sintomas y las absorbancias obtenidas.

Las plantas tomadas de la coleccién in-vitro no presentaron sintomas y con la prueba de
ELISA se detectaron tres muestras positivas (ARG28, ARG33 y ARG24) para CsCMV y
todas resultaron negativas para el CsVX.

La clorosis observada en las hojas es un sintoma tipico de CCMD (Calvert et al., 1996).
En algunas plantas se observaron distorsién o malformacion de los foliolos, que como ha
sido mencionado anteriormente, pueden o no ser sintomas de CCMD (Costa & Kitajima,
1972). La intensidad de sintomas observados puede atribuirse al tipo de cultivar que
hospeda al virus, pues las plantas encontradas positivas para el CsCMV son cultivares

distintos que pueden variar en sus niveles de resistencia o susceptibilidad al virus; sin
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embargo, para el CsCMV no existe un estudio de resistencia en plantas de yuca, pero
existe evidencia que virus tales como el HVX y PVX miembros del genero Potexvirus
pueden causar enfermedades con sintomas mas 0 menos severos segun el tipo de
cultivar en el que se encuentren (Lockhart, 2000; Vaikonen, 1994). La variabilidad de
sintomas puede atribuirse también a la presencia de infecciones virales mixtas (Carvajal-
Yepes et al., 2014) que pueden causar sinergismos o0 antagonismos. Por esto, se hizo
necesario evaluar la presencia de otros virus y caracterizar molecularmente el CsCMV
para determinar la existencia de variaciones en el genoma que se puedan relacionar con
la existencia de cepas severas 0 suaves como ya se ha reportado en otros miembros del
genero Potexvirus, por ejemplo en PVX (Cox & Jones, 2010).

Aunque la presencia del CsCMV fue registrada oficialmente en Argentina en el 2015
(Difeo et al., 2015), los resultados indican la presencia de este virus en este pais desde
hace ya varios afios, pues las muestras argentinas positivas al CsCMV en este estudio

fueron colectadas y anaxadas al banco de germoplasma del CIAT desde 1993.

Tabla 11. Resultados de pruebas ELISA obtenidos del promedio de las absorbancias de 2 pozos
evaluados por muestra. De las plantas seleccionadas de la coleccién de invernadero de CIAT que
mostraron los valores de absorbancia mas altos, y la planta positiva de las 43 plantas evaluadas
de la coleccién in-vitro.

Designacion Muestras A Resultado Procedencia
450nm
1 MCOL1505- 0,222 +
2 ARG 22-2 0,2155 +
3 ARG 25-| 0,1695 +
4 ARG 28-4 0,291 +
5 ARG 128-1 0,238 +
6 ARG126-6 0,297 +
7 BRA 456-6 0,2865 +
8 ARG 24-4 0,3257 +
9 ARG113-6 0,133 +
10 ARG 34-4 0,249 +
11 ARG 104-3 0,1915 +
12 ARG 24-4 0,3823
13 MCOL 22-1 0,162 +
14 ARG 97-1 0,125 +
15 ARG 120-3 0,4235 + Muestras
16 PAR 94-2 0,302 +
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17 ARG127-1 0,299 + coleccién de
18 PAR92-1 0,3625 + invernadero
1 ARG28 0,123 + Muestra de la
colecciéon
ARG?24 0,216 + invitro
3 ARG33 0,145 +
C. NEGATIVO 0,0655 -
BLANCO 0,053 - Controles
C.POSITIVO 0,245 +

NOTA

0,45

0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15
0,1

0,05

ARG28
ARG24
ARG33

MCOL1505-I
ARG 25-1
ARG 128-1
ARG126-6
BRA 456-6
ARG 24-4
ARG113-6
ARG 34-4
ARG 104-3
ARG 24-4
MCOL 22-I
ARG 120-3
ARG127-1
PAR92-1
Umbral P.
C. NEGATIVO
C.POSITIVO

Figura 4 . Histograma de barras donde se indica las absorbancias obtenidas mediante la prueba de ELISA
en cada una de las muestras de yuca positivas para el CsSCMV.
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ARG 127-1 | Sintomas ARG 120-3
fuertes

o

MCOL 22-1 ARG 251

Sintomas

ARG 128-1 ARG 28-4 suaves

»

Figura 5. Sintomas observados en las 18 accesiones de yuca seleccionadas de la coleccién de
invernadero del CIAT para la realizar la caracterizacion biolégica y molecular de CsCMV. En el
extremo superior derecho se encuentra el nombre de la accesion. El fondo de la imagen fue
modificado mediante el programa photoshop.
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3.1.2 Ensayos bioldgicos

Los diferentes aislados de CsCMV se lograron transmitir mecénicamente tanto a Ch.
quinoa como a N. benthamiana en al menos uno de los ensayos, con excepcion del
aislado presente en la accesion PAR94 que no se logré detectar la transmision en las
plantas de N. benthamiana, a pesar de que se realizaron ensayos individuales con este
aislado en 4 plantas de N. benthamina encontrandose los mismos resultados que en los
todos ensayos. Los sintomas en N. benthamiana se empezaron a observar en algunos
aislados a los 8 dias posteriores a la inoculacion, tanto en las hojas jovenes como en las
de mayor edad, indicando una infeccion sistémica. Finalmente, a los 15 dias después de
la inoculacién se evidenciaron tres tipos de sintomas cloréticos diferentes; clorosis fuerte
acentuada en la nervadura de las hojas (C.F), clorosis intermedia (C.l) y clorosis suaves
0 casi imperceptible (C.S); mientras que en Ch. quinoa se observaron sintomas locales
Unicamente en las hojas inoculadas 8 dias después de la inoculacion. Los sintomas

observados en Ch. quinoa variaban desde manchas circulares necréticas (N) hasta

manchas cloriticas fuertes (CF) y clorosis suave casi imperceptible (C.S) (Figura 6).

A B C D

Figura 6. Ensayo de inoculacién mecéanica realizado en dos especies hospedantes de CsCMV .
Panel 1: Ch. quinoa donde se presentaron tres tipos de sintomas caracterizados en este estudio
asi; A= manchas circulares necroticas (N), B= manchas cloriticas fuertes (C.F), C= clorosis suave
(C.S) y D= control sano (S). 2: especie N. benthamiana donde se observaron tres tipos de
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sintomas cloréticos diferentes; A=clorosis fuerte (C.F), B=clorosis intermedia (C.l) , C= clorosis
suaves (C.S) y D= control sano (S).

Los sintomas que se observaron en este estudio al igual que la infeccién sistémica en N.
benthamiana e infeccion local en Ch. quinoa concuerdan con los registrados en 1972
por Costa y Kitajima (1972), y confirmados por Brunt et al. (1996). En este estudio se
encontré un coeficiente de correlacion significativo de 0.49139 entre sintomas virales
fuertes y absorbancias altas de la prueba de ELISA (Tabla 2). Este resultado es similar a
lo registrado en estudios de transmision mecanica del virus de la mancha anillada de la
papaya (PRSV, papaya ring spot virus, Familia Potyviridae, Género Potyvirus), donde los
investigadores observaron sintomas fuertes asociados a absorbancias altas en las cepas
severas, y sintomas suaves relacionados con absorbancias bajas obtenidas en las
pruebas para las cepas atenuadas (Vera et al.,, 2003). Se ha demostrado que las
absorbancias altas indican mayor cantidad de particulas virales que pueden dar como
resultado mayor expresion de sintomas (Voller et al., 1976). En este trabajo no se
encontrd una correlacion significativa entre absorbancias del inoculo inicial (accesion de
yuca) y las absorbancias finales de la especies indicando lo que sugiere que la trasmision
mecanica de este virus entre plantas susceptibles, que su transmision es eficiente aun
cuando éste se encuentre en bajo titulo viral (Tabla 12). Mediante las pruebas de
comparacion de Duncan se evidencia que existe una diferencia significativa entre la
transmisién del virus por especie (Ch. quinoa y N. benthamiana), siendo mas altos los
valores de absorbancias en Ch. quinoa, posiblemente porque la replicacion viral se da a
nivel local y el virus de acumula en las células alli presentes en la hoja rapidamente. Las
absorbancias mas altas se observaron en el mes de junio de 2013; sin embargo, no se
observé una diferencia significativa entre épocas (junio- septiembre). Finalmente se
encontré una diferencia significativa entre sintomas e in6culos, que pueden sugerir la
existencia de cepas virales de CsCMV, lo cual debe confirmarse mediante estudios
moleculares que permitan verificar si existe o no variabilidad genética entre las
secuencias de los distintos aislados, ya que en virus como el PVY, PVX y CalvX
miembros de la familia Alphaflexiviridae se ha detectado una amplia diversidad, y se han
logrado clasificar cepas virales que pueden ser mas o menos severas (Jones, 1985;
Rivas et al., 2005).
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Tabla 12 Resultados de correlaciéon de Pearson en funcion de los sintomas, usando como fuentes
de correlacién las absorbancias del inoculo inicial e inoculo final y la prueba de Diferencia Minima
Significativa (DMS) bajo el criterio de la prueba de Duncan para ver significancias entre in6culos,
especies y épocas del ensayo. Resultados obtenidos mediante el programa SAS, donde NS =no
significativo y * significativo.

Coeficiente de correlacion de Pearson
Absor_ inoculo Absor_final
Sintoma 0.01502 0.49139
0.8623 NS <.0001
Prueba de DMS bajo de criterio de Duncan
Fuente DMS Valor F Pr>F
Planta 0.00992 0.10 0.7544 NS.
Inéculo 0.2037 2.02 0.0185*
Epoca 0.0217 0.02173 0.4178
Especie 1.4457 14.34 0.0003**
In6culo*Especie 0.05381 0.53 0.9231 NS

En el caso del aislado PAR94 no se logré detectar la presencia del virus mediante la
prueba de ELISA, lo que puede atribuirse a baja replicacion del virus en esta planta que
no permiti6 su deteccion por este método, y era el Unico método de diagndstico
disponible al momento de realizar esta prueba, o también puede ser que este aislado sea
una cepa que no se replica en N. benthamiana, o simplemente se deba a problemas con

la inoculacion.
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Tabla 13. Resultados de ELISA y sintomas visuales de los ensayos de junio y septiembre en
plantas de Ch. quinoa (Ch.q) y N. benthamiana (N.b), inoculadas con 18 aislados de plantas
diferentes de yuca donde se observé diversidad. S: plantas sanas, A.S: Aparentemente sanas,
N.T: no se trasmite, C.S: clorosis suave C.F: clorosis fuerte, C.I: clorosis intermedia. En la tabla se
registran los sintomas observados Unicamente cuando la planta fue positiva por la prueba de
ELISA.

ELISA Hospedante Original ELISA sintomas

junio -Septiembre observados

Accesion Designacion Resultado Ch.qg N.b Ch .q N.b

M-COL1505-1 1A + +/+ -/+ A.S C.S
1B +/+ -+

ARG22-2 2A + +/+ +/- N C.F
2B +/- +-

ARG25-1 3A + +/+ +/+ N C.F
3B ++ +/-

ARG28-3 4A + +/+ +/+ C.S C.S
4B ++ -1+

ARG128-3 5A + +/+ +/+ C.S C.S
5B ++ +/-

ARG126-6 6A + +/+ -+ C.S C.S
6B ++ -1+

BRA 456-2 A + -+ -+ A.S A.S
7B -1+ -1+

ARG24-4 8A + +/+ +/+ N C.F
8B ++ +/-

ARG113-6 9A + +/+ -+ A.S C.Ss
9B ++ -I-

ARG34-4 10A + +/+ +/- N C.F
10B +/+ +/-

ARG121-1 11A + +/+ +/- A.S C.S
11B ++ ++

ARG104-3 13A + -+ +/- N C.F
13B +/+ +/-

M-COL22 -1 14A + +/+ +/+ C.S C.S
14B +/+ +/-

ARG97-1 15A + +/+ +/+ N C.F
15B ++ ++

ARG120-3 16A + +/+ /- AS A.S
16B +/+ +/-

PAR94-2 17A + +/+ -/- C.S N.T
17B ++ -I-

ARG127-1 18A + +/+ +/- C.S C.
18B ++ ++

PAR92-1 19A + +/+ +/+ CsS C.Ss

198 ++ -1+
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CONTROL Control(-) 1 - - - S S
NEGATIVO Control(-) Il -

CONTROL Control (+) + + +

POSITIVO Control (+) + + +

3.1.3 Resultados de microscopia electronica

En el andlisis de microscopia electrénica realizado al aislado de yuca PAR92, se
observaron particulas virales elongadas flexuosas caracteristicas del CsCMV, no se
encontré evidencia de ninguna otra particula viral (Figura 7). Mediante la medicion de 44
de estas particulas se encontré un tamafio aproximado de 550 a 600nm (Figura 8) el
cual es un tamafo tipico de los Potexvirus (Karpova et al., 2006). Sin embargo, el tamafio
modal de estas particulas es mayor al registrado anteriormente para el CSCMV (495-525
nm) (Brunt et al., 1996). Este resultado puede atribuirse a que la familia Alphaflexiviridae
exhibe diversos grados de flexibilidad, donde los Potexvirus y Carlavirus son los menos
flexibles de hecho son semirrigidos y muestran una tendencia a curvarse hacia un lado y
guebrarse (Milne, 1988), lo cual puede causar dificultad para estimar el tamafio de la

particula viral.

Particula
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Figura 7. Particulas elongadas flexuosas caracteristicas del CsCMV, obtenidas mediante pruebas
de ISEM usando el antisuero de fusion de proteina de CsCMV en hojas de yuca (PAR92).

.. - C1— -
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Figura 8. Histograma de frecuencias de los tamafios del virus tomado a 10.000k en el MET,
medido en 44 particulas, encontrandose con mayor frecuencia un tamafio de 550-600 nm,
procesados con el programa R
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4.1 Resultados y discusiones de los analisis de

variabilidad y caracterizacion biologica

4.1.1 Extraccion ARN y prueba de cebadores para CsCMV

La calidad del ARN total extraido se analiz6 en geles de agarosa donde se observaron
bandas visibles y definidas de ARN ribosomal (ARNr) (Figura 9). Las cuantificaciones
obtenidas en el espectrofotdmetro nanodrop asociadas al peso de material inicial
permitieron determinar un rendimiento del ARN de 218,4ng/mg para las muestras de la
coleccioén de invernadero, y un rendimiento de 58ng/mg para las muestras de la coleccion
in-vitro encontrandose un coeficiente de correlacion de Pearson de 0,73 que indica una
correlacion positiva entre material fresco y el rendimiento (Anexo B).

Este ARN fue tratado con la enzima DNAsa (Promega), procedimiento que funcioné en el
95% de las muestras, y en el 5% restante se visualizaron algunas trazas de DNA en el
gel de agarosa (Figura 9). El tratamiento con DNAsa se hace necesario debido a que los
patdgenos a evaluar en este estudio presentan genomas de ARN, por tanto el ADN
gendmico es considerado una contaminacion que puede interferir en la sintesis del ADN
complementario especialmente alterando las cuantificaciones del ARN (Sambrook et al.,
1989)

Por medio del PCR se probd el ADNc sintetizado con los cebadores hexameros,
detectandose cinco virus distintos de yuca, mostrando la aplicabilidad del método
comparado con el uso de un cebador especifico o cebadores comunes que permiten
evaluar un solo virus por cada reaccion. , Por tanto, esta técnica es una herramienta mas
versatil al reducir costos y tiempo en los procesos de diagndéstico de virus en yuca, pues
con una sola sintesis se puede evaluar la presencia de varios virus. Este método ya se

habia empleado en el diagnéstico de virus de yuca por Olaya (2013), también se ha
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usado con éxito en tubérculos afidios y hojas de plantas de papa donde se detectaron
multiples virus con esta técnica, obteniéndose mayor sensibilidad que con el uso de
cebadores especificos para cada virus (Nie & Singh, 2001).

Los juegos de cebadores disefiados y estandarizados para CsCMV se probaron en las
plantas procedentes de la colecciobn de invernadero del CIAT, destacandose los
cebadores F_3269_GAGGCTCTTCTCTGGGAAAC y
R_3896_CTTGAGTCCAGTTTGATGTC, que tuvieron la capacidad de reconocer todos
los aislados del CsCMV, amplificando un fragmento de 647 pares de bases (pb) del gen
de la replicasa viral (Figura 10). Los demés juegos de cebadores disefiados para
amplificar el CsCMV funcionaron en algunos aislados virales, sugiriendo nuevamente la
presencia de variaciones en las secuencias gendmicas virales presentes en las diferente
accesiones de yuca.

1KB

— ARNr

Figura 9. Gel de agarosa al 1%, usando tampon TAE 1x donde se visualizan los resultados de la
extraccion de ARN de algunas muestras empleadas en este estudio, y se puede visualizar bandas
correspondientes al ARN ribosomal (ARNr). La banda marcada con el circulo azul son residuos no
digeridos de ADN.
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Figura 10. Visualizacion en gel de agarosa al 1% de dos juegos de cebadores para el virus del
CsCMV, empleado en 18 aislados de la coleccion de invernadero. Los nimeros en cada carril del
gel corresponden a la numeracién asignada en la tabla 2. A: (CsCMV3269F y CsCMV3896R). B:
(3508F y 5104R).

4.1.2 Resultados RT-PCR

Para confirmar la eficiencia de los cebadores (CsCMV3269F y CsCMV3896R) como
método de diagndstico se realizaron comparaciones con los resultados de la prueba de
ELISA, encontrandose que las muestras positivas por ELISA fueron las mismas que se
detectaron positivas por RT-PCR para el diagnéstico del virus. Adicionalmente, se
evaluaron los cebadores universales para miembros del género Potexvirus registrados en
el 2002 (Van der Viugt & Berendsen, 2002), donde sélo 15 de los 18 aislados de la
coleccion de invernadero se detectaron con positivos con los cebadores universales
(Figura 11). La ubicacion gendmica de los cebadores disefiados en este estudio se
presenta en la Figura 12. Estos resultados confirmaron la eficiencia de los cebadores
CsCMV3269F y CsCMV3896R como un potencial método de diagndstico para esta
enfermedad, con la ventaja que el diagnostico por RT-PCR facilita avanzar en la
generacion de informacién de la secuencias, lo cual permite detectar variantes de los
virus, y permite realizar estudios filogenéticos y de resistencia (Tabla 14). La técnica de

RT-PCR es una técnica eficiente en el diagndstico de virus, que debe llevarse a cabo con
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mucho cuidado para evitar contaminaciones en los reactivos y componentes, las cuales
pueden generar falsos positivos 0 contaminaciones cruzadas en el caso de secuenciar
los productos de PCR (Robles et al, 2010). De igual forma, la calidad de los reactivos y
de la muestra, en especial la integridad y concentracion del ARN inicial y ADNc

resultante, que de no ser la adecuada puede generar resultados de falsos negativos.

Tabla 14. Comparacion entre el método de ELISA y el RT-PCR para el diagndstico de CsCMV.

Procedencia de las muestras N° de N° de muestras (+) N° de muestras (+) por
muestras (+) RT-PCR Primer
por ELISA (CSCMV3269F- 3896R) universales
Coleccion de invernadero 18/18 18/18 15/18

Coleccion in-vitro 3/43 4/43 e

585 pb

14 15 16 17 18 C- CR 1KB

Figura 11 Gel de agarosa al 1% donde se visualiza las bandas obtenidas con los cebadores
universales para el género Potexvirus registrados en el 2002 (Van der Vlugt & Berendsen 2002)
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CsCMV3269F y CsCMV3896R
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Figura 12. Ubicacion de los cebadores para diagnéstico disefiados en este estudio en el genoma
del CsCMV. Met: Metil-transferasa, Hel: Helicasa viral, RdRp: ARN dependiente del ARN
polimerasa.

Las 278 muestras empleadas en este estudio se evaluaron por RT-PCR para detectar la
presencia de 5 virus de yuca (CsPLV, CsFSaV, CsNAV, CsTLV y CsCMV).
Seencontraron infecciones virales mixtas y sencillas tanto en las muestras obtenidas del
campo como en las muestras obtenidas de la coleccion del CIAT, pero en las muestras
de la coleccion in-vitro no se detectaron infecciones mixtas. En las muestras del campo
se detectaron 14 muestras positivas para CsCMV, 2 de las cuales procedentes del
departamento de Amazonas y las 12 restantes del departamento de Sucre. En las
muestras de la coleccion de CIAT se detectaron 3 muestras positiva de la coleccion in-
vitro y 18 muestras positivas de la coleccion de invernadero (Tabla 15).

La presencia de infecciones virales mixtas han sido registradas en plantas de yuca
(Carvajal-Yepes et al., 2014), dandose sinergismos o0 antagonismos entre los virus
detectados (Untiveros et al., 2007); por tanto, con base en los resultados de las pruebas
de RT-PCR se seleccionaron algunas plantas de la coleccién de invernadero con
infecciones mixtas y sencillas para realizar comparaciones, y ver sintomatologias bajo un

mismo fondo genético, inoculandoyuca de la variedad Secundina mediante injerto.

Tabla 15. Resultados de infecciones mixtas y sencillas de las muestras positivas para virus por
RT-PCR en este estudio.

Tipo de infeccion Virus # de Plantas afectadas
Infecciones mixtas CsPLV/CsFSaV/CsCMV 2
CsPLV/ CsCMV 1
CsTLV /CsCMV 5
CsFSaV/CsCMV 4

Infeccion sencilla CSCMmV 13
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La mayoria de las muestras infectadas con CsCMV presentaron infecciones simples, y
fue mas frecuente encontrar la presencia de dos virus CsFSaV y CsTLV en infeccidn
mixta con el CsCMV; (Tabla 14). Con los métodos de diagnéstico disponibles no se

detectd la presencia de otros Potexvirus.

4.1.3 Resultados de los injertos en yuca variedad Secundina

A los 15 dias de realizados los injertos, aparecieron los primordios foliares,y los sintomas
se empezaron a observar a los 17 dias posteriores al injerto. Las evaluaciones
moleculares se realizaron a los 20 dias mediante RT-PCR, utilizando muestras tomadas
de las plantas de Secundina injertadas, donde se confirmo la transmisién de CsCMV y de
otros virus al patron de Secundina (Figura 13; Tabla 16). En casi todos los casos hubo
correspondencia con los virus presentes en el injerto y en la planta original de donde se
tomo la yema, con excepcion de MCOL 1505-1, el cual fue positivo para Torrado-like -
virus en la secundina injertada y negativo en la planta original fuente de la yema injerto
(dato resaltado con color amarillo en la Tabla 16), lo cual podria ser atribuido a que la
variedad Secundina se haya contaminado, dado que ha sido registrada como susceptible
a un gran numero de virus con mayor replicacion de las particulas virales (Cuervo et al.,
2006). También es posible que el Torrado-like virus haya estado presente en la planta
original en cantidades minimas o titulos imperceptibles al método de deteccién, mientras
gue en la variedad Secundina por ser una bioamplificadora las particulas virales

aumentaron siendo detectadas en el diagndstico final.

Tabla 16. Resultados de diagnéstico por RT-PCR para 5 virus. En las Muestras de Secundinas
injertadas con aislados de 11 plantas seleccionadas de la coleccion de invernadero. Donde C.F:
clorosis fuerte, C.I: clorosis intermedia, C.S: clorosis suave, M.F: malformacion de foliolos, S:
muestra sana. Los (+)= muestras positivas, (-)= muestras negativas.

Muestra Origen Accesion CsPLV CsNAV CsFSaV CsTLV CsCMV Sintomas
1 planta original MCOL1505-1 + - + - + C.F
injerto MCOL1505-1 + - + + +
2 planta original ARG22-1 + - - - + Cl
injerto ARG 22-1 + - - - +
3 planta original ~ARG126-6 - - + - + C.F; M.F
injerto ARG126-6 - - + - +

4 planta original ~ PAR94-2 - - - - + CFE
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Figura 13. Geles de agarosa al 1% preparados con el tampén TBE 0.5X, donde se observan los
resultados obtenidos por RT-PCR para el diagnéstico de 5 virus de yuca, En los injertos hechos
sobre Secundina, los nimeros de cada muestra corresponden a las accesiones de la Tabla 15.

En este ensayo al comparar la hoja mas afectada de cada injerto con el injerto sano se
puede distinguir el mosaico tipico causado por la enfermedad de CCMD inducida por la
presencia del CsCMV (Figura 14), estos sintomas aparentemente se acentlan mas
cuando hay infecciones mixtas, ya que la clorosis observada parece ser mas fuerte
especialmente en aquellas plantas que presentaron combinaciones entre CsFSaV+
CsCMV (ARG126-6) y CsPLV + CsCMV (ARG22-1). El injerto con el aislado ARG104-6
gue tenia CsTLV presentd una clorosis suave pero se observd una malformacion en las
hojas, sintoma que se ha atribuido a la presencia de este virus (Carvajal-Yepes et al.,
2014) (Figura 15). Sin embargo, en este ensayo no se realizaron replicas bioldgicas ni
conteo de hojas afectadas que permitan confirmar esta hipotesis; por tanto, se
recomienda en estudios posteriores tener presente estos paramentos al igual que el area
foliar afectada y asi diferir mejor la sintomatologia dada por el CsCMV en infecciones

simples y en co-infeccién con otros virus .
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Figura 14. Comparacion visual de sintomas en los injertos de secundina, con una planta sana (A),
comparada con una planta inectada (B).

En las infecciones simples se destaca el aislado PAR94 que presentd una clorosis fuerte,
sintoma observado en la planta original, por lo que se presume que este aislado es una
variante mas severa a las ya registradas y caracterizadas (Calvert et al., 1996). Con
estos resultados se confirma la presencia de infecciones virales mixtas en yuca y se
presenta una apreciacion de sintomas visuales en la variedad Secundina donde se

involucran el CsCMV en presencia de otros virus (Tabla 16).
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Figura 15. Ensayo de transmision viral a partir de injertos en Secundinas empleando plantas de
yuca con sintomas de CsCMV. A: sintomatologia observada en los injertos con infecciones
mixtas, B: sintomas observados en plantas con infecciones simples. El fondo de la imagen fue
modificad empleando el programa Photoshop.
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4.1.4 Andalisis de secuencias

En este estudio se alinearon 29 secuencias correspondientes a un fragmento de 609nt de
la replicasa viral contenido dentro de los 647nt que amplifican con los primer de
diagnostico, los genes de la replicasa viral son usados como criterio de clasificacion de la
familia Alphaflexiviridae (ICTV, 2014). 26 de las secuencias evaluadas se obtuvieron en
este estudio y 3 obtenidas de la base de datos del GenBank del NCBI. En el
alineamiento se observaron 179 sitios variables distribuidos uniformemente a los largo de
la secuencia en nucleétidos (Anexo E). Con estas secuencias virales se construyo el
arbol filogenético | sin grupo externo y el arbol filogenético Il donde se usé como grupo
externo (out group) el Virus del mosaico de Plantago asiatica. (PIAMV, Plantago asiatica
mosaic virus, Acc. # AB360794, Familia Flexiviridae, Género Potexvirus), el cual se
resalta con color rojo en los arboles filogenéticos. Las muestras en azul son las
secuencias del CsCMV obtenidas de la base de datos NCBI cuyos nimeros de accesion
son: (Paran&a JF913280.1, Misiones KP025969.1 y Brasil U23414.1) (Figura 16).
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Figura 16. Arboles filogenéticos obtenidos mediante secuencias del CsCMV correspondiente a
609nt de la replicasa viral. Para la construccion de estos se emple6 el programa MEGA5 mediante
el Método de distancia vecino mas cercano (NJ-Neighbour Joining) usando el modelo Kimura 2
parametros con un boostrap de 1000 repeticiones. 1: Arbol sin out group. 2: Arbol con out group.

Los arboles filogenéticos construidos con base en la secuencias de la replicasa viral
mostraron un buen soporte estadistico superior al 50% en todos los clados, lo cual indica
qgue los grupos formados no son efecto del azar (Hillis y Bull, 1993). Tanto en el &rbol
filogenético con grupo externo como el arbol sin grupo externo se formaron 5 clados. El
primer clado denominado grupo A se formdé con 7 muestras colectadas en campos
colombianos, la secuencia registrada recientemente en la base de datos NCBI colectada
en cultivos argentinos en el 2014 (Misiones) y una muestra de la coleccién de
invernadero (ARG24-4). El grupo B esta conformado por las muestras MCOL1505-1,
MCOL22-3, el aislado de la base de datos Brasil U23414.1 y una muestra del campo
colectada en Sucre en Colombia, siendo esta la Gnica muestra que se separa de las de
las demas muestras obtenidas del campo. El grupo C se constituyé con las muestras
argentinas ARG120-3, ARG126-6, ARG128-1, ARG22-1 y ARG104-3. El grupo D se
formo con un bootstrap mayor las muestras argentinas ARG25-1, ARG28-4, ARG97-4 y
la muestra de NCBI registrada del Parand, adicionalmente se uni6 a este grupo el aislado
PAR92-1 con un bootstap mas bajo. Finalmente el grupo E se formé con las muestras
argentinas ARG121, ARG113-6, ARG34-4, y la muestra PAR94-2, y el aislado ARG127-1
se incluyé en este grupo a pesar que el bootstrap no fue tan fuerte, lo que indica que
estos aislados presentan una dicotomia especial del resto del grupo a nivel de

nucledétidos.

Con la secuencias en aminoacidos (203aa) que codifican los 609 nucleétidos de la RARp
se construyo el arbol filogenético Il (Figura 17); este arbol no reflej6 todas las dicotomias
observadas a nivel de las secuencias de nucleotidos; sin embargo, se generaron dos
grupos que separan a la mayoria de las muestras del banco y las muestras del campo. El
hecho que las demas muestras no se agrupen en aminoacidos puede ser el resultado de
la mayor presencia de mutaciones sindbnimas que es observada con frecuencia en
estudios de diversidad donde se evalla la replicasa viral, pues esta region tiene dominios
altamente conservados como la Helicasa, Metiltransferasa y la RdRp, y cualquier cambio
a nivel de aminoéacidos pueden alterar su funcién (Moles, et al., 2007; Koonin et al.,
1993). Con estos tres arboles filogenéticos se puede discernir que el proceso evolutivo

ocurrido en el campo es diferente al que se presenta en las muestras de la coleccion de
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invernadero; por tanto, se realizé la prueba de neutralidad y las pruebas de seleccion

para discutir este resultado.
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Figura 17. Arbol filogenético Ill de los diferentes aislados analizados del CSCMV mediante una secuencia
de aminoacidos correspondiente a 203aa de la replicasa viral. Para la construccién del arbol se empled el
programa MEGA5 mediante el Método de distancia vecino mas cercano (NJ-Neighbour Joining), Poisson
para aminoacidos.

Las 5 secuencias correspondientes a 686 nucle6tidos codificantes para la proteina de la
cubierta (CP) se alinearon mostrando 129 sitios variables a lo largo de la secuencias, y
con éstas secuencias se construyeron dos arboles filogenéticos, el arbol filogenético IV y
el arbol V, construido con la secuencia en aminoacidos (aa). A pesar que el niumero de
secuencias empleadas para evaluar la CP es reducido, se pueden apreciar dicotomias en

ambos arboles y al igual que en los arboles anteriores, la muestra ARG127 se separa un
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poco del grupo, por tanto este aislado se caracterizO molecularmente en toda su

extension (Figura 18).
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Figura 18 Arbol filogenético IV y V, construido usando 5 aislados del CSCMV mediante una
secuencia de 686 nucledtidos correspondiente a la proteina de cubierta del virus (CP)l. Para la
construccion del arbol se empled el programa MEGA5 mediante el Método de distancia vecino
mas cercano (NJ-Neighbour Joining) con 1000 repeticiones. A: arbol construido a partir de
nucledtidos usando el modelo Kimura 2-parametros, B: arbol construido a partir de secuencia en
aminoacidos usando el modelo Poisson.

En general, los &rboles no presentaron una relacién directa con los sintomas observados
en los ensayos bioldgicos, pero si evidenciaron la diversidad existente en este virus en
latinoamérica, lo cual no se habia registrado anteriormente. Existen registros de la
existencia de diversidad en algunos Potexvirus como es el caso del Cymbidium mosaic
virus (CymMV), en el cual se revel6 la existencia de dos haplogrupos mediante el andlisis
de estas dos regiones del genoma en diversos aliados virales provenientes de 5 paises
(Fiji, Francia, Madagascar, Islas Polinesias Francesas e Irlanda) (Moles et al., 2006). El
virus X de la papa (PVX) presenta también una amplia diversidad, especialmente en la
region andina de sur América donde se cultiva una gran diversidad de especies y
variedades de papa que representan diversos nichos ambientales para el virus (Yu et al.,
2007). Lo mismo podria estar ocurriendo con el CsCMV en latinoamérica por ser centro
de origen y presentar una gran variedad de especies, cultivares y silvestres de yuca que
pueden brindar al virus distintos nichos, ademas que el CsCMV es un virus de ARN que
generalmente presentan un alto potencial de variacion por la alta tasa de errores de su

replicacion dirigida por la RdRp (Drake & Holland, 1999).

Es de resaltar que las muestras de Colombia mostraron cierta relacién con la muestra
colectada en Misiones Argentina en el 2014, y se agruparon consistentemente con la

muestra ARG24-4 de la coleccién de invernadero del CIAT, la cual en las pruebas
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biolégicas presentd sintomas cloréticos fuertes, indicando tal vez que esta variante es
una cepa gue esta presente en latinoamérica desde 1994, indicando posiblemente que
esta cepa esta mejor adaptada, ya que actualmente es la que se encuentra con mayor
frecuencia. Como se ha mencionado anteriormente los virus de ARN estan sujetos a
multiples cambios por su naturaleza y la mayoria de estos cambios son letales y tienden
a desaparecer, s6lo los cambios que permiten mantener o mejorar la funcién de sus
proteinas son los que se mantienen (Carrasco & Elena, 2007; Sanjuan, et al., 2005); sin

embargo, se requiere realizar un muestreo mas amplio para confirmarlo.

Al analizar los clados y los sitios de colecta (Figural9), no se descarta una relacion
evolutiva marcada geograficamente; sin embargo, debido a la facil transmisién del virus y
la cercania entre las regiones productoras de latinoamérica es dificil determinarla, pero
con estos datos se evidencia un posible intercambio de material contaminado entre
Brasil, Argentina y Paraguay, y entre Venezuela y Colombia, lo cual ha permitido la
dispersién de este virus por Suramérica por lo menos hasta los afios 1990.
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4.1.5 Estimacion de la presion de seleccion y prueba de neutralidad

La estimacion de la presion seleccion compara la tasa de substituciones no sinénimas
(dN) con la tasa de substituciones sinénimas (dS). Por tanto se calculd el radio de
seleccion para las 29 muestras empleadas en este estudio y adicionalmente se realizaron
los calculos para las muestras provenientes del campo y de la coleccion de invernadero
del CIAT independientemente, a razén de dN/dS (Tabla 16).

Tabla 17. Pardmetros empleados para determinar la diversidad y el radio promedio de mutaciones
sinénimas y no sindénimas para la RdRp y la CP. Donde (m)= numero de secuencias, (1 )=
Estimado de la diversidad nucleotidica , (dS)= promedio de las sustituciones sinénimas, (dN)
promedio de las sustituciones no sinénimas, (dN/dS) promedio del radio entre sustituciones
sinénimas y no sinénimas.

Aislado m n ©] ds dN dN/dS

RdRp TODOS 29 0.0886 0,7479 0.7548 0.0098 0.0129

RdRp M. 20 0.09320 0.07860 0.3271, 0.0062 0.0189
invernadero

RdRP M. campo 9 0.02987 0.039875 0.3271 0.0141 0.0431

CP TODO 5 0.09029 0.089739  0.4497, 0.0142 0.0315

Para las 29 secuencias de la RdRp se encontrd un porcentaje de mutaciones del 29.4%
de las cuales el 88.2% fueron mutaciones sinénimas, mientras que para la region de la
CP el porcentaje de mutacion fue del 18.8% de los cuales el 92.2% fueron mutaciones
sinbnimas. Respecto a la presion de seleccién en las regiones RdRp y CP del CsCMV
se obtuvieron coeficientes bajos de dN/dS (0.0129 y 0.0315 respectivamente, Tabla 16),
inferiores a 1, lo cual indica que el virus se encuentra bajo una presién de seleccion
purificadora, la cual elimina los cambios de aminoacidos que alteran la conformacion y
funcién de la proteina, haciendo que la frecuencia de alelos mutantes disminuya en las

siguientes generaciones (Li, 1997).

La RdRp mostra una presion de seleccion purificadora mucho mas fuerte que la obtenida
para la CP, lo cual refleja la importancia funcional de esta proteina y su baja tolerancia a
cambios sigificativos, lo que era de esperarse, ya que el fragmento aqui analizado hace
parte de la RdRp viral que es indispensable funcionalmente (Moles et al., 2006;
Mbanzibwa et al., 2011; Alabi et al., 2009).
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En general, las curvas de mutaciones sin6bnimas y no sinénimas mostraron que estas
mutaciones se distribuyen uniformemente por toda la secuencia analizada; es decir, que
no existe una acumulacibn de mutaciones en sitios especificos de las secuencias
analizadas. Ademas, se muestra que las mutaciones sinénimas presentan unos indices
mas altos que las mutaciones no sinénimas, tanto para la RARP como para la CP (Figura
20). Con respecto a la diversidad nucleotidica promedio por sitio entre secuencias tanto
para la RdRp como para la CP, éstos fueron de 0,08863 y 0.09029 respectivamente. Se
destaca que los virus de ARN presentan altas tasas de mutacion y frecuencias de
recombinacion (Domingo et al., 2008). Las enzimas encargadas de replicar los genomas
de ARN viral carecen de mecanismos necesarios para corregir las mutaciones que se
generan durante la sintesis de la progenie. Se ha estimado que la tasa de mutacién de
un virus de ARN es tal que cada nuevo genoma producido serd portador de una
mutacion. La combinacién de una replicacion rapida y alta tasa de mutacion hace que en
cualquier momento una poblacién viral contenga una enorme cantidad de variantes
genéticas (Elena et al., 2010). Lo anterior se ha evidenciado en este estudio con los
resultados de las estructura en los arboles filogenéticos obtenidos para la secuencia
RdRp (Figura 16), los cuales indican la existencia de variabilidad genética en el CSCMV.
Por esto se decidié continuar con un andlisis mas detallado como es el test de

neutralidad para dilucidar la fuerza evolutiva a la que esta sometida esta poblacion.
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Figura 20. Resultados del XYPLOT obtenido mediante el programa SNAP V 2.1.1 del
comportamiento acumulado de las mutaciones sinénimas y no sin6bnimos mientras se desplaza a
lo largo de la regidn a evaluar A. resultados para la RdRP, B. resultados para la CP
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Se realizaron las pruebas (Test D de Tajima, Fu y Li D* y F*) que permiten probar la
hipétesis de neutralidad y dilucidar la fuerza de seleccion que aplica en esta poblacion
(Tablals).

Los resultados obtenidos en el test de neutralidad fueron valores muy cercanos a 0, por
lo que no se puede rechazar la hipétesis de evolucién neutral, la cual hace referencia a
gue la mayoria de los genes mutantes son selectivamente neutros; es decir, no tienen
selectivamente ni mas ni menos ventaja que los genes a los que sustituyen; en el nivel
molecular, y la mayoria de los cambios evolutivos se deben a la deriva genética de
genes mutantes selectivamente equivalentes. La deriva genética consiste en el cambio
puramente aleatorio de las frecuencias génicas,,debido a que cualquier poblacion consta
de un namero finito de individuos (Kimura, 1983). Es decir la poblacién se encuentra en

equilibrio

Sin embargo, al realizar el analisis de seleccidén para las muestras de campo los valores
fueron negativos no significativos en las tres pruebas aplicadas (Tabla 16).
Probablemente, si se aumenta el nimero de secuencias de muestras del campo del
CsCMV, la prueba tendria una tendencia a mostrar una mayor significancia; sin embargo,
los valores negativos muestran una tendencia de seleccion purificadora donde las cepas
menos aptas tienden a desaparecer. Este tipo de resultados se ha evidenciado
anteriormente en el virus del mosaico del pepino (PepMV, Familia Flexiviridae, Género
Potexvirus), el cual presenté también una seleccion purificadora (Gomez et al., 2009).
Esto se debe posiblemente a los virus de muestras obtenidas desde el campo estan
sujetos a cambios en su entorno o inestabilidad generada por una respuesta inmunitaria
dinamica del hospendante que podria producir efectos variables en la composicion
genética del virus (Markham et al.,, 1998). En una poblacion en expansion que se
encuentra bien adaptada lo mas probable es que las mutaciones que se generen sean en
su mayoria purificadoras eliminando las mutaciones que puedan afectar la funcion de la
proteina (Elena, 2010). Cuando la proteina es de vital importancia como la RdRp, las
mutaciones generadas tienen a esta tendencia evolutiva, como se ha registrado en
informes recientes, donde se muestra que los genomas de los virus de ARN son muy
fragiles y que la mayoria de las mutaciones son letales o fuertemente perjudiciales

(Carrasco & Elena, 2007; Sanjuan et al., 2005). Por otro lado, los andlisis de las
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muestras de la coleccién de invernadero mantuvieron la tendencia neutral, posiblemente
porque éstas muestras se encuentran en condiciones controladas y estables. Se ha
observado que en un medio estable los virus mejor adaptados podrian predominar
rapidamente y todas las mutaciones posteriores estarian minimamente representadas en
el grupo de genes, donde las muestras diferentes podrian mostrar una composicion
genética generalmente uniforme con una minima representacion de variantes dada por

la aparicion de mutaciones neutrales cercanas (Markham et al., 1998).

En el caso de la CP no se pudo determinar el tipo de seleccion que interviene en esta
proteina debido al nimero limitado de secuencias disponibles analizado, pero se ha
observado en otros estudios que esta proteina es altamente variable y que el tipo de
evolucion que opera en este fragmento al igual que para la RdRp es la fuerza de
seleccion purificadora (Yu et al., 2008; Moles et al., 2007).

Tabla 16. Test de neutralidad realizado para las secuencias de la proteina de cubierta (CP) y el

ARN dependiente del ARN polimerasa (RdRp). Niumero de secuencias (m); Nucle6tidos variables
/Nucleotidos de secuencias totales (NV/NT).

Aislado m NV Tajima D Fu & Li's F* Fu & Li’s D* P>0.10
RdRp (609nt) TODOS 29  179/609 0,71871 0,11825 -0,20877 NS
RdRp (609nt) bonsadi 20  170/609 0.769778 0,01337 -0,31836 NS
RdRp (609nt) campo 9 66/609 -1.286217 -1,30680 -1,12388
CP (686nt) TODOS 5 129/686 0,04671 -0,19531 -0,23603 NS

En conclusién con este andlisis se confirma la variabilidad genética presente en CsCMV
y se presume que la fuerza evolutiva que opera en las muestras colectadas en el campo
presentan una seleccién purificadora, mientras que las muestras de la coleccién de
invernadero del CIAT sometidas a condiciones controladas presentaron una seleccion
neutral; por esto se evidencia que la presién ambiental juega un papel importante en la

evolucion de este virus.
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4.1.6 Ensayo de purificacion del virus CsCMV en Secundinas inoculadas a
partir de N. benthamiana

Las plantas de yuca (variedad Secundina) inoculadas a partir de N. benthamiana,
presentaron sintomas de clorosis a los 25 dias posteriores a la inoculacién, sintomas
tipicos causados por la enfermedad CCMD, y la planta control no presentdé ningun
sintoma diferente al dafio mecénico causado por el frote (Figura 21). Las evaluaciones
realizadas mediante RT- PCR para el diagnéstico de CsCMV, CsTLV, CsFSaV CsPLV y
CsNAYV, confirmaron la presencia del CsCMV Unicamente, por lo que se pone en
evidencia la eficiente trasmisién de este virus en estas dos especies, lo cual explica su
alta prevalencia (Costa & Kitajima, 1972). Mediante este experimento se purificé el
CsCMV eliminando la presencia de los otros virus (Figura 22), por lo cual se puede
emplear como una estrategia en estudios biol6gicos de Potexvirus o para virus que se

transmitan mecanicamente cuando se desee visualizar sintomas causados Unicamente
| -

Figura 21. Sintomas visuales presentados por el material vegetal empleado en la inoculacion

mecanica en Secundina usando como in6éculo a N. benthamiana con sintomas de CCMD. 1:

aislado MCOL22. 2: planta sana, 3: aislado ARG24, A: Inoculo inicial N. benthamiana B: plantas
de Secundina inoculada.

por un solo virus en plantas de yuca.
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Figura 22. Diagnéstico para los virus Luteovirus, Reovirus, CsCMV, Potexvirus, Torradovirus
mediante la técnica de RT-PCR de material de hojas de Secundinas inoculadas con dos inéculos
diferentes del virus CsCMV (ARG24-4, MCOL 22-2), para cada inéculo se realizaron dos replicas
a partir de plantas infectadas de N. benthamiana

Tabla 18. Resumen de resultados obtenidos por RT-PCR en las muestras de plantas de
Secundinas inoculadas con CsCMV a partir de plantas infectadas de N. benthamiana

Muestra Accesion [1RNA ng/ul  CsFSaVv CsTLV  CsPLV  CsNAV CsCMV
1 ARG24-4 (1) 280,6 - - - - +
2 ARG24-4 (2) 152 - - - - +
3 MCOL22-2(1) 356 - - - B +
4 MCOL22-2(2) 151 - - - - +
C- Secundina 140 - - - - -

C+ Plasmido + 10 + + + + +
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4.1.7 Obtencion de genoma completo

En este estudio se caracteriz6 molecularmente dos genomas completos
correspondientes a los aislados MCOL22-1 y ARG127. El aislado MCOL22-2 presendo
una identidad del 98% con respecto al genoma referencia registrado en la base de datos
del GenBank del NCBI (Acc. # U23414.1), y un tamafo total en nucleétidos de 6372
excluyendo el sitio poli- A del extremo 3". El aislado ARG127 presentd un porcentaje de
identidad de 89% y un tamafio de 6376nt. Los dos genomas codificaron para cinco
marcos de lectura abiertos (ORFs). En orientacion 57-3", los primeros 76nt corresponden
a la region UTR 5™ no codificante (del inglés untranslated region) region no traducida del
extremo 57, después se encuentra el ORF1 correspondiente a la replicasa viral con 1450
amino &cidos (aa) dentro de la replicasa se identificaron, los dominios metil trasferasa
entre los nucleétidos 215(nt) al 1096(nt) y el dominio helicasa en el intervalo de 2291-
2980 (nt), el ORF2 con 231(aa), ORF3 con 110(aa) y ORF4 95(aa) corresponde a las
proteina del movimiento viral TGB (triple gene block) blogue de los tres genes. El ORF 5
codificé para la proteina de cubierta (CP) compuesta por 229(aa), finalmente en el
extremo 3"se encontraron 144nt no codificantes y la cola poly- Adenilada correspondiente
a la region UTR3’, estructura tipica de los Potexvirus. Se determinaron los porcentajes
de identidad (ID) para cada secuencia (Tabla 18).

Tabla 19. Descripcion de genomas de CsCMV correspondientes a los aislados MCOL22 y
ARG127 contrastado con el genoma referencia de NCBI (U23414.1).

Region Tamafio (nt) Tamafio (aa) Tamafio (nt) tamario (aa)

genomica
MCOL22/U23414. MCOL22/U23414.1 ARG127U23414.1 ARG27/U23414.1
1

UTR 5 76/76 e 76/76 e

Replicasa 4350/4347 1450/1449 4350/4350 1449/1449
viral

TGB1 693/693 231/231 693/693 231/231

TGB2 330/336 110/112 330/336 110/112

TGB3 285/291 95/97 285/285 95/97

CP 687/687 229/229 687/687 229/229
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UTR3’ 114/114 e 114/114 e

Tabla 20 Porcentaje de identidad de las secuencias de los aislados MCOL22 y ARG127
comparados con el genoma de referencia (NCBI Acc. # U23414.1).

Region del Tamafio en nt Mcol22 % iD Arg127 %ID
Genoma

UTR 5 76 100% 60%
Replicasa 4350 97% 88%
viral

TGB1 693 99% 87%
TGB2 330 96% 93%
TGB3 285 99% 94%
CP 687 99% 90%
UTR3’ 114 98% 95%

En general, los genomas presentaron un porcentaje de identidad alto, con relacién al
genoma referencia (NCBI Acc. # U23414.1), siendo mas alto el porcentaje de identidad
de la secuencia obtenida de la planta MCOL22 que la secuencia obtenida de la planta
ARG127. Los resultados obtenidos con el genoma completo son similares a los
observados en los arboles filogenéticos donde se presentd una fuerte asociacion entre la
muestra MCOL22 y la secuencia de la base de datos (NCBI Acc. # U23414.1).



5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

. La cantidad de material fresco disponible para la extraccién de ARN mediante el
método de CTAB tiene una gran influencia en el rendimiento de la extraccién, siendo
mas eficiente el uso de 100 a 200 mg de muestra.

. El uso de cebadores aleatorios para sintetizar el ADNc facilita la deteccion de
varios virus de yuca a partir de la misma sintesis, siendo este método mas eficiente que
el uso de cebadores especificos.

. Para realizar inoculaciones mecanicas del CsCMV en plantas indicadores no es
necesario tener inoculos que presenten absorbancias altas, pues inéculos con
absorbancias bajas también tienen la capacidad de trasmitir el virus.

. El CsCMV se puede encontrar en plantas de yuca tanto en infecciones simples
como en infecciones mixtas, y en ambos casos se presentan sintomas tipicos de la
enfermedad de CCMD.

. Se confirma la presencia del CsCMV en dos regiones productoras de yuca en
Colombia, como son los departamentos de Sucre y Amazonas.

. Mediante la caracterizacion biolégica y molecular realizada en este estudio se
evidencia la existencia de cepas virales en el CsCMV con una amplia diversidad en la
secuencia de nucleotidos.
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. Los cebadores que se utilizaron en este trabajo tienen un potencial para ser
usados en la deteccion y el diagnéstico del CsCMV, equivalente a la prueba de ELISA,
siendo estos los primero cebadores especificos para el diagnostico de este virus

. Se confirma la presencia del CsCMV vy la diversidad del virus en latinoamérica,
remontandose por lo menos a muestras obtenidas en los afios 1990, tiempo en el cual se
colectd el material evaluado presente en la coleccion del CIAT.

. En este estudio se evidencia que las condiciones ambientales juegan un papel
importante en los procesos evolutivos de este virus, determinado el tipo de seleccion que
se presenta en la poblacion, que en su mayoria es de tipo purificadora.

5.2 Recomendaciones

e Se recomienda pesar muestras del material vegetal antes de realizar
extracciones de RNA y usar como minimo 100mg y como maximo 200mg de
hojas frescas.

e Se recomienda realizar en el futuro el uso de réplicas biolégicas en los ensayos
de injertos, medir la capacidad fotosintética y contar el nimero de hojas afectadas
para confirmar que la enfermedad de CCMD es mas fuerte cuando el CsCMV se

encuentra en co-infeccion con otros virus.

e Para aumentar los valores de significancias en las pruebas de neutralidad y
confirmar el tipo de seleccién que se propone en este estudio para el CsCMV, se
requiere evaluar mas muestras provenientes del campo y enriquecer el arbol
filogenético.



Anexo:

Anexo A

Tabla A. Accesiones de yucas empleadas en este estudio. ND: No determinado.

NUumero Procedencia
Accesion CIAT Pais Departamento
asignado

1 MCOL 1505-1 Venezuela | ND
2 ARG22-2 Argentina | Corrientes
3 ARG25-1 Argentina | Corrientes
4 ARG28-4 Argentina | Corrientes Coleccion de
5 ARG128-1 Argentina | ND invernadero
6 ARG126-6 Argentina | ND
7 BRA456-6 Brazil Amazonas
8 ARG24-4 Argentina | Corrientes
9 ARG113-6 Argentina | Misiones
10 ARG34-4 Argentina | Misiones
11 ARG121 Argentina | ND
12 ARG104-3 Argentina | Formosa
13 MCOL22-1 Colombia | Cordoba
14 ARG97-4 Argentina | Formosa
15 ARG120-3 Argentina | ND
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16 PAR94-2 Paraguay | Boqueron
17 ARG127-1 Argentina | ND
Presidente
18 PAR92-1 Paraguay
Hayes
19 ARG1 Argentina | ND
20 ARG2 Argentina | ND
21 ARG3 Argentina | ND
22 ARG4 Argentina | ND
23 ARG5 Argentina | ND
24 ARG10 Argentina | ND
25 ARG28 Argentina | Corrientes Muestras
26 ARG32 Argentina | Misiones invitro
27 Colombia | Cordoba Banco de
COL20
28 Colombia | Cordoba germoplasma
coL23
29 Colombia | Cordoba CIAT
CoL25
30 Colombia | Cordoba
COL34
31 COL40 Colombia | Cordoba
32 Colombia | Cordoba
CoL40C
33 Colombia | Cordoba
COL44
34 Colombia | Cordoba
CoL45
35 Colombia | Bolivar
COL46
36 Colombia | Bolivar
COL50
37 Paraguay | San Pedro
PARS
38 Paraguay | San Pedro
PAR10
39 Paraguay | San Pedro
PAR12
40 Paraguay | San Pedro
PAR13
41 Paraguay | San Pedro
PAR16
42 PAR17 Paraguay | Amambay
43 PARDS Paraguay | Amambay
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44 Paraguay | Amambay
PAR31

45 PAR3S Paraguay | Amambay

46 PAR3S Paraguay | Concepcion

47 Peru Lotero
PER199

48 Peru Loteo
PER217

49 PERS80 Peru Pasco

50 Peru Pasco
PER488

51 Peru Huanuco
PER419

52 Venezuela | ND
VEN258

53 Brazil ND
VEN62

54 Venezuela | Yaracuy
VEN118

55 Brazil ND
VEN104

56 Venezuela | ND
VEN224

57 Brazil Amazonas
BRA1366

58 Brazil Bahia
BRA1204

59 Brazil Paraiba
BRA1039

60 Brazil Espiritu Santo
BRA1006

61 Brazil Bahia
BRAS883
Delalalal34 | Colombia | Sucre Muestras

Amazonas Colectadas

Delalala85 Colombia | (Araracuara vy | en el campo

Pefia roja)
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Anexo B.

Tabla de los datos obtenidos en las extracciones de ARN para las muestras de la coleccién de
invernadero usando 100mg de tejido fresco.

Variedad Concentracién | volumen final relacion 260/280 260/230
ng/uL 30ul ng/mg

Mcol1505-1 347,04 10411,2 104,112 2,02 2,09
Arg22-2 1240,7 37221 372,21 2,03 2,11
Arg25-1 507,6 15228 152,28 1,94 1,83
Arg28-4 667,3 20019 200,19 1,98 2,05
Argl28-1 1462,6 43878 438,78 2,08 2,22
Argl26-6 520,8 15624 156,24 2,08 2,07
Brad56-4 226,1 6783 67,83 2 2,01
Arg24-4 342,1 10263 102,63 1,78 1,7
Argl13-6 763,3 22899 228,99 2,08 2,22
Arg34-4 327,1 9813 98,13 1,98 2,05
Argl21 526,3 15789 157,89 2,08 2,22
Argl04-5 1313,8 39414 394,14 2,08 2,07
Argl04-3 688,5 20655 206,55 1,87 1,57
Mcol22-1 2660 79800 798 2,03 2,17
Arg97-4 858,7 25761 257,61 1,97 1,54
Arg120-3 462,2 13866 138,66 1,95 1,91
Par94-2 304,3 9129 91,29 1,86 1,22
Argl27-1 293,7 8811 88,11 1,97 1,54
Par 92-1 320,4 9612 96,12 1,97 1,87

Promedio 728 21840,85263 218,4 1,99 1,92
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Tabla de datos obtenidos en las extracciones de ARN para las muestras de la
coleccién in-vitro usando pesos con variaciones de 44 a 300mg de tejido fresco

Peso conentracion |vol. Final Relacion
Accesion W fresco(mg) [Ing/ul [130ul ng/mg 260/280| 260/230

ARG1 160 361 10830 67,69 2,02 2,11
ARG2 220 360 10800 49,09 2 2,12
ARG3 183 333,7 10011 54,70 1,98 2,01
ARG4 105 196,2 5886 56,06 2,05 2,24
ARG5 200 335,3 10059 50,30 2,04 2,19
ARG10 200 150,6 4518 22,59 2,06 2,27
ARG28 168 347,1 10413 61,98 2,04 2,2
ARG32 130 198,9 5967 45,90 2,06 2,25
COL20 140 209,2 6276 44,83 2,03 2,17
COL23 102 140,3 4209 41,26 2,06 2,27
COL25 180 463,5 13905 77,25 2,06 2,18
COL34 60 108 3240 54,00 2,04 2,44
coL40 200 199,3 5979 29,90 2,06 2,29
CcOoL40C 176 193,4 5802 32,97 2,08 2,32
coL44 160 316,9 9507 59,42 2,05 2,24
colL4s 78 118,2 3546 45,46 1,99 2,01
COL46 76 125,4 3762 49,50 2,08 2,41
COL50 69 178,3 5349 77,52 2,05 2,27
PARS8 108 123,7 3711 34,36 2,04 2,3
PAR10 230 371,2 11136 48,42 2,03 2,13
PAR12 89 322,8 9684 108,81 2,06 2,26
PAR13 130 298,7 8961 68,93 2,05 2,26
PAR16 109 275,3 8259 75,77 2,04 2,22
PAR17 53 141,1 4233 79,87 2,05 2,34
PAR25 107 396,8 11904 111,25 2,04 2,16
PAR31 80 130,2 3906 48,83(2,05 2
PAR35 90 141 4230 47,00 2,09 2,33
PAR38 300 401,9 12057 40,19 2,05 2,23
PER199 50 112,3 3369 67,38 2,06 2,09
PER217 100 150,1 4503 45,03 2,08 2,26
PER580 90 201,8 6054 67,27 2,07 2,16
PER488 83 264,6 7938 95,64 2,08 2,28
PER419 78 150 4500 57,69 2,09 2,2
VEN258 70 140 4200 60,00 2,07 2,3
VENG2 45 99,1 2973 66,07 2,04 2,1
VEN118 44 78,5 2355 53,52 2,02 2,25
VEN104 67 144,4 4332 64,66 2,06 2,22
VEN224 96 188,2 5646 58,81 2,06 2,28
BRA1366 60 135,4 4062 67,70 2,07 2,33
BRA1204 78 100,9 3027 38,81 2,07 2,33
BRA1039 52 76 2280 43,85 1,86 1,92
BRA1006 72 145 4350 60,42 2,08 2,33
BRAS883 110 179,5 5385 48,95 2,02 2,23
Promedios 6351,488 57,67

Correlacion R

0,730906637
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Anexo C:

Protocolo RACE 5

La técnica consiste en realizar primero la sintesis de ADNc la cual se realiz6 en un tubo
de PCR al cual se anadié 2,5 pmoles de ‘primer GSP1, 50-500 ng de ARNm, y agua
destilada tratada con dietil pirocarbonato (DEPC) suficiente hasta alcanzar un volumen
final de 15,5 pL. La mezcla se incub6é 10 min a 70 °C y luego se mantuvo en hielo
durante 1 min. Después se afiadieron en este orden: solucién reguladora de PCR 10x,
MgCI2 25 mM, mezcla de dNTPs 10 mM, DTT 0,1 M, hasta un volumen final de 24 pL. El
contenido del tubo se mezclé suavemente y se recolectdé mediante una breve
centrifugacion. Luego, la solucién se incub6 1 min a 42 °C y se afiadi6 1 pL de
SuperScriptTM Il RT, se mezcldé suavemente y se incub6 primero 50 min a 42 °C, luego
15 min a 70 °C. Después se afadié 1 pL de RNase Mix, se mezcl6é con cuidado y se
incubd a 37 °C durante 30 min con el fin de degradar los restos del RNA. Luego, la
mezcla se guardd en hielo. Posteriormente se realizé la purificacion de ADNc mediante
la columna S.N.A.P.™. En el paso siguiente la enzima Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) y desoxirribonucleétidos de citosina (dCTP) se utiliza para agregar la
secuencia poli (C) al extremo 3" del ADNc . Para eso se preparé una mezcla de agua
tratada con DEPC, solucion reguladora ‘tailing’ 5x, dCTP 2 mM, ADNc purificado, con un
volumen final de 24 uL. La mezcla se incub6 2-3 min a 94 °C y luego se colocé el tubo en
hielo durante 1 min. Se afadié 1 pL de TdT, se mezclé suavemente, se incub6 10 min a
37 °C y luego 10 min a 65 °C para inactivar la TdT. Se recolect6 el contenido del tubo
mediante una breve centrifugacion y se guardé en hielo. Luego, se realizé la reaccion de
PCR utilizando el poli(C)-ADNc como molde. Para esto se agregé en un tubo de PCR:
31,5 pL de agua destilada, 5 pL de solucion reguladora de PCR 10x (Tris-HCI 200 mM
pH=8,4, KCI 500 mM), 3 pL de MgClI2 25 mM, 1 pL de mezcla de dNTPs 10 mM, 2 pL del
‘primer’ GSP2 10 uM, 2 pL del ‘primer’ AAP 10 uM, 5 pL de ‘dC-tailed’ ADNc y 0,5 uL de
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Taq ADN polimerasa Taq platinum (Invitrogen). Se mezclé suavemente y se colocé en el
termociclador previamente calentado a 94 ° durante 3 min a 94 °C, seguida de 35 ciclos
gue contenian: una fase de desnaturalizacion de 30 s a 94 °C, una fase de hibridacién de
53 °C y una fase final de extension de 1 min a 72 °C. Luego se analizaron 7 pL del
producto de la reaccién de PCR mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% en
tampdn 0,5X TBE.

Protocolo RACEZ3”

El procedimiento se realizdé de siguiente manera: En un tubo de PCR se agregé 50-200
ng de ARNm y agua tratada con DEPC para obtener un volumen final de 11 uL. Luego se
afiadié 1 pL de solucion AP 10 uM, se mezclé suavemente y se recolecté mediante una
breve centrifugacion. La mezcla se incubé a 70 °C durante 10 min y luego se enfrié en
hielo durante 2 min. Se recolect6 el contenido del tubo mediante una breve centrifugacion
y se afadieron los siguientes componentes en este orden: 2 uL de solucion reguladora
de PCR 10x, 2 pL de MgCI2 25 mM, 1 pL de la mezcla de dNTPs 10 mM, 2 uL de DTT
0,1 M. La mezcla se equilibr6 a 42 °C durante 2-5 min, se afladié 1 yL de la enzima
SuperScriptTM Il RT y se incubd a 42 °C durante 50 min. La reaccién finalizé incubando
la mezcla a 75 °C durante 15 min. Luego, el tubo se colocé en hielo y, después de
realizar una breve centrifugacion, se afadid 1 pL de la enzima RNasa H, se mezcl6
suavemente y se incub6 a 37 °C durante 30 min para degradar los restos del ARN. Luego
de sintetizar el ADNc, se realiza amplificacion del fragmento mediante la reaccion de
PCR utilizando el ‘primer GSP especifico de la secuencia de interés y el AUAP
complementario a la regién 3. De la siguiente manera esta manera En un tubo de PCR
se afiadié en este orden: 5 pL de solucion reguladora de PCR 10x, 3 uL de MgCI2 25
mM, 1 uL de una mezcla de dNTPs 10 mM, 1 pL del ‘primer GSP 10 uyM, el ‘primer’
AUAP uM, 36,5 pL de agua destilada estéril, 0,5 pL de Taq polimerasa 2 unidades por pL
y 2 uL de ADNc. Se mezcl6 suavemente y se recolectd el contenido del tubo mediante
una breve centrifugacion. Se incub6 la reaccién a 94 °C durante 3 min 94 °, seguida de
35 ciclos que contenian: una fase de desnaturalizacion de 30 s a 94 °C, una fase de

hibridacion de 50°C y una fase de extension a 72°C
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Anexo D

Protocolo de Transformacion

Protocolo de transformacion con células competentes E. coli DH5a

Soluciones:

Preparacion ampicilina
Disolver 100 mg de ampicilina en 1 ml de agua destilada estéril. (El agua debe
estar a temperatura ambiente y verficar la completa dilusién de la ampicilina, no
se deben observar granos blancos. Una vez disuelta, filtrar la solucién usando
filtros Millipore ® de 0.2 umg y dividir en alicuotas.

Guardar a -20 °C

Preparacion X-GAL

Diluir 20 mg de X-Gal en 1 ml de dimetil formamida

Guardar a -20 °C

Preparaciéon IPTG

Diluir 1g de IPTG en 5 ml de agua destilada estéril.

Guardar a -20 °C
Preparar medio de cultivo solido LB, en volimenes de 250 ml en matraz
Erlenmeyer de 500ml, esterilizar.
Antes de usar el medio LB sdlido, disolver calentando en el microondas (aprox 6

min).
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En camara de flujo laminar debidamente esterilizada, destapar los matraces con
medio de cultivo LB derretido y dejar enfriar. Una vez llegue a temperatura

tolerable para la mano (aprox. 40-45 grados C), adicionar muy rapidamente:

1. 350 pl de ampicilina [100ug/ml] (descongelar previamente)

2. 500 pl de X-GAL

3. 200 pl de IPTG (descongelar previamente)
Mezclar agitando el matraz rapidamente y vaciar aprox. 20 ml de medio por cada
caja Petri estéril.

Una vez solidificada se puede usar o conservar en refrigerador a 8 °C

Transformacion:

Si las cajas Petri con el medio X-GAL estan refrigeradas, dejar a temperatura
ambiente en la camara de flujo laminar, antes de usar

Las células competentes DH 5a se sacan de -80°C unos minutos antes y se
ponen a descongelar en hielo mezclado con un poco de agua.

Una vez descongeladas las células competentes (cada tubo eppendorf contiene
100 pl de células competentes), adicionar el volumen de ligacion (10pul), mezclar
rapidamente con una agitacion corta y poner en hielo por 30 min.

Poner la mezcla de ligaciobn con células competentes en bafio maria a 42°C
durante 45 — 50 s para causar choque térmico.

Poner en hielo rapidamente durante unos minutos.

Adicionar 100 pl de medio LB.

Agitar en incubador durante 30 min minimo, a 38 °C y 130 RPM.

Verter las células competentes en las cajas Petri con medio X-Gal,
esparciéndolas con perlas de vidrio estériles.

Dejar secar unos minutos en la camara de flujo laminar antes de taparlas.
Incubar a 38°C durante 16 horas méaximo.

Verificar si hay colonias transformadas. (Las colonias transformadas son blancas,

las no transformadas azules).
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e Poner en refrigeracion a 8°C

Anexo E

Alineamiento de la replicasa viral observado en las 29 secuencias analizadas en este
estudio.

| [l lelefol 1=lee] (o] [«le] [ol=] Jo]e] [=]#] [#]* afafafowlolols] Telo] [sle] T | [=lole] (o] | 1] [ofolefe o] [olelelo] [=lelelels] | 1o [le] [5le] [ol=] Tefef | [« [ef#] 1=]<] [+

Species/Abbry
- gi|773404|CaCMV
- sucrez 76 T7

1

2

3. sucre7 24
4. sucrel? 82
5. sucrez0-31
6. SucreZé-T72
7. gi|349592182|CsCMV Parana
B. Mcoll505-1

9. ArgZi-l

10. Arg25-1
11. Argig-4
12_ ArglZe-1
13. ArglZé-6
14. Brad5é-4
15. Argi4-4
1. Argll3-¢
17. Arg34-4
18. Arglzl
19. Arglod-3
20. Mcol2Z-1
21. Arg97-4
22. Argl20-3
23. Par94-2
24. Arglz7-1
25 DPar8z-1
26. Sucre-538
27. MPotex22
28. PROZ3
35 mang
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