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Resumen, Bl Cuctmber mosaic virus (CMV) posce una distribucion global y un amplio
niimero dc hospederos. Debido a la carencia de informacion en enfermedades de tipo
viral en Ecuador, la propagacion de estos patdgenos ha sido dificil de controlar. Sin
embargo, en los Gltimos afios estudios han reportado diferentes especics virales
infectando a varios cultives. E! objclivo de este estudio fue identificar las diferentes
cepas de CMV presentes en el pais, y la diferente sintomatologia cncontrada en campo
segiin la cepa viral, en case de que csta exista. Los andlisis {ilogendticos y de secuencias
de CMV infectando cullives revelaron la presencia del CMV subgrupe 1 y sus dos
serotipos 1A y IB, siendo de mayor prevalencia ¢l CMV A en Ecuador y en los
diferentes palses de América donde se ha reportado CMV,
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Abstract. Cucumber mosaic virus (CMV) has a worldwide disteibution and a wide
number of plant host. Due to the lack of information of viral discascs in Ecuador, the
spread of these pathogens have been hard to control. However, in the last years, it have
been reporled several viral species infecting different crops. The aim of this study was to
identify the different strain of CMV present in the country, and the differences between
symploms and strains, if it exist. Sequence and phylogenetic analyses of CMV infecling
crops have shown the presence of CMV subgroup I and its two scrotypes 1A and 1B, with
more prevalence of CMV TA in Ecuador and the different American countries that have
reported CMV.

1. Introduccion.

En promedio se estima que a nivel mundial del 10% al 15% (USD$ 64 billones)
de las pérdidas de cultivos son causadas por infecciones virales, siendo mds
propensas las regiones tropicales y subtropicales [1, 2]. En cultivos de gran
relevancia mundial, donde podemos incluir, banano, cacao, maiz el porcentaje
de pérdida puede alcanzar los 30% - 40% siendo un problema importante para el
productor [2].

En el Ecuador, siendo la agricultura, la generadora del 9.4% del PIB total
segiin datos de El Banco Mundial y el INEC' (2013), posee un escaso
conocimiento acerca de las cepas virales presentes en el territorio. Sin embargo,
en los tltimos afios estudios enfocados en la deteccion de estos patégenos ha



demostrado la presencia de géneros virales como Potivirus, Umbravirus [3],
Ampelovirus [4], Comovirus [5], Cucumovirus [6], anteriormente desconocidos,
infectando cultivos.

Una de las cuatro especies dentro del género Cucumovirus es el Cucumnber
mosaic virus (CMV), especie listada dentro del puesto nttmero 4 de los virus de
plantas con mayor importancia econémica [7], y uno de las patégenos virales
con mas hospederos, calculando alrededor de 1000 especies de plantas, donde se
incluyen plantas dicotiledéneas, monocotileddneas, arbustos y drboles [8 - 13];
reportado en varias partes del mundo [8] y recientemente en el Ecuador [6]. Es
transmitido por al menos 75 especies de afidos [9], pudiendo también ser
transmitido, aunque en menor porcentaje (bajo el 2.5%), por semillas {12]. Su
genoma comprende tres cadenas simples de ARN con CAP (ARNI, ARN2 y
ARN3} y cinco Marcos Abierto de Lectura (Open Reading Frames - ORFs)
(Fig. 1} [9, 12, 14]. Los ORFs la y 2a son codificados por el ARNT y ARN2
respectivamente, son componentes virales de la replicasa [12]. El ORF 2b, un
gen sobrepuesto al ORF 2a, es expresado a partir de un ARN sub-genémico,
ARN 4a, que codifica a un supresor de silenciamiento genético post-
transcripcional {15, 16]. El ARN3 codifica a la proteina 3a, la proteina de
movimiento, y la cdpside proteica (CP), este Gltimo expresado por un sub-
genoma ARN4. Ambos requeridos para el movimiento del virus [9, 14].
Ademis se ha detectado la presencia de un quinto ARN no codificante, un ARN
satélite (satARN), que puede tener efectos drdsticos en la induccion de sintomas,
que van desde la atenuacién [17] hasta el empeoramiento de los mismos [18]. Se
ha llegado a demostrar que el satARN puede inducir a la muerte celular
programa en tomate, conduciendo a la necrosis sistemdtica y eventualmente a la
muerte de [a planta [19].
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Figura 1. Organizacion gendmica del CMV. [16]

Las cepas de CMV han sido clasificadas dentro de dos subgrupos: 1 y 11,
basados en sus propiedades bioldgicas y seroldgicas y pruebas de hibridacién de
acidos nucleicos [9, 13] siendo el subgrapo I mas heterogéneo gue el subgrupo



II {10]. Analisis adicionales a las secuencias del gen de ta CP y de la region no-
traducible 5’ (NTR 5°) del ARN3 ha llevado a la divisién del subgrupo fen 1Ay
IB con 92 — 95% de similitud entre estos dos subgrupos [20]. La existencia de
diferentes cepas se relaciona a la naturaleza de los virus de ARN, a causa de la
ausencia de Ia habilidad de correccién de errores de la ARN replicasa [21], son
capaces de generar rapidamente cambios genéticos, y mutaciones aleatorias,
siendo la recombinacién la principal fuente de evolucion viral v variabilidad
[22, 23], proveyendo al virus la facilidad de evolucionar y adaptarse a las
presiones de seleccidén [23 — 25]. Se ha demostrado también que el satARN
puede ser una fuente adicional de variabilidad [26] en poblaciones virales con
ausencia o presencia del satélite.

De esta manera, debido al reciente descubriendo de la presencia del CMV
en el Ecuador [6] y a la nula informacidn que existe en el pais con respecto a la
expresion de la enfermedad (sintomas) y a los cultivos a los cuales se encuentra
afectando, se hace evidente la necesidad de estudios que determinen Ia
diversidad genética, en comparacién con las registradas en Sur América y el
mundo; asf mismo, la posible existencia de una relacion entre sintomatologia a
nivel de campo y cepa viral encontrada. Esperando que este estudio sea de
mucha ayuda al conocimiento y al desarrollo de estrategias de control de
enfermedades causadas por este agente infeccioso,

2. Metodologia.

Recoleccion de muestras y registro fotogrdfico: Se recorrieron sectores de
cultivos de ciclo corto dentro de las provincias de El Guayas, El Oro y Manabi,
en donde se recolecté hojas infectadas mostrando sintomas usualmente
atribuidos al CMV como: mosaicos, crecimiento retrasado de la planta, rayas
cloréticas, distorsion de las hojas y necrosis de la hoja bandera {12, 13].
Alrededor de 80 hojas de diferentes cultivos, en donde se incluye tomate,
banano, pimiento, malezas, zapallo, sandia y pepino fueron recolectadas
mostrando los sintomas previamente indicados. Las muestras fueron clasificadas
seglin sus sintomas, fotografiadas y asignadas con un nfinero para su
identificacidn.

Extraccidn de RNA viral, RT-PCR y Secuenciacién. El ARN total de cada
una de las hojas infectadas fue extraido como describe Halgren ef al. (2007)
[27]. El RNA extraido fue usado para la sintesis de cADN usando iniciadores
aleatorios. La Reaccién en Cadena de la Polimerasa fue llevada a cabo con
iniciadores especificos para el gen de la cépside proteica (CP) disefiados por
Khan (2011).

La reaccién de 10pl contiene 1ul 10x PCR Buffer, 0.2ul de cada iniciador
(40uM), 0.2 de 10mM dNTPs, 2ul cDNA, 6.2751] de agua grado biologia
molecular y 0.1ul de Taq DNA Paolimerasa (Genescript, USA). Los pardmetros
para la PCR fueron los siguientes: 94°C por 4min, 40 ciclos de 94°C por 435s,
55°C por 455 y 72°C por 45s, y un tiempo de elongacién final de 10min a 72°C,
El producto amplificado (10pul) fue separado en un gel de agarosa al 2% con un



marcador de peso molecular de 100bp en un buffer TAE 1x por electroforesis a
100V por 40min.

Se prepard reacciones de 251! de las muestras positivas conteniendo 2.5l de
10x PCR Buffer, 0.5¢ de cada iniciador (40pM), 0.5 de 10mM dNTPs, 3ul
cADN, 18,511l de agua grado biologia molecular y 0.15 de Taq ADN Polimerasa
(Genescript, USA) con los siguientes pardmetros en el termociclador: 94°C por
4min, 40 ciclos de 94°C por 45s, 55°C por 455 y 72°C por 45s, y un tiempo de
elongacidén final de [0min a 72°C; 5ul del producto final amplificado (25pul)
fueren cargados en un gel de agarosa al 2% con un marcador de peso molecular
de 100bp en un buffer TAE 1x por electroforesis a 100V por 40min para la
comprobacién de los positivos.

El producto de amplificacién final (20ul) fue secuenciado usando los
mismos iniciadores especificos (Ipl). El secuenciamiento fue realizado por
Macrogen (http://www.macrogen.com/eng), Rep. de Corea,

Analisis de las secuencias y estudio filogenéiico. Las secuencias fueron
analizadas mediante el programa de bioinformatica Geneious V.8.1.7 en donde
segmentos iniciales yfo finales fueron eliminados apropiadamente para la
obtencién de un andlisis “limpio”. Las secuencias fueron comparadas y
alineadas con otras reportadas en diferentes parte del mundo pertenecientes a los
diferentes subgrupos [I (A y B) y 1] encontradas en la base de datos de NCBI.
Las relaciones filogenéticas (Neighbor — Joining) fueron inferidas utilizando las
secuencias dispenibles, usando como secuencia raiz dos especies diferentes del
mismo género Cucumovirus, Tomato aspermy virus [EF153735] y Peanut stunt
virus [NC002040] [28], para mejorar la formacién del arbol filogenético. El
método estadistico de bootstrap fue usado para ¢l soporte de cada nodo.

3. Resultados.

Recoleccion de muestras. Los sintomas mayormente encontrados en los
diferentes cultivos (tomate, banano, zapallo, pepino, pimiento) presentaban
mosaicos, rayas clordticas, distorsién de las hojas y en algunos casos la planta
no crecia igual que a las de su alrededor, como en el caso de los culiivos de
pimiento, en donde el porcentaje de incidencia era aproximadamente del 90%
(Fig. 2}); en el caso de pepino el cultivo se habia perdido por completo v fueron
escasas las muestras que se pudieron recolectar. Alrededor de 80 hojas de
diferentes plantas pertenecientes a las provincias de El Guayas, Manabi y El Oro
fiteron recoleciadas para el analisis.
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Figura 2. Sintomatologia encontrada. A. Plantacion de pimiento con gran afectacion
viral. B. Planta de pepino mostrando mosaico en sus hojas. C., Rayas clordticas en hojas
de banano. D. Pimiento con clorosis y deformacion en sus hojas (registro fotografico
realizado en el laboratorio).

RT-PCR. La amplificacion del gen de la céapside proteica resulto en un
amplicon de aproximadamente ~657bp para las muestras infectadas por CMV,
incluyendo el control positivo, no se observd ninguna banda en el control de
reaccién (Fig. 3). En total se procedio a la purificaciéon del producto de PCR de
15 muestras positivas lista para la secuenciacion.

Figura 3. Gel de agarosa al 2% con los productos amplificados de la capside proteica
mediante RT-PCR.

Columna 1: Marcador molecular de 100bp.
Columna 2 — 6: Ban1.10: Banano — El Oro; BanBG: Banano —
Guayas; Pep26G: Pepino — Guayas; Pto10G: Pimiento — Guayas;
Pto11G: Pimiento - Guayas.
Columna 7: Control negativo.
Columna 8: Control positivo.



Andlisis de secuencias y estudio filogenético. El analisis se basé en un
fragmento de 630nt de CP de 5 muestras independientes que incluyeron banarno,
pepino y pimiento. El alineamiento multiple demostré que las secuencias
obtenidas en este estudio alcanzan un maximo de identidad del 75% y 98% con
aislados del subgrupo 11 y subgrupo 1, respectivamente. Dentro de este Gltimo
subgrupo las secuencias pertenecientes a CMV infectando a banane (BanBG,
Ban1.10} muestran una mayor identidad con el serotipo 1A (95 — 98%),
mientras que las pertenecientes a CMV infectando pepino (Pep26G) y pimiento
{Pto10G, Pto11G) poseen una mayor identidad con serotipos del subgrupo IB
(93% - 97%;) (Tabla 1).

Al realizar un drbol filogenético, se pudo comprobar que nuestros aislados
ecuatorianos Pep26G, Ptol10G y Ptol1G pertenecen al subgrupo 1B; mientras
que BanBG y Banl.10 son mds cercanos a aislados pertenecientes al subgrupo
IA.
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Figura 4. Arbol filogenético, generado por ¢l método de construccién Neighbor-Joining
y modclo de distancia genética Tamura-Nei (Mdétodo estadistico bootstrap con 100
réplicas) en Geneious R§ usande como secuencias raiz EF153735 y NC002040. La
relacion [logenética ilustrada a partir del alincamicnto multiple de varias secuencias del
gen de la capside proteica del ARN3 del Cucumber mosaie virus. Las sccuencias fucron
oblenidas del NCBI, los codigos de accesion se muestran en cada rama del drbol. Las
secuencias analizadas (Pepino: Pep26G; Pimiento: Ptol0G, Ptol1G; Banano: Banl,10;
BanBG) en este  cstudio  se  encuentran  indicadas en  flechas  rojas.
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4. Discusion.
El alto indice de mutacidon en virus de ARN, asi como el reordenamiento y
recombinacién en casos de virus con genomas segmentados, pueden resultar en la
emergencia de aislades con mayor virulencia que dificultan su manejo a nivel de
campo [22. 29). Considerando que CMV es un virus cosmopolita con un amplio
rango de hospederos, se hace necesaria la caracterizacion de aislados presentes en
zonas costeras agricolas de nuestro pais. El presente estudio se basd en el andlisis
del gen de la cépside proteica, el cual juega un rol importante en la transmision y
modulacién de la replicacion [21]. Los resultados demostraron la presencia de los
dos serotipos reportados dentro del subgrupo I. Especies de CMV 1A poseen una
distribucion global, mientras que las cepas IB se encuentran mayormente
distribuidas en Asia [20]. Sin embargo se ha detectado presencia de este serotipo en
otras regiones como Halia [30], Estados Unidos [22] v Brasil [31]; ¥ ahora en
nuestro pais, encontrado solo infectando a banano. Estudios demuestran a la cepa IB
infectando mayormente a banano [21], por lo que se sugiere que los diferentes
serotipos infectan a cultivos especificos. En cuanto a la sintomatologia encontrada
en relacion con las cepas, era mis coman observar rayas clordticas en banano (CMV
IB) y sintomas de mosaicos en pepino y pimiento (CMV 1A). En ambos casos la
planta presentaba necrosis, y existia una diferencia en la gravedad de los sintomas,
ya que las plantas de banano tenfan mayor dificultad en desarrollarse y producir
frutos que ias plantaciones de pimiento, las cuales podian producir sin problemas,
caso no observado en las plantaciones de pepine infectado con CMV 1A, Esto se
asume sin tomar en cuenta las diferencias fisiologicas de cada planta.

Al igual que lo reportado en otros paises de América [24, 31], en el Ecuador
existe prevalencia de CMV 1A, y aiin no se ha reportado 1a presencia de CMV 1.

5. Conclusion.

Este trabajo registra por primera vez en el Ecuador la presencia de los dos
serotipos CMV 1 (CMV 1A y CMVIB) infectando a plantaciones de pimiento,
pepino y banano. Se hace evidente la importancia de conocer mds sobre los
paidgenos que pueden estar infectando a plantaciones y sus vectores de transmision
para poder tener un control adecuado, beneficiando asi a los productores. A pesar de
la sintomatologia descrita para cada cepa viral, se recomienda realizar mas estudios
referentes a este tema, ya que existen otros factores que influyen en la expresién de
los sintomas, citando por gjemplo los satARN virales y la fisiologia de cada planta.
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