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Resumen

Los problemas virales reducen los rendimientos y la calidad del tubérculo semilla en cultivos de papa de todo el mun-
do. Esta investigacion se plante6 con el fin de evaluar los niveles de incidencia de potyvirus en diez de las principales
regiones cultivadoras de papa de los departamentos de Antioquia, Boyacd, Cundinamarca y Narifio (Colombia), y las
caracteristicas genotipicas del virus Y de la papa (Potato virus Y, PVY), seleccionado por ser el potyvirus mds limitante de
este cultivo. Para la evaluacion de la incidencia se utilizaron pruebas de Elisa con anticuerpos que reconocen epitopes
comunes a los potyvirus, mientras que las pruebas moleculares incluyeron el andlisis filogenético de secuencias parcia-
les del gen de la capside viral de 33 aislamientos, asi como la secuenciacion de una porcion de los extremos 5 y 3" del
genoma de dos cepas colombianas de este virus. Los resultados confirmaron la presencia de potyvirus en los cultivos de
los cuatro departamentos evaluados, con una incidencia promedio del 72%, siendo este nivel superior al 56% en todas
las zonas evaluadas. Los andlisis moleculares del PVY, permitieron asociar las cepas colombianas estudiadas con las razas
PVYNy la variante PVYN™, esta dltima responsable de la enfermedad conocida en el mundo como PTNRD (Potato tuber
necrotic ringspot disease).
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Abstract

Potato viruses are responsible for significant reductions in seed quality and crop yields around the world. In this study, we
evaluate the levels of incidence of potyvirus in ten potato growing regions of Colombia from the provinces of Antioquia,
Boyacd, Cundinamarca and Narifio. As PVY is the most limiting potyvirus in potato farming, a molecular characterization of
Colombian PVY strains was also performed. Incidence was evaluated by ELISA using general potyvirus antibodies. Phyloge-
netic analysis were made on the partial sequence of the capsid gene from 33 isolates. A portion of the 5” and 3’ genome
ends was obtained from two Colombian strains. Results confirmed the presence of potyvirus in the four provinces with an
average incidence of 72%. The lowest incidence value was 56%. Molecular analysis clustered all Colombian isolates with

strains PVYN and PVYN™N, the latter responsible for the disease known as PTNRD (Potato tuber necrotic ringspot disease).
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Introduccién

Desde tiempo atras se han venido registrando los efec-
tos que tienen los virus en el cultivo de la papay princi-
palmente en su rendimiento (Sanchez de Luque et al.,,
1991; Salazar, 1995). Guerrero y Martinez (1980) re-
portaron pérdidas del orden del 61% en el rendimien-
to de la variedad Puracé en Colombia, como resultado
de la infeccion conjunta de Potato virus X (PVX), Potato
virus Y (PVY) y Potato leafroll virus (PLRV). Ademas de
estos virus, en las dltimas décadas ha cobrado impor-
tancia el Potato yellow vein virus (PYVV) (Guzman et
al, 2004; Zapata, 2004), gracias a su eficiente dise-
minacion por parte de Trialeurodes vaporariorum (Sa-
lazar, 1995). Mas recientemente, se ha reportado en
Colombia el Potato mop-top virus (PMTV), cuyo vec-
tor, el plasmodioférido Spongospora subterranea f. sp.
subterranea, que causa la sarna polvosa de la papa,
una enfermedad de gran impacto econémico en la
agroindustria de este pais suramericano (Vélez, 2007;
Carreno, 2009). Uno de los grupos virales mas limi-
tantes en el cultivo de la papa son los potyvirus, con
las especies Wild potato mosaic virus (WPMV), Potato
virus A (PVA), Potato virus V (PVV) y PVY. Este dltimo
representa el virus de mayor importancia econémica
del grupo y, ademas, es la especie tipo del género Po-
tyvirus (Salazar, 1995; Biichen-Osmond, 2010).

El género Potyvirus posee 143 especies aprobadas, lo
que lo convierte en el mas numeroso de los siete géne-
ros de la familia Potyviridae (Buchen-Osmond, 2010).
Las particulas virales tienen una longitud de 680 a 900
nm y un genoma de ARN de cadena sencilla con alre-
dedor 9700 nucledtidos (nt), provisto con una protei-
na VPg hacia su extremo 5’ y poliadenilacion hacia el
extremo 3’ (Dijkstra y Khan, 2006).

La morfologia del PVY consiste en una particula con
capside no envuelta, elongada con simetria helicoidal,
flexuosa y una longitud de 684 nm a 730 nm (Ogawa et
al.,, 2008). La proteina de la capside (CP) es el principal
componente del virion con aproximadamente 2000 uni-
dades monoméricas. Histéricamente, los aislamientos
del PVY se han dividido en tres razas principales: PVY©,
PVYN 'y PVYS, de acuerdo con los sintomas inducidos
en Nicotiana tabacum cv. Samsun y Solanum tuberosum
ssp. tuberosum (Singh et al., 2008). Mas recientemente,
se han incorporado en la clasificacion de las variantes
de esta especie viral los criterios del tipo de antigenici-
dad de su proteina de capside, los genes de resistencia
que vence en el hospedante y la presencia de regiones
recombinantes; tal es el caso del aislamiento denomina-
do PVY?, el cual esta serolégicamente clasificado como
PVY®, pero sobrepasa los genes Nytbr y Nc vy elicita el
gen Nz en las plantas (Singh et al, 2008). Otro grupo es

denominado PVYNWig (PVYNW) que presenta las pro-
piedades biolégicas de los aislamientos PVYN, pero esta
serolégicamente clasificado como PVY©, lo que permite
deducir que presenta un genoma recombinante entre
las secuencias de los dos tipos de aislamientos (Glais et
al, 2002). Los sintomas inducidos por las razas PVY® y
PVYC incluyen mosaicos suaves a severos, rugosidad de
hojas, defoliaciéon, enanismo y finalmente reduccién en
el rendimiento de las plantas. PVYN y PVYNW general-
mente causan sintomas mas leves en hojas, pero tam-
bién se han encontrado aislamientos causando necrosis
de tubérculos (Shubert et al., 2007). En los dltimos afos
se ha detectado una variante denominada PVYN™, se-
rolégicamente relacionada con PVYN, pero que causa
anillos necréticos en tubérculos de papa, enfermedad
conocida como PTNRD y que puede ocasionar pér-
didas hasta del 100% en este cultivo (Kogovsek et al,,
2008). Estudios del genoma del virus han encontrado
que las regiones 5~ NTR (region no traducible del 5")
y el gen P1 corresponden a las secuencias mas varia-
bles en la especie PVY, siendo responsable hasta de un
28% de la variabilidad total existente entre los grupos
PVY® y PVYN (Marie-Jeanne-Tordo et al, 1995; Owaga
et al., 2008). Diferentes trabajos indican que es posible
que hacia el interior de la region CP (Glais et al., 2002;
Ohshima et al, 2000), o del gen HC-Pro (Schubert et
al,, 2007), se encuentren los motivos responsables de
los sintomas asociados a PTNRD. De otra parte, las re-
giones NIb y 3’-NTR constituyen puntos de variacion
y recombinacién, y pueden servir para diferenciar las
razas o los patotipos del virus a partir del estudio de sus
secuencias (Kogovsek et al, 2008). Sin embargo, Singh
et al. (2008) consideran que hasta el momento no es
posible atribuir a un motivo o recombinacién particular
en el genoma de PVY la causa directa del fenotipo aso-
ciado a PTNRD.

El PVY es transmitido de forma mecanica, por injerto y
por afidos de manera no persistente, principalmente por
la especie Myzus persicae, aunque también se han repor-
tado Aphis fabae y Macrosiphum euphorbiae, entre otros
(Buichen-Osmond, 2010).

En Colombia, con contadas excepciones (Guerrero y
Martinez, 1980; Sanchez de Luque et al., 1991; Guzman
et al,, 2004), es escasa la informacién de los niveles de
incidencia, severidad y el efecto de cada uno de los virus
y de su infeccion combinada en los cultivos de papa. Mas
limitado es el conocimiento sobre las caracteristicas ge-
notipicas de los principales virus que afectan este cultivo,
siendo el PYVV del que se dispone de un mayor ndmero
de secuencias en las bases de datos moleculares (Offei
et al, 2004; Guzman et al, 2006; Guzman et al,, 2009).
Debido a la falta de informacion actualizada sobre la pre-
sencia de potyvirus en los cultivos de papa de Colombia
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y sus caracteristicas genéticas, se planteo el presente es-
tudio. Se determiné la incidencia de potyvirus median-
te pruebas de Elisa en cultivos de papa de 10 regiones
de los cuatro principales departamentos productores de
este tubérculo en Colombia, y se secuencié una region
parcial del gen de la capside (CP) en 33 aislamientos de
PVY, ademas de los extremos parciales de 57y 3~ del
genoma de dos cepas procedentes de los municipios de
Carmen de Viboral y La Ceja (Antioquia). Todo esto con
el fin de definir sus afinidades filogenéticas con las razas
y variantes que se han detectado en esta especie viral en
diferentes paises del mundo.

Materiales y métodos

Incidencia de potyvirus en cultivos de papa de
Colombia

Para esta evaluacion se realizaron muestreos en ocho
cultivos de papa de diferentes variedades ubicados
en tres zonas productoras del departamento de An-
tioquia (zona 1: Oriente —La Unién [05°58'38"N,
75°21'54"W], Sonsén [05°42'44"N, 75°18'50"W]—,
zona 2: Oriente cercano —Santuario [06°08'18"N,
75°15'51"W], Marinilla [06°10'36"N, 75°20'21"W/|,
Carmen de Viboral [06°05'06"N, 75°20'19"W]—,
zona 3: Norte Antioquefio —Santa Rosa de Osos
[06°38'56"N, 75°27'48"W], Don Matias [06°29'23"N,
75°25'46"W] —); tres zonas en Cundinamarca (zona
4: Zipaquird [05°01'42"N, 74°00'21"W], zona 5: Vi-
llapinzén [05°13'00”N, 73°36’00"W], zona 6: Oc-
cidente —Madrid [04°26'47"N, 74°09'25"W], Cota
[04°49'00"N, 74°06'00"W]—); dos zonas en Boyaca
(zona 7: Turmequé [05°19’00"N, 73°30’00"W], Ven-
taquemada [05°22'09"N, 73°31'30"W]|, zona 8: Tunja
[05°32'07"N, 73°22'04"W]|, Siachoque [05°30"00"N,
73°14'00"W]), y dos zonas en Narifio (zona 9: Pas-
to [01°12'49"N, 77°16'52"W], zona 10: Ipiales
[00°49'49"N, 77°38’40"W]). En cada cultivo se realizé
una coleccion aleatoria de cinco muestras conforma-
das por dos foliolos jévenes para generar una muestra
compuesta (bulk). Una vez en el laboratorio, las 400
muestras (5 muestras x 8 cultivos x 10 zonas) se eva-
luaron mediante pruebas de ACP-Elisa con anticuerpos
monoclonales de la compania Agdia (Indiana, EE.UU.)
para la deteccion de potyvirus transmitidos por afidos,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resulta-
dos colorimétricos fueron cuantificados en un equipo
Multiscan (Labsystem, Finlandia), incluyendo en cada
prueba un control positivo (suministrado en forma lio-
filizada), y un control negativo. Los pozos fueron con-
siderados con reaccién positiva cuando la lectura de
absorbancia a 405 nm present6é un valor minimo del

doble de la lectura obtenida en el control negativo,
siguiendo el criterio de Matthews (1993).

Para el analisis de los datos se consideraron d depar-
tamentos (i = 1,2,....d); mi zonas dentro de departa-
mentos (j = 1,2,...,b; donde b=Xmi), Fij lotes dentro de
zonas y departamentos (k = 1,2,....c; donde c=XXFij),
y n observaciones totales. Asi, para el vector y de ob-
servaciones de presencia/ausencia de potyvirus en la
planta | del lote k dentro de la zona j del departamento
d se considero el siguiente modelo lineal generalizado
(McCulloch et al., 2008; Littell et al., 2006): logit(E[y]) =
Tu+ Zywur + Zouz + Zsus + e de, en su orden, 1y p son
el vector de unos de tamano n y la media general; Z;
y urson la matriz de incidencia n x a y el vector ax 1
de efectos aleatorios de departamento; Z, y uzson la
matriz de incidencia n x b y el vector bx 1 de efectos
aleatorios de zonas dentro de departamentos; Z3 y us
son la matriz de incidencia n X c y el vector c¢x 1 de
efectos aleatorios de lotes dentro de zonas y departa-
mentos, y e es el vector de efectos residuales. En este
estudio se supone que el vector y sigue una distribu-
cion de Bernoulli, y que los efectos de departamentos,
zonas dentro de departamentos, y lotes dentro de zo-
nas y departamentos siguen una distribucién normal
con media cero y varianza 621, 6% y 6%s.

Para la prediccion de la incidencia (1) se utilizé el me-
jor predictor lineal insesgado (BLUP, por sus siglas en
inglés) para el efecto respectivo. Asi, por ejemplo, para
predecir la incidencia del efecto de los departamentos
se sigue la siguiente expresion:

I=10+Z2,

Para el andlisis estadistico de utilizé el procedimiento
Glimmix del programa estadistico SAS version 9.1.3.

Definicion de afinidades filogenéticas
de aislamientos de PVY

El ARN molde necesario para la técnica de RT-PCR se
obtuvo a partir de extracciones de ARN total de fo-
liolos de papa con sintomas de mosaico rugoso, me-
diante el kit RNeasy plant mini kit (Qiagen, EE.UU.).
Para este procedimiento se maceraron 100 mg de
tejido foliar utilizando 450 pL de buffer RLT y 4,5 pL
de B-mercaptoetanol, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las reacciones de RT-PCR se realizaron en
dos pasos (Two-Steps RT-PCR) con los cebadores PVYF
(5" ACG TCC AAA ATG AGA ATG CC 3’) y PVYR (5" TGG
TGT TCG TGA TGT GAC CT 3’) (Nie y Singh, 2001). La
retrotranscripcion se realizé con la enzima M-MulLV
Transcriptasa Reversa (20 U/ul) (Fermentas, Lituania) a
37 °C por 60 min y el programa de PCR consistié en
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95 °C por 30 s, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30 s,
53 °C por 45s, 72 °C por 1 min y una extension final a
72 °C por 5 min. Los amplicones del tamafno esperado
fueron purificados directamente del gel mediante el kit
QIlAquick Gel Extraction (Qiagen), para proceder a su
secuenciacion en ambos sentidos utilizando los mis-
mos cebadores del RT-PCR en un secuenciador ABI
Prism 3730x| (PE Applied Biosystems) de la compania
Macrogen (Corea del Sur).

Las secuencias obtenidas con cada cebador fueron
editadas mediante el software BioEdit 6.0.6, constru-
yéndose secuencias consenso y confirmandose su
identidad con genes virales por comparacion median-
te BLASTn con las bases de datos moleculares. El anali-
sis filogenético incluy6 las secuencias obtenidas en el
estudio y aquellas depositadas en el GenBank repre-
sentando las razas y variantes principales de PVY. Para
esto se alinearon las secuencias mediante el software
Clustal Wy la matriz generada fue utilizada para obte-
ner un arbol filogenético basado en Maxima Parsimo-
nia utilizando la opcién Heuristic search del programa
PAUP 4.0b (Swofford, 1998). El soporte de la topologia
interna de los dendrogramas fue determinado por ana-
lisis de Bootstrap con 1000 remuestreos (Felsenstein,
1985). Los arboles fueron caracterizados a partir de
los indices de Homoplasia (HI), Consistencia (Cl) y Re-
tencion (RI), que miden el grado de homoplasia de los
caracteres individuales y del arbol completo, a partir
del nimero de cambios de estado observado en un
arbol particular y del nimero minimo de cambios que
se pueden producir (RI), asi como de la relacién entre

la longitud del arbol y su longitud minima (Cl). Como
grupo externo de andlisis se utilizé la secuencia del
potyvirus Pepper mottle virus (PepMV).

Secuencias parciales de los extremos
5y 3’ del genoma de PVY

Con el fin de obtener un mayor nivel de informacién
sobre las caracteristicas de los genomas de los virus
bajo estudio se evaluaron seis pares de cebadores (ta-
bla 1) dirigidos a los extremos 57y 3 del PVY; estas
regiones fueron elegidas debido a sus altos niveles de
variacién (Owaga et al.,, 2008). Para esto se siguieron
los procedimientos de extraccion de ARN, RT-PCR y se-
cuenciacion descritos anteriormente, pero utilizando
dos aislamientos de PVY del departamento de Antio-
quia (Carmen y La Ceja) seleccionados por la disponi-
bilidad de material vegetal. Para realizar el ensamblaje
de los genomas parciales, las secuencias se editaron
mediante Chromas, generandose los consensos con
ambos cebadores usando Bioedit. Posteriormente,
se verifico el marco de lectura correcto utilizando el
servidor de Expasy y se procedié a su alineamiento
con respecto a genomas completos de PVY disponi-
bles en el GenBank. Las regiones alineadas fueron se-
leccionadas para evaluar sus niveles de identidad en
nucleétidos (nt) y aminoacidos (aa) con la herramienta
de matriz de identidad del programa Bioedit. Con las
secuencias disponibles para cada aislamiento se gene-
ré un ensamble en contigs mediante ContigExpress del
software vector NTI (version 11.0, Invitrogen).

Tabla 1. Cebadores utilizados para las reacciones de RT-PCR realizadas en el estudio de caracterizacién de extremos 5"y 3~ del

genoma de aislamientos de PVY de cultivos de papa de Colombia

Cebador Secuencia Posicion en el
genoma (nt)

PVYc 5"-AAT TAA AAC AAC TCA ATA CA- 3’ 2a2l
PVYd 5-TGY GAH CCA CGC ACT ATG AA-3’ 955 a974
PVYCPF 5-ACC ATC AAG SAA ATG ACA CA-3’ 8564 a 8583
PVYCPR 5-CGG AGA GAC ACT ACATCA CA-3’ 9371 29390
3ntr 5-GTC TCC TGA TTG AAG TTT ACA GTC ACT GYT ATG A-3’ 9670 a 9703
3ntrC 5-GTC TCCTGA TTG AAG TTT AC-3’ 9684 a 9703

Fuente: Glais et al. (2002).

88

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XIll No. 1 Julio 2011 85-93




Resultados y discusién

Los resultados de la deteccion serolégica de potyvi-
rus indican su presencia generalizada en las zonas
productoras de papa de Colombia, con un promedio
de incidencia de 72%, no presentandose diferencias
significativas entre los cuatro departamentos evalua-
dos (figura 1A). El anadlisis de la incidencia potyviral
en cada una de las diez zonas evaluadas indicé que
las regiones de Santa Rosa de Osos (Antioquia), segui-
da por Tunja (Boyaca) y Oriente Cercano (Antioquia)
presentaban los mayores niveles de deteccion de este
virus, con 80, 77 y 75%, respectivamente; mientras
que las demds zonas presentaron valores superiores
al 56% en todos los casos (figura 1B). En Colombia se
ha reportado la presencia de los potyvirus PVY y PVA
(Zapata, 1994), aunque la cuantificacién de sus efec-
tos individuales sobre la produccién de papa no han
sido plenamente determinados. Zapata (2004) indico
que el PVY puede disminuir la cosecha hasta un 80%,
y causar la destruccién total del cultivo cuando esta
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asociado con PVA y PVX. Un estudio realizado en el
pais entre 1984 y 1986 por Sanchez de Luque et al.
(1991) en zonas agroecologicas localizadas a diferen-
te altitud, demostré que la prevalencia de PVX, PVY,
PVS, PLRV evaluados por métodos seroldgicos vario en-
tre virus, semestres de cultivo y zonas agroecolégicas.
La incidencia de PVY en el segundo ciclo de cultivo del
primer semestre fue de 4, 11 y 47% para la zona de
paramo (3200 msnm), media (2600) y baja (2150), res-
pectivamente, y de 18, 24,5 y 42,5% para los cultivos
del segundo semestre. Este estudio también indic6 que
la infeccién conjunta de dichos virus podria reducir el
rendimiento del cultivo de papa hasta en un 50% en
las zonas bajas y en 30% en la region media (Sanchez
de Luque, 1991). Por otra parte, Guzman et al. (2004)
reportan que en evaluaciones mediante inmunoimpre-
sion de 800 muestras de campo de diferentes varie-
dades de papa de Narifio y Cundinamarca, el nivel de
incidencia de este virus fue del 72%, mientras que en
un banco de germoplasma de S. phureja dicho nivel
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Figura 1. Niveles de incidencia evaluados a partir de pruebas de Elisa para Potyvirus en cultivos de papa de cuatro departamentos
de Colombia (A), a partir de diez zonas de produccién (B). Las lineas dentro de las barras indican los intervalos de confianza al

95%
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alcanzo el 18,85%. Similarmente, Franco et al. (2009),
utilizando esta misma técnica, determinaron que de
44 accesiones de la Coleccién Central Colombiana de
Papa (CCCP), 17 resultaron positivas para PVY (38,7%).
Estos reportes y los resultados del presente estudio, su-
gieren que los programas de manejo fitosanitario viral
en Colombia deben ser reforzados, y que a pesar de
que el pais cuenta con un Programa Nacional de Certi-
ficacion de Semilla de Papa cuyas tolerancias minimas
para el PVY corresponden al 1% en semilla basica, 2%
en semilla registrada y 5% en semilla certificada, dichas
exigencias no se ven reflejadas en la situacion actual
de infeccién viral de los cultivos, siendo ademdas muy
alto el porcentaje de agricultores que adn no utilizan
material de siembra certificado.

Las pruebas de RT-PCR con los cebadores PVYF y PVYR
arrojaron los amplicones del tamafo esperado de
~480 pb (figura 2). El andlisis utilizando 33 secuencias
de este virus y 20 secuencias de referencia de cepas
de PVY representando diferentes razas, variantes y ori-
genes geograficos, indicé niveles de identidad para la
region estudiada superiores al 89%, lo que demuestra
que todas las cepas pertenecen a la misma especie, se-
gun los criterios taxonémicos definidos para el género
Potyvirus (Adams et al., 2005). Es interesante destacar
la relacion observada entre la mayoria de cepas obte-
nidas en este estudio y aquellas clasificadas como PVYN
y PVYN™ con las cuales compartieron niveles de iden-
tidad superiores al 96%. Por otra parte, las identidades
entre cepas colombianas de PVY fueron superiores al
95% en todos los casos, con una gran proporcién de
cepas compartiendo niveles superiores al 98%. Las ce-
pas de referencia con menores niveles de identidad
(89 al 92%) con respeto a las cepas colombianas fue-
ron aquellas representantes de las razas PVY® y PVYE,

1000 pb  — -

500 pb - -‘

Figura 2. Amplicones obtenidos con los cebadores PVY Fy
PVYR (480 pb) a partir de tejido foliar de plantas de papa en
Colombia. 1: Marcador 100pb; 2, 3, 4, 5: muestras positivas
para PVY; 6: control negativo.

aunque también ocurrié esto con algunas secuencias
de PVYNW y PVYN, El andlisis filogenético utilizé 454
posiciones, 291 de las cuales resultaron constantes, 92
variables pero no informativas y 71 informativas para
el método de maxima parsimonia. El dendrograma pre-
sent6 bajos valores de homoplasia (Cl: 0,78, RI: 0,89
y HI: 0,22), lo cual soporta la composicién interna de
los grupos y la separacion de las cepas bajo andlisis en
tres clados (1, II, 1), fuertemente soportados por valo-
res de Bootstrap superiores al 89%. Adicionalmente
se presentd un cuarto clado conteniendo dos cepas
de Irdn, pero con un bajo soporte de Bootstrap (59%).
El grupo | incluy6 29 cepas de PVY obtenidas en este
estudio de cultivos de papa de Colombia, presentando
un muy bajo nimero de cambios entre sus integrantes
(<9); mientras que el clado Il agrupé a cuatro cepas
de PVY obtenidas en cultivos del oriente de Antioquia
con el conjunto principal de cepas de referencia de
las razas PVYN™ y PVYN, ademds de un aislamiento
del tipo H procedente de EE.UU. El tercer grupo no
incluyé ninguna cepa secuenciada en este estudio,
y estuvo conformado por cepas de referencia de las
razas PVY®, PVYS, PVYNy PVYNY pero no PVYN™, Fi-
nalmente, la secuencia del PepMV presenté valores
de identidad cercanos al 70%, lo cual confirmé su uti-
lidad como grupo externo para el andlisis (figura 3).
Las secuencias fueron depositadas en el GenBank bajo
los nimeros HQ335222 a HQ335254 y HQ335258
a HQ335263.

Las reacciones de RT-PCR dirigidas a los extremos 57 y
37 del genoma de PVY para dos aislamientos de Antio-
quia permitieron obtener los amplicones del tamaho
esperado con los tres pares de cebadores empleados.
Las secuencias generadas se compararon con 11 ge-
nomas completos de PVY depositados en el GenBank.
Asi, paralaregion P1y parte del 5’NTR de la cepa Ceja,
se encontraron identidades del 99% en nt con cepas
de las razas PVYN y PVYN™ y superiores al 99% para
aa. Para el mismo aislamiento se obtuvieron dos se-
cuencias diferentes de la region CP, que compartieron
identidades superiores al 95% en nty 97% en aa, con
cepas de las razas PVYN™ y PVYN de Europa, EE.UU. y
Canada. El andlisis de la cepa Carmen mostré dos ti-
pos de asociacion con secuencias de referencia para la
region CP. La primera (CP y 3’NTR) se dio con secuen-
cias de las razas PVYN™, presentando identidades del
99% para nt y del 98% en aa. El segundo fragmento
de CP, al igual que el fragmento correspondiente a la
region P1y 5'NTR (figura 4), se asocié con secuencias
de referencia de la raza PVYN de EE.UU. y Canada, con
identidades para CP del 96% para nt y del 97% para
aa. En el caso de la region genémica P1, se encontra-
ron identidades del 94% para nt con respecto a una
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cepa canadiense de PVYN, y del 93% para aa, lo cual
era de esperarse pues la region 5”del genoma de PVY
es la mas variable en esta especie (Ogawa et al., 2008),
pudiendo incluso presentarse niveles de variacién tan
bajos como 63% en la region 5’NTR y del 63% para
el gen P1 (Ramirez-Rodriguez, 2009). Estos resultados
permiten identificar a las cepas colombianas de PVY
incluidas en el andlisis filogenético y de las secuencias
parciales de P1, CPy los UTR 5’ y 3’como pertenecien-
tes a la raza PVYNy dentro de esta, algunas cepas com-
parten una alta identidad con la variante PVYN™, |o
cual puede ser un indicativo de la posible ocurrencia
de la enfermedad PTNRD en el pais. Dicha enfermedad
se caracteriza por la presencia de anillos necréticos en
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>20COL Sonson (Ant)
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>EU586136 PepMV Aislamiento 205250 Coreadel Sur

los tubérculos, que pueden aparecer cuando estos se
cosechan, pero mas cominmente cuando se almace-
nan (Glais et al., 2002).

Debido a que en Colombia el almacenamiento de tu-
bérculos no es una practica usual, los sintomas de la
presencia de la enfermedad PTNRD pueden ser con-
fundidos o verse enmascarados por otros factores,
como los cambios climaticos repentinos y los agrieta-
mientos ocasionados por la herramienta de labranza
e incluso por otros patégenos del tubérculo. Segin
Salazar (2006), los sintomas que causan las razas ne-
crosantes observados en variedades de papa nativas
de los Andes son diferentes a las reportadas en otros

P —
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Figura 3. Arbol filogenético basado en secuencias parciales de la capside viral para aislamientos de PVY obtenidos de cultivos de

papa de Colombia y otros paises del mundo. Los cambios se
parte inferior de las ramas.

indican en la parte superiory los valores de Bootstrap (> 50%) en la
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Figura 4. Contextualizacién de las secuencias obtenidas para las regiones CPy P1 de PVY de la cepa Carmen con respecto a las se-
cuencias de referencia obtenidas del GenBank: AY884983 y 166867. Las lineas superiores representan las secuencias completas de
referencia; las lineas intermedias de los extremos indican las porciones 5’y 3" secuenciadas en esta investigacioén; la linea reticulada
indica la extensién en nt del fragmento y en la parte inferior, las lineas con flechas representan los NTR y ORF del genoma viral.

lugares del mundo, siendo mas frecuente la aparicion
de agrietamientos reticulados de la superficie, es decir,
de danos similares a los ocasionados por algunos hon-
gos del suelo y por Streptomyces sp. Al parecer los
sintomas foliares de la raza PVYN™ son mas severos
que los producidos por PVYN, produciendo también
anillos en la lamina foliar (Kogovsek et al.,, 2008). Esta
enfermedad ya ha sido detectada en diferentes pai-
ses latinoamericanos incluyendo Brasil (Fonseca et
al., 2005), México (Ramirez-Rodriguez et al., 2009)
y Perd (Salazar, 2006). Sin embargo, es necesario
disponer de mayor informacién biolégica que per-
mita confirmar la induccién de necrosis venal en N.
tabacum por parte de dichos aislamientos, y evaluar
los eventos recombinatorios que pudieran presentar,
para direccionar los estudios tendientes a identificar
la sintomatologia y su efecto en los programas de cer-
tificacion de semilla y mejoramiento genético que se
realizan en el pais.

Conclusiones

Los analisis serologicos de potyvirus en cultivos de
papa de 10 regiones de Colombia indican altos niveles
de incidencia de este grupo viral en el pais, con un
promedio de 72%. Esta situacién sugiere la necesidad
de revisar los programas de certificacién de tubérculo-
semilla, asi como implementar programas de manejo

integrado de enfermedades virales, que contemplen
las diferentes variables epidemioldgicas que afectan el
establecimiento y la dispersion de patégenos virales
en los cultivos de papa.

Los andlisis filogenéticos basados en las secuencias del
gen de la capside de aislamientos de PVY obtenidos
en cultivos de papa de Colombia permitieron asociar
dichas cepas con las razas PVYNy PVYN™ de diferentes
paises del mundo.

Agradecimientos

Esta investigacion se realizé gracias al apoyo econémi-
co y técnico del Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural de Colombia (proyecto 090-200754527-87-08),
de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Mede-
[lin, Fedepapa y Fritolay.

Referencias bibliogrificas

Adams, M. J., Antoniw, J. F., Fauquet, C. M. 2005. Molecular criteria
for genus and species discrimination within the family Potyviri-
dae. Archives of Virology, 150: 459-479.

Biichen-Osmond, C. The Universal Virus Database of the Internatio-
nal Committee on Taxonomy of Viruses. Disponible en: <http://
www.ictvdb.org >. [Fecha de consulta: 10 de julio de 2010].

Carrefio, A. J. 2009. Evaluacién de la variabilidad genética de Spon-
gospora subterranea f.sp. subterranea mediante la comparacion

92

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XIll No. 1 Julio 2011 85-93



de regiones ITS del ADN ribosomal de cepas procedentes de
las regiones productoras de papa en Colombia. Tesis Maestria
en Ciencias Agrarias, Facultad de Agronomia, Universidad Na-
cional de Colombia, Sede Bogota.

Dijkstra, J., Khan, J. A. 2006. Handbook of Plant Virology. New York:
Haworth Press.

Felsenstein, J. 1985. Confidence limits on phylogenies: an approach
using the bootstrap. Evolution, 39: 783-791.

Fonseca, L. N., Inoue-Nagata, A. K., Nagata, T., Singh, R. P., Avila, A.
C. 2005. Diferenciacao de estirpes de Potato virus Y (PVY) por
RT-PCR. Horticultura Brasileira, 23: 904-910.

Franco-Lara, L., Soto, C. A., Guzman, M. 2009. Deteccion de los vi-
rus PVX, PVS, PVY y PLRV en la Coleccion Central Colombiana
de papa por medio de la técnica de inmunoimpresion (IMI).
Revista Facultad de Ciencias Basicas, 5: 130-139.

Glais, L., Tribodet, M., Kerlan, C. 2002. Genomic variability in Potato
potyvirus Y (PVY): evidence that PVYNW and PVYNTN variants
are single to multiple recombinants between PVYO and PVYN
isolates. Archives of Virology, 147: 363-378.

Guerrero-Guerrero, O., Martinez-Lopez, G. 1980. Evaluacion de pér-
didas ocasionadas en la variedad de papa Puracé por los virus
“Potato Virus X”, “Potato Virus Y” y “Potato Leafroll Virus”. Fito-
patologia Colombiana, 9: 3-40.

Guzman, M., Caro, M., Garcia, Y. 2004. Validacion de la técnica
serolégica de inmunoimpresion para deteccion de diferentes
virus que afectan el cultivo de papa. In: Memorias, | Taller Na-
cional sobre patégenos del suelo, virus e insectos plagas dife-
rentes a Tecia solanivora. Bogota: Cevipapa.

Guzman, M., Ruiz, E., Arciniegas, N., Coutts, A. 2006. Occurrence
and variability of Potato yellow vein virus in three departments
of Colombia. Journal of Phytopathology, 154: 748-750.

Guzman, M., Franco, L., Rodriguez, P. A. 2009. Molecular detection
of Potato yellow vein virus in leaves and shoot-tubers of Sola-
num phureja from Colombia. Phytopathology, 99: 189.

Kogovsek, P., Gow L., Pompe-Novak, M., Gruden, K., Foster, G.D.,
Boonham, N., Ravnikar, M. 2008. Single-step RT real-time PCR
for sensitive detection and discrimination of potato virus Y iso-
lates. Journal of Virological Methods, 149: 1-11.

Littell, R. C., Miliken, A., Stroup, W. W., Wolfinger, R. D., Schabenberger,
O. 2006. SAS® for mixed models. 2 ed. EUA: SAS Institute Inc.

Marie-Jeanne-Tordo, V., Chachulska, A. M., Fakhfakh, H., Le Ro-
mancer, M., Robaglia, C., Astier-Manifacier, S. 1995. Sequence
polymorphism in the 5-NTR and in the P1 coding region of
potato virus Y genomic RNA. Journal of General Virology, 76:
939-949.

Matthews, R. E. F. 1993. Diagnosis of plant virus diseases. Boca Ra-
ton: CRC Press.

McCulloch, C. E., Searle, S. R., Neuhaus, J. M. 2008. Generalized
Linear, and Mixed Models. EUA: John Wiley & Sons.

Nie, X., Singh, R. P. 2001. A novel usage of random primers for multi-
plex RT-PCR detection of virus and viroid in aphids, leaves, and
tubers. Journal of Virological Methods, 91: 37-49.

Offei, S. K., Arciniegas, N., Muller, G., Guzman, M., Salazar, L. F.,
Coutts, R. H. A. 2004. Molecular variation of Potato yellow vein
virus isolates. Archives of Virology, 149: 821-827.

Ogawa, T., Tomitaka, Y., Nakagawa, A., Ohshimab, K. 2008. Gene-
tic structure of a population of Potato virus Y inducing potato
tuber necrotic ringspot disease in Japan; comparison with Nor-
th American and European populations. Virus Research, 131:
199-212.

Ohshima, K., Sako, K., Nakagawa, A., Matsuo, K., Ogawa, T., Shikata,
E., Sako, N. 2000. Potato tuber necrotic ringspot disease occu-
rring in Japan: its association with potato virus Y necrotic strain.
Plant Disease, 84: 1109-1115.

Ramirez-Rodriguez, V., Avina-Padilla, K., Frias-Trevifo, G., Silva-Rosa-
les, L., Martinez-Soriano, J. P. 2009. Presence of necrotic strains
of Potato virus Y in Mexican potatoes. Virology Journal, 6: 1-7.

Salazar, L. F. 1995. Los virus de la papa y su control. Lima: Centro
Internacional de la Papa (CIP).

Salazar, L. F. 2006. Emerging and Re-emerging Potato Diseases in
the Andes. Potato Research, 49: 43-47.

Sanchez de Luque, C., Corzo, P., Pérez, O. 1991. Incidencia de virus
en papa y su efecto sobre rendimientos en tres zonas agroeco-
l6gicas de Colombia. Revista Latinoamericana de la Papa, 4:
36-51.

Schubert, J., Fomitcheva, V., Sztangret-Wisniewska, J. 2007. Diferen-
tiation of Potato virus Y strains using improved sets of diagnostic
PCR primers. Journal of Virological Methods, 140: 66-74.

Singh, R. P., Valkonen, J. P. T., Gray, S. M., Boonham, N., Jones, R.
A. C,, Kerlan, C., Schubert, J. 2008. Brief review: The naming
of potato virus Y strains infecting potato. Archives of Virology,
153: 1-13.

Swofford, D. L. 1998. PAUP: Phylogenetic analysis using parsimony
(* and other methods). Version: 4. Sunderland: Sinauer Asso-
ciates.

Vélez, P. B. 2007. Deteccion e identificacion del Potato Mop - top
virus (PMTV) en dreas de produccién de papa donde se en-
cuentra Spongospora subterranea en dos departamentos de
Colombia. Tesis de Maestria en Ciencias Agrarias, Facultad de
Agronomia, Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota.

Zapata, J. L. 2004. Algunos aspectos sobre los virus de la papa en
Colombia. En: Memorias | Taller Nacional sobre patégenos del
suelo, virus e insectos plagas diferentes a Tecia solanivora, 1. Bo-
gota: Cevipapa.

Incidencia de potyvirus en cultivos de papa de Colombia

93



