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RESUMEN

ABSTRACT

El cultivo de la papa representa uno de los renglones agricolas de
mayor importancia en Colombia. Alcanza cerca de 162 000 ha y una
produccién que supera los 2 721 396 t. Este cultivo es afectado por
diversas plagas y enfermedades, entre las que se destacan las poli-
llas de los tubérculos, el tizén tardio y los problemas virales. Los
virus reducen los rendimientos y la calidad del tubérculo en cultivos
de papa de todo el mundo, y el PLRV es uno de los mas limitantes en
diferentes latitudes, incluida la regién andina. Esta investigacion se
planteé con el fin de evaluar la incidencia y caracteristicas genotipicas
del PLRV en los cultivos de papa de los departamentos colombianos
de Antioquia, Boyaca, Cundinamarca y Narifio. Los resultados indi-
caron la ocurrencia de PLRV en los cuatro departamentos evaluados,
con una incidencia promedio del 20%. Los andlisis moleculares ge-
nerados a partir de secuencias del gen de la capside viral (CP)
indicaron muy bajo nivel de variaciéon entre los aislamientos colom-
bianos de este virus, y entre estos y las secuencias de cepas de
referencia de otros lugares del mundo obtenidas de las bases de
datos moleculares. Estos resultados enfatizan en la necesidad de
reforzar las medidas fitosanitarias en los cultivos de papa del pais.

Palabras claves: ELISA, luteovirus del enrollado de patata, secuencia
nucleotidica, Solanum tuberosum

Potato is one of the most important crops in Colombia, reaching
about 162.000 ha and a production of more than 2.721.396 t. This crop
is affected by various pests and diseases, including the tuber moths,
late blight and different viruses. Virus diseases reduce yields and
tuber quality of potato worldwide. PLRV is one of the most limiting
viruses of potato in different latitudes, including the Andean region.
This research evaluated the incidence and genotypic characteristics
of PLRV in potato crops from the Colombian provinces of Antioquia,
Boyaca, Cundinamarca and Narifio. Results indicated the occurrence
of PLRV in the four provinces studied, with an average incidence of
20%. Molecular analysis of sequences generated from the viral capsid
gene (CP) indicated a very low level of variation among isolates of this
virus, and between them and the sequences of PLRYV strains from
different countries obtained from molecular databases. These results
emphasize the need to strengthen phytosanitary measures in potato
crops of Colombia.

Key words: ELISA, nucleotide sequence, Potato leaf roll luteovirus,
Solanum tuberosum

INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) en Co-
lombia genera una produccion de 2 721 396 t en aproxi-
madamente 162 000 ha cosechadas. El rendimiento
promedio del cultivo es de 16,8 t/ha, valor similar al
promedio de rendimiento mundial. La produccion na-
cional esta distribuida en su orden en los departa-
mentos de Cundinamarca, Boyacé, Narifio y Antioquia
con 398 926, 297 492, 266 112y 119 854 t, respectiva-
mente [Ministerio de Agriculturay Desarrollo Rural,
2006].
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Uno de los principales limitantes de la produccion de este
cultivo en Colombia son los problemas virales. En el mun-
do se reportan al menos 25 virus y viroides [Salazar, 1995,
2006], entre los que se destacan por su importancia eco-
nomica PV X (Potato virus X, Potexvirus), PVY (Potato
virus Y, Potyvirus), PVS (Potato virus S, Carlavirus),
PLRV (Potato leafroll virus, Polerovirus) y el viroide
PSTVd (Potato spindle tuber viroid, Pospiviroid).
Adicionalmente, en Colombia es muy limitante el PYVV
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(Potato yellow vein virus, Crinivirus) [Guzman et al.,
2004].

Los problemas virales en el cultivo de la papa afectan
la produccion de tubérculos al reducir el area
fotosinteética, la movilizacion de nutrientes y por tanto
laacumulacion de carbohidratos para la formacion ade-
cuada de los tubérculos, lo cual esta asociado directa-
mente a reducciones del rendimiento, y ademas impo-
sibilita al agricultor para obtener tubérculo semilla a
partir de su propio cultivo [Salazar, 1995]. En sistemas
agricolas tradicionales, como los que predominanen las
zonas alto-andinas de Suramérica, esta situacion es fre-
cuente y conduce a la pérdida de vigor de lasemilla, y a
un efecto acumulativo de diferentes virus que termina
por reducir draméaticamente los rendimientos al cabo
de varios ciclos de siembra-cosecha.

EI PLRV es uno de los virus que generan mayores pér-
didas en el rendimiento de los cultivos de papa a nivel
mundial, con reportes que varian del 20 al 90%
[Rahman y Akanda, 2010], y es aln mas limitante
cuando su infeccion ocurre en forma simultanea con
otros virus; asi, por ejemplo, en evaluaciones en Co-
lombia sobre la variedad ICA-Puracé se encontro que
el efecto individual del PLRV ocasiond pérdidas del
47% con respecto al testigo libre de virus, mientras
que su asociacion con PVY redujo la produccion en un
55% [Guerrero y Martinez, 1980]. Es la especie tipo
del género Polerovirus (Luteoviridae). Se caracteriza por
presentar una capside desnuda con simetria icosahédrica
con diametro de 24 nmy un genoma de ARN de cadena
sencilla positiva de alrededor de 5900 nt, cuyo extremo
5’ se encuentra asociado a VPg [Taliansky et al., 2003].

Tiene dividido su genoma en ocho marcos de lectura
abiertos (ORF) densamente empaquetados, con el ORF 1
gue solapael ORF 0y el ORF 3 traslapado con el ORF 4
[Pooraminietal., 2010]. El virus emplea diferentes es-
trategias para la modulacion de su ARN; asi, los tres
ORF proximales al 5’ (0 al 2) se expresan a partir del
ARNg, y los ORF cercanos al extremo 3’ (3 al 7), se
expresan a partir de ARNsg [Taliansky et al., 2003].
El ORF 0 esté involucrado en el desarrollo de la
sintomatologia, y se cree que es un supresor del
silenciamiento de genes en sus hospedantes. P1 tiene
funciones de proteinasas y contiene la secuencia que
codifica para VPg y posiblemente para una helicasa.
El ORF 2 codifica para RARP, mientras que el ORF 3
lo hace para la CP de 23 kDa. EI ORF 4 codifica para
una proteina de movimiento, y la fusion de los ORF 3
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y 5 genera una proteina estructural menor de 80 kDa,
gue se cree participa en la transmision del virus por
afidos. Los ORF 6y 7 han sido descritos recientemen-
te, y aunque sus funciones no se conocen, se especula
que P7 tiene propiedades de unidn a acidos nucleicos
[Taliansky et al., 2003; Pooramini et al., 2010].

Los afidos transmiten el PLRV de manera persistente
no propagativa, que se multiplica en el floema del hués-
ped. Los insectos mas eficientes para su transmision son
Myzus persicae y Macrosiphum euphorbiae. Los sinto-
mas principales que ocasiona este virus en papa corres-
ponden a enanismos y enrollamiento de hojas, acompa-
flados de una grave reduccion en el rendimiento. En
plantas indicadoras como Datura stramonium se pueden
observar amarillamientos sistémicos entre venas, y en
Physalis floridiana se presenta clorosis sistémica entre
venasy enrollamiento de hojas [Blichen-Osmond, 2010].

A pesar de la importancia economica que representan
los virus en los cultivos de papa de Colombia, las inves-
tigaciones sobre sus niveles de incidencia y niveles de
variacion genetica son muy pocos [Guerreroy Martinez,
1980; Sanchez de Luque et al., 1991; Guzman et al.,
2004]. Ya que en la actualidad se desconocen los niveles
de incidencia de los principales virus en los cultivos de
papa de Colombia, esta investigacion se plante6 con el
objetivo de evaluar la presencia del PLRYV, uno de los
mas limitantes en el pais, en cuatro de los principales
departamentos cultivadores de este tubérculo, mediante
la utilizacion de pruebas de ELISA. Adicionalmente se
realizé una caracterizacion molecular de aislamientos
de las diferentes regiones a partir de la secuenciacion
del gen de la capside viral (CP), y se realizaron compa-
raciones con cepas de diferentes paises, cuyas secuen-
cias se encuentran reportadas en las bases de datos
moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Para la determinacion de los niveles de incidencia de
PLRYV en cultivos de papa de Colombia se realizaron
muestreos aleatorios en ocho cultivos de diferentes va-
riedades ubicados en tres zonas productoras del depar-
tamento de Antioquia (zona 1: Oriente [La Union,
Sonson]; zona 2: Oriente cercano [Santuario, Marinilla,
Carmen de Viboral]; zona 3: norte Antioquefio [Santa
Rosa de Osos, Don Matias]); tres zonas en Cundi-
namarca (zona 4: Zipaquira; zona5: Villa Pinzon; zona 6:
Occidente [Madrid, Cota)); dos zonas en Boyaca (zona 7:
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Turmeque, Ventaquemada; zona 8: Tunja, Siachoque)
y dos zonas en Narifio (zona 9: Pasto, zona 10: Ipiales).

En cada cultivo se realizé una coleccion aleatoria de
cuatro muestras conformadas por dos foliolos jovenes
para generar una muestra compuesta (bulk). Una vez
en el laboratorio, las 320 muestras (cuatro muestras
por ocho cultivos por diez zonas) se evaluaron para la
deteccion de PLRV mediante pruebas de DAS-ELISA
con anticuerpos policlonales. Los resultados colori-
métricos fueron cuantificados en un equipo de espectro-
fotometria, y se incluyo6 en cada prueba un control po-
sitivo (suministrado en forma liofilizada) y uno negativo.
Los pozos fueron considerados con reaccion positiva
cuando la lectura de absorbancia a 405 nm presento un
valor minimo del doble de la lectura obtenida en el con-
trol negativo, segun el criterio de Matthews (1993).

Los resultados de niveles de incidencia se analizaron a
través de un modelo lineal generalizado aleatorio don-
de se consider6 una distribucion binomial para la va-
riable incidencia, y se utilizé una funcion de ligamiento
logit. Los efectos aleatorios fueron departamentos, zo-
nasy cultivos dentro de zonas. Para el analisis estadis-
tico se utilizo el procedimiento GLIMMIX del progra-
ma estadistico SAS version 9.1.3.

Para el analisis de variabilidad genética de aislamien-
tos colombianos de PLRYV se utilizaron secuencias par-
ciales de la regién del genoma que codifica para CP. El
ARN molde se obtuvo mediante extracciones de ARN
total con un kit para tejido de plantas, a partir de al
menos una muestra de cada regién bajo estudio que
resultara positiva para PLRV en las pruebas de ELISA.
Las reacciones de RT-PCR se realizaron en dos pasos,
con los cebadores PLRV-F (5 CGC GCT AAC AGA
GTT CAGCC3)yPLRV-R (5" GCAATG GGG GTC
CAACTCCAACTCAT 3) [Singhetal., 1995], en un
volumen de 20 pL, incluidos 1,9 pL de agua, 4 pL de
buffer RT 5X, 4 pL de MgCI, 25 mM, 2 uL. de dNTPs
10 mM, 1 pL de cebador reverso (PLRV-R) 10 uM,
0,1 pL de inhibidor de RNasa (40U/uL), 2 uL de enzi-
ma M-MuLV Transcriptasa Reversa (20 U/uL) y 5 uL
de ARN. El programa consisti6 de 37°C por 60 miny
75°C por 15 min. Las reacciones de PCR se realizaron
en un volumen de 25 pL con 16,2 pL de agua, 2,5 de
buffer de enzima 10X, 1,8 pL de MgCI2 (25 mM), 0,5 uL
de dNTPs (10 mM), 0,5 pL de cada cebador (10 uM),
0,2 i: de Tag ADN polimerasa (5 U/uL) y 2,5 uL de ADNCc,
aunque en algunas ocasiones fue necesario preparar di-
lucionesde 1:5y 1:10 de ADNc. El programa de PCR

consistio de 95°C por 30 s, seqguido de 40 ciclos de 95°C
por 30s,52°C por 455, 72°C por 1 min'y una extension
final a 72°C por 5 min.

Los productos amplificados se separaron por electro-
foresis en gel de agarosa al 1,5% suplementado con 4 uL
de bromuro de etidio (10 mg/mL), visualizados con un
transiluminador UV y su tamario verificado por com-
paracion con el marcador de peso molecular Generuler
100 pb DNA. Los amplicones del tamafio esperado se
purificaron directamente del gel mediante un kit de se-
paracion de agarosa para proceder a su secuenciacion
en ambos sentidos.

Las secuencias obtenidas con cada cebador fueron edi-
tadas mediante los programas BioEdit 6.0.6 y Chromas
1.45. Se construyeron secuencias consenso y se confir-
mo su identidad mediante el programa BLASTn. Las
secuencias generadas se compararon con aquellas de
referencia obtenidas del banco de genes, se alinearon
mediante el programa Clustal W'y la matriz de simili-
tud generada fue utilizada para obtener un arbol
filogenético basado en méxima parsimonia con la utili-
zacion del programa PAUP 4.0b [Swofford, 1998]. El
soporte de la topologia interna de los dendrogramas
fue determinado por analisis de bootstrap con 1000
remuestreos [Felsenstein, 1985].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la deteccion seroldgica del PLRV in-
dican su presencia generalizada en las zonas producto-
ras de papa de Colombia, con un promedio de inciden-
cia del 20% (Fig. 1A). No se encontraron diferencias
significativas para la incidencia entre departamentos,
ni entre las regiones evaluadas dentro de cada departa-
mento, aungue zonas como Zipaquira, Tunjay el Orien-
te Antioquefio presentaron niveles inferiores al 17% de
incidencia, mientras que en los cultivos de Turmeque-
Ventaguemada y Villapinzon la incidencia supero el
25% (Fig. 1B).

En Colombia son muy pocos los trabajos que han eva-
luado la incidencia de virus en cultivos de papa. Uno de
ellos fue el realizado por Guzman et al. (2004), donde se
estimd la incidencia de virus mediante inmuno-impre-
sion en 800 muestras de Solanum phureja de munici-
pios de Narifio y Cundinamarca, y encontraron valores
de incidencia del 86, 72, 39 y 91% para los virus PVS,
PVY, PV Xy PLRYV, respectivamente. Esta misma eva-
luacion se realiz6 al material del banco de germoplasma
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de la Coleccion Central Colombiana (CCC) de S. phu-
reja, y en este caso los valores de incidencia fueron del
20, 19, 5,7y 6,6%, para esos mismos virus [Guzman
etal., 2004]. Més recientemente, Guzman et al. (2010),
al evaluar la CCC de papa en campo en un grupo de
581 accesiones de Solanum sect. Petota mediante prue-
bas de ELISA, encontraron que el 98,8% de todas las
muestras analizadas arrojo resultados positivos para
al menos uno de los cuatro virus evaluados (PVS,
PVY, PVXy PLRV),y se detectd el PVS en el 85%
de las accesiones, seguido de PLRV (77,4%), PVY
(58,6%) y PV X (13,9%). Estos resultados enfatizan
en laimportancia de reforzar los programas de mane-
jo integrado de enfermedades virales en Colombia, méas
aun cuando el programa de certificacion de semilla de
papa en este pais permite solo hasta el 5% de presen-
ciadevirus (PLRV, PVY, PVX, PVS) en semilla cer-
tificada, el 2% para registrada y el 1% para semi-
lla basica [Zapata, 2004].
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De esta forma resulta evidente que los programas de
manejo integrado de enfermedades virales de papaen
Colombia requieren ser reforzados con un control mas
estricto del tubérculo semilla desde la propia catego-
ria de élite y de semilla basica, la implementacion de
practicas culturales que eviten la presencia de
hospedantes alternos y disminuyan la dispersion del
virus dentro de lotes de siembray entre fincas, y para
el caso particular del PLRV que garanticen el mante-
nimiento por debajo de los umbrales de dafio de las
poblaciones de afidos vectores del virus, tales como
M. persicae y M. euphorbiae. Logicamente estas me-
didas requieren de programas agresivos de extension
rural, del fortalecimiento técnico de las organizacio-
nes gremiales de cultivadores de papa y de la
implementacion de nuevas herramientas de diagnds-
tico y seguimiento de la sanidad de lotes de semillay
cultivos en campo por parte de los organismos de sa-
nidad vegetal estatales.
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l.as lineas dentro de las barras indican los intervalos de confianza al 95%.

Figura 1 A. Niveles de incidencia evaluados a partir de pruebas de ELISA
parael PLRV en cultivos de papa de diez regiones productoras.
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Las lineas dentro de las barras indican los intervalos de confianza al 95%.

Figura 1B. Niveles de incidencia evaluados a partir de pruebas de ELISA parael
PLRV en cultivos de papa de cuatro departamentos de Colombia.

Por otra parte, las pruebas de RT-PCR con los
cebadores PLRV-F y PLRV-R generaron los amplicones
del tamafio esperado de ~330 pb (Fig. 2). El andlisis de
18 secuencias de este virus y 14 secuencias de referen-
cia obtenidas del banco de genes de cepas de PLRV de
diferentes origenes geograficos indico niveles de identi-
dad para laregion estudiada superiores al 97%. Estos

1000 pb

500 ph

valores se presentaron tanto entre cepas obtenidas de
cultivos de papa de los cuatro departamentos colom-
bianos evaluados como con respecto a las cepas de refe-
rencia utilizadas. El Cereal yelow dwarf virus (CYDV),
un polerovirus utilizado como grupo externo en el ana-
lisis, present6 niveles de identidad cercanos al 77% con
respecto a las cepas de PLRV incluidas en el estudio.

330 pb

Figura 2. Amplicones obtenidos con los cebadores PLRV-F
y PLRV-R a partir de tejido foliar de plantas de papa de cuatro
departamentos de Colombia. 1: Marcador 100 pb, 2-7: mues-
tras positivas para PLRV; 8: Control negativo.
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El analisis filogenético utilizé 328 posiciones, 241 de
las cuales resultaron constantes, 72 variables pero no
informativas y 15 informativas para el método de
maxima parsimonia. El dendrograma presenté un in-
dice de consistencia (Cl) de 0,87, indice de retencién
(R1)de 0,83 y un indice de homoplasia (H1) de 0,12, y
agrupdé en un solo clado (100% bootstrap) todas las
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cepas de PLRYV, incluidas las obtenidas en este estu-
dio y aquellas de referencia, sin que se presentara nin-
gun subgrupo interno soportado con altos valores de
bootstrap (Fig. 3). Las secuencias de los aislamientos
colombianos de PLRV fueron depositadas en el banco
de genes bajo los nimeros de accesion HQ396176 a
HQ396193.

=HQ396176 Villapinzin (Cund)
=HQ396177 Turmequé (Boy)
| >H396182 La Union (Ant)
|1 >HQ396181 Sonsén (Ant)
>HQ396186 La Unién (Ant)
=HQ396188 Cordoba (Nar)
>HQ396189 Pasto (Nar)

=HQ396181 Zipaguira (Cund)

, - l}ll(}li'im(}[lHi;ll']]f)i{lu-tl;n_\'J

>HQ396183 Madrid (Cund)

=] 10396187 Turmequé (Boy)

=HQ396191 Sta Rosa de Osos (Ant)

1

=H0Q396178 Villapinzén (Cund)
=HQ396180 Villapinzén (Cund)

=HQ396179 Facatativa (Cund)
i>|103‘)l’5|85 Madrid (Cund)
o 10396192 Turmequé (Boy)
L= >H()396193 Ipiales (Nar)
>AF539791 India

>D13954 Canada

L >U73777 Corea del Sur
=EU313202 Rep. Checa
>AF453394 Francia

>X 77322 Holanda
l|i =F 1859021 China
] ' =FJ859015 China

L >AF1453389 OP Francia

>AF453388 Ziml3 Francia

1

LIL >AF453391 Frl Francia
__:l >AF453393 CUBT Francia
> AF453390 Noir Francia

L >EF063711 China

— 1 change

=>DO115534 CYDV USA

Figura 3. Arbol filogenético basado en secuencias parciales de la capside viral para aislamien-
tos de PLRV obtenidos de cultivos de papa de Colombiay el resto del mundo. Los cambios se
indican en la parte superior, y los valores de bootstrap (> 50%b) en la parte inferior de las ramas.

El PLRV ha sido uno de los virus mas estudiados y
prevalentes en el cultivo de la papa a nivel mundial, asi
como uno de los que probablemente causan mayores da-
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fos en el cultivo [Taliansky et al., 2003; Plchova et al.,
2009]; sin embargo, reiteradamente no se haencontrado
una notable diferencia entre las secuencias de sus aisla-
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mientos alrededor del mundo [Plchovacetal., 2009], he-
cho que se repitid en este trabajo al analizar las secuen-
cias obtenidas de la region que codifica para CP. El ana-
lisis filogenético mostro diferencias maximas del 3%
con respecto a las secuencias de referencia, y agrupo a
todas las cepas en un solo clado. Aunque estos bajos
niveles de variacion entre aislamientos de PLRV se han
encontrado en diversos trabajos, tal informacién no po-
dria ser asumida a priori para la region andina de Co-
lombia, por cuanto esta zona hace parte del centro de
origen de la papa, lo cual supondria una mayor proba-
bilidad de que se presenten mayores niveles de varia-
cion en los hospedantes y sus virus fitopatogenos como
resultado de su coevolucidn por largos periodos [Salazar,
1995, 2006].

Se ha planteado que los bajos niveles de variacion en-
contrados en este virus son posiblemente resultado de
su reciente divergencia a partir de otro virus que se
especializd en su infeccidn a papa, o a las fuertes pre-
siones de seleccion que ejerce la estrecha base genética
de las variedades de S. tuberosum cultivadas en el mun-
do [Guyader y Ducray, 2002].

Trabajos recientes indican que los mayores niveles de
variacion en el PLRV se encuentran principalmente
en la region codificante para P0. Esa region permite
la discriminacion entre diferentes aislamientos del
virus y la distincion en tres grupos de aislamientos,
con valores de identidad que fluctian entre el 94,7 y
el 98,5% [Plchovaetal., 2009]. Es por esto que, con el
fin de complementar este estudio, sera necesario ana-
lizar las secuencias del ORF PO en las cepas colom-
bianas, de manera que sea posible confirmar o no la
alta uniformidad genética encontrada en esta investi-
gacion. Se espera que los resultados de esta investiga-
cion sean utilizados para el disefio de herramientas de
diagnostico viral ajustadas a las realidades genotipicas
del PLRV en los cultivos de papa del pais, metodo-
logias necesarias para el apoyo de los programas de
certificacion de tubérculo semillay para la formula-
cion de programas de manejo integrado de las enfer-
medades virales.

CONCLUSIONES

 Sedetermind unaincidencia promedio del 20% del
PLRYV en los cultivos de cuatro de los principales
departamentos productores de papa de Colombia.

* Los analisis de secuencias de la region de la capside
del PLRV permitieron inferir muy bajos niveles de

variacion entre las cepas colombianas de este virus y
aquellas reportadas de diferentes paises del mundo.
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