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Prélogo

El cultivo de papa en Colombia estéd expuesto a diversos
organismos fitopatdégenos de importancia econdmica; entre ellos
hongos, bacterias, insectos y virus. Estos ultimos, se constituyen
en una de las principales causas de disminucién de calidad y rendi-
miento del tubérculo cosechado.

El uso de semilla tradicional y su continuo movimiento entre zonas
de cultivo, asi como el inadecuado manejo de insectos vectores,
son factores que contribuyen a una rapida diseminacion y alta
prevalencia de los virus a lo largo del territorio nacional; de alli la
importancia de una correcta identificacion y el acceso a una
informacion consolidada que amplie el conocimiento sobre las
condiciones que favorecen los virus.

En general la identificacion del agente causal en campo, se basa
en sintomatologia que se manifiesta principalmente en
entorchamientos, amarillamientos, disminucion de tamafo y
mosaicos, pero la forma mas precisa para la deteccion de los virus
se relaciona en el presente documento, a través de metodologias
de laboratorio resumidas en protocolos ajustados a las necesidades
del sistema productivo papa, dejando de lado la subjetividad de la
determinacion visual, la cual puede llegar a verse afectada por
condiciones ambientales, manejo agronémico del cultivo y presencia
de plantas asintomaticas.

La Cadena Agroalimentaria de la Papa reconoce éste esfuerzo
realizado por del Instituto de Biotecnologia Universidad Nacional
(IBUN), en particular a la Doctora Ménica Guzman y colaboradores
por llevar a la comunidad cientifica un completo y actualizado Manual
de Protocolos para la deteccion de los principales virus que afec-
tan la papa. Este importante trabajo contribuira desde el laboratorio,
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a mejorar el manejo fitosanitario en sus fases de produccion de
semilla certificada y al aumento en la competitividad de los cultivos
comerciales.

AUGUSTO DEL VALLE
Director Ejecutivo

Centro Virtual de Investigacion de la Cadena Agroalimentaria
de la Papa
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Presentacion

El Manual de Protocolos (MP) que se presenta a consideracion
de la comunidad relacionada con la fitosanidad en papa y los
fitovirus, tiene como objetivo principal dar a conocer los resultados
de algunos protocolos adaptados en el Laboratorio de Virus
Vegetales del Instituto de Biotecnologia (IBUN) de la Universidad
Nacional de Colombia, para la deteccion de virus que afectan al
cultivo de la papa; protocolos que se han desprendido de
investigaciones financiadas por CEVIPAPA, el Instituto de
Biotecnologia y la Universidad Nacional de Colombia.

Es muy importante resaltar la ayuda de varios colaboradores y
estudiantes a quienes dirigi en las adaptaciones de técnicas
especificas. De antemano agradezco esta valiosa colaboracién e
incluyo mas adelante el curriculum vitae de las personas
involucradas. Agradezco igualmente la amable colaboracién e
interés de CEVIPAPA y FEDEPAPA para sacar adelante este
manual.

El desarrollo general del MP se realiza en capitulos por temas,
de manera didactica y resumida sin dejar de lado las precisiones
cientificas necesarias para que los contenidos sean entendidos y
apropiados por un amplio grupo de personas con formaciones
diferentes, como estudiantes universitarios e investigadores en
fitosanidad, agronomos, y técnicos. Seria deseable también, que
apartes del MP pudieran ser utilizados por docentes en las areas
de biologia, fitopatologia vegetal o biotecnologia y por los
estudiantes de establecimientos de educacion secundaria, publicos
y privados, localizados en areas rurales o urbanas.

También se incluye informacion resumida sobre algunos temas
cientificos como clasificacion, taxonomia y grupos virales, sintomas,
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replicacion y transmision viral por vectores, ampliando la informacion
para algunos virus importantes en el cultivo de la papa como son el
PVY, PVX, PVS, PLRY, PYVV y PMTYV, sin olvidar, que las técnicas
para la deteccion, caracterizacion y control viral expuestas en la
literatura mundial son numerosas.

Es el interés principal del MP, ilustrar diferentes técnicas de
diagnostico, sencillas y mas sofisticadas, tanto de tipo seroldgico
como molecular. La informacion se complementa, de otra parte, con
protocolos implementados en otros cultivos comerciales y que se
consideran de interés y utilidad para que sean adaptados en la de-
teccion de virus en papa.

Es el momento de agradecer a los diferentes colaboradores y la
oportuna financiacion y credibilidad de CEVIPAPA y del Ministerio
de Agricultura y Desarrollo Rural, de la Division de Investigaciones
de la Universidad Nacional de Colombia y del Instituto de
Biotecnologia por el aporte financiero para la ejecucion de las téc-
nicas e investigaciones y para la realizacion de este Manual de
Protocolos. Finalmente, se aspira a que este trabajo sea un aporte
modesto pero serio, de facil disponibilidad y que beneficie directa
o indirectamente a la cadena de competitividad de la papa.

Sobre los colaboradores

La Ingeniera Agrénoma Marina Caro, adscrita al Instituto de
Biotecnologia y la Bacteridloga Jenny Garcia de la Universidad
Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia, colaboraron en la
adaptacién de las técnicas serolégicas de ELISA y de
Inmunoimpresién (IMI). Para la adaptacion de la técnica molecular
de patrones de dsRNA del Virus del Amarillamiento de Venas de la
Papa (Potato yellow vein, (PYVV), Crinivirus) se cont6 con la
colaboracion de la Ingeniera Agrénoma Nancy Arciniegas (Univer-
sidad de Narifno), en el laboratorio de Virus Vegetales del IBUN,
como tesista de Maestria en Fitopatologia de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia. La deteccion
molecular del Virus del Amarillamiento de Venas de la Papa por
medio de Transcriptasa Reversa-Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR) y la implementacion de los perfiles de
Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimérfica (RFLP) para
estimar variabilidad viral la realizé Elizabeth Ruiz (Quimica de la
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Universidad Nacional de Colombia) quién obtuvo su primera
formacion en este topico también, y se contd parcialmente con la
colaboracién de Nancy Arciniegas.

Por lo tanto, los protocolos mencionados en el MP son un resumen
de algunas técnicas adaptadas durante el desarrollo de tres
investigaciones financiadas por CEVIPAPA y la Universidad
Nacional de Colombia (IBUN-DIB) realizadas bajo la direccion de
la autora. Adicionalmente, se han incluido otros protocolos sencillos
y utiles, como el de inmunocaptura (IC-RT-PCR), adaptados por la
autora, para la deteccion de virus en otros cultivos.

Es pertinente agradecer el apoyo de todos los colaboradores
mencionados, incluido el Dr. Carlos Nustez, Profesor de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia y Director
del Programa de Papa de la misma Universidad, quien apoyo la
ejecusion de algunos de estos trabajos. Igualmente, al Dr. Robert
Coutts del Imperial College of London, quién facilitd gentilmente los
cebadores para la amplificacion del gen de la proteina de la capside
del PYVV, y con quien, se ha continuado la colaboracion
investigativa. De igual manera, se agradece muy especialmente al
evaluador de este documento, Doctor Gerardo Martinez, Ph.D.,
virélogo de amplia experiencia quién se encuentra vinculado
actualmente a la Universidad de Caldas como profesor e
investigador, por el tiempo dedicado a la lectura y revision de este
documento, por las correcciones y las sugerencias pertinentes.
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Reseiia sobre
el autor

Ménica Guzman Barney

Bidloga de la Universidad Nacional de Colombia, 1979. Obtuvo
un diploma de Magister en Scientiae en Microbiologia de la misma
Universidad (1993), con un trabajo sobre secuenciamiento del gen
de la proteina de la capside del Virus de la Tristeza de los Citricos
(CTV). Posteriormente obtuvo su diploma de Doctorado de la
Universidad de Bordeaux Il, Victor Segalen, Francia, con Mencion
en Biologia y Salud, desarrollando trabajos sobre caracterizacion
biolégica, seroldgica, molecular y de transmision por vector en
aislados del CTV provenientes de citricos ornamentales.
Actualmente es profesora asociada de la Universidad Nacional de
Colombia, vinculada al Instituto de Biotecnologia desde 1990, donde
conforma y dirige el laboratorio de Virus Vegetales. Tiene a su cargo
el curso de virus vegetales en la Maestria de Microbiologia. Ha sido
investigadora principal y colaboradora de trabajos relacionados con
el diagndstico y caracterizacion de diferentes fitovirus como son el
Virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, Closterovirus,
CTV), los virus que causan el Mosaico severo y Mosaico suave de
la hoja del iame (Yam mosaic virus, Potyvirus, YMV) y mosaico
suave de la hoja ( Yam mild mosaic virus , Potyvirus, YMMV) y, en
la deteccion y caracterizacion de virus que infectan al cultivo de la
papa, como el Virus del Amarillamiento de venas de la hoja de papa
(Potato yellow vein virus, crinivirus , PYVV) el virus de Enrollamiento
de la hoja de la papa (Potato leafroll virus, Luteovirus/ Polerovirus,
PLRV) y de los virus Y ( Potato Y virus, Potyvirus (PVY) , Potato X
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virus, Potexvirus (PVX) y Potato S virus, Carlavirus (PVS) de la
papa. De otra parte, ha colaborado en trabajos relacionados con la
caracterizacion molecular del hame, y hace parte del grupo de
estudio sobre el Name de la Universidad Nacional, auspiciado por
el Programa de Biotecnologia Agricola (PBA) y Colciencias.
Conjuntamente con otros autores, ha publicado: cuatro libros, dos
capitulos de libro (uno en inglés y uno espanol) y 26 articulos en
publicaciones seriadas. Ha presentado apartes de 20 trabajos en
congresos nacionales y 10 en congresos internacionales. Ha dirigido
7 tesis de maestria y pregrado. En 1994 fue distinguida con el
Premio Nacional de Fitopatologia «Rafael Obregon», otorgado por
ASCOLFl Yy, en el 2004, otros dos trabajos sobre el CTV obtuvieron
una mencion especial, en el Il Congreso de Biotecnologia- Bogota
y en la XLIV Reunién de la APS — 2004, La Habana, Cuba. Es
miembro de la Internacional Organization of Citrus Virologists (IOCV)
y de la American Phytopatological Society- Division Caribe (APS-
DC). Miembro del comité académico y organizador de la 46 Reunion
Internacional de la APS-CD y del Congreso de la Asociacion
Colombiana de Fitopatologia y Ciencias Afines — ASCOLFI. a
desarrollado en Cartagena, Colombia en septiembre 12 a 17 de
2006. Hizo parte del comité de estudios y conformacién de la cadena
de competitividad de los citricos ( 2001) y ha participado en talleres
especificos organizados por CEVIPAPA. En 2007, recibié la
Medalla al Mérito Universitario otorgada por la Universidad Nacional
de Colombia. Actualmente es investigadora principal de dos
proyectos financiados por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural de la Convocatoria MADR 2007. «Incidencia de PYVV (virus
del amarillamiento de 2venas de hoja de papa) en semilla y
determinacion de la reduccion del rendimiento de produccion en S.
phureja en Cundinamarca: un modelo con proyeccion para el
manejo integrado del patégeno» 7. aprobado-radicado 1802.
«Obtencién de un anticuerpo policlonal para deteccion por ELISA
del espectro de variantes del virus PYVV (virus del amarillamiento
de las venas de hoja de papa) en Solanum phureja como un aporte
a la produccion de semillas de papa certificadas en Colombia».
Convocatoria Ministerio de Agricultura 2007 aprobado-radicado
1318.
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A continuacion se resefian algunos articulos publicados y la
participacion en Congresos relativos a los estudios realizados en

papa:

Guzman, M., Ruiz, E., Arciniegas, N and Coutts, R.H.A ( (2006).
Ocurrence and variability of Potato yellow vein virus in the three
departments of Colombia. J. Phytopathology, 154: 748-750

Eliasco, E., Lieveratus, |.C., Muller, G.; Guzman, M.; Salazar, L.F.
y Coutts, R.H.A. 2006. Sequences of defective RNAs associated to
Potato yellow mosaic virus - Archives of Virology 151 (1) : 201-204

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

Guzman, M.; Caro, M. y Garcia, Y. 2002. Técnica de
inmunoimpresion en membrana de nitrocelulosa: una deteccion
rapida para estimar la incidencia de los virus PLRV, PVX, PVY'y
PVS que infectan a la papa Solanum spp. Revista Colombiana de
Biotecnologia IV(2): 45-51

Guzman, M.; Arciniegas, N. y Ruiz, E. 11 - 13 de Agosto de 2004.
Rastreo del virus del amarillamiento de venas de la papa (PYVV)
en tres departamentos colombianos y estimacion de la variabilidad
genética por dsRNA y RFLPs. XXX Congreso de la Asociacion
Colombiana de Fitopatologia y Ciencias Afines - ASCOLFI. CIAT -
Palmira.

Arciniegas, N.; Guzman, M. y Nustez, C. 25 - 27 de junio de 2003.
Implementacion de técnicas de diagnostico para el virus del
amarillamiento de las venas de la papa (PYVV).. XXIV Congreso
de la Asociacion Colombiana de Fitopatologia y Ciencias Afines -
ASCOLFI . Fitopatologia, Ciencia y Paisaje. Armenia.

Arciniegas, N.; Guzman, M. y Nustez, C.25 - 27 de junio de 2003.
Metodologia de evaluacion de resistencia al virus del amarillamiento
de las venas de la papa (PVY) en genotipos de la coleccidn central
colombiana de Solanum phureja. XXIV Congreso de la Asociacion
Colombiana de Fitopatologia y Ciencias Afines - ASCOLFI
Fitopatologia, Ciencia y Paisaje. Armenia.

Guzman, M.; Caro, M.; Arciniegas, N. y Garcia, Y. 3 - 8 de julio
de 2002. Aplicacion de la técnica seroldgica de inmunoimpresion
en la deteccion de algunos virus que infectan a la papa.. XXV
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Congreso de la Asociacion Colombiana de Fitopatologia y Ciencias
Afines -. Bogota.

Rodriguez K.; Murcia B.; Huertas W.; Guzman M. y Garcia. 3—8
de julio de 2002. Estandarizacion de la técnica DAS-ELISA para la
cuantificacion de Spongospora subterranea en suelo. C. XXV
Congreso de la Asociacion Colombiana de Fitopatologia ASCOLFI.
Bogota.

Murcia, B.; Huertas, F.; Medina, K.; Guzman, M. y Garcia, C. 3—
8 de julio de 2002. Estimacion de la densidad de cistosoros de
Spongospora subterrane f.sp. subterranea sp. subterranea en suelo
en un area productora de papa en Subachoque — Cundinamarca.
XXV Congreso de la Asociacion Colombiana de Fitopatologia
ASCOLFI. Bogota.

Guzman, M.; Oliveros, O.; Delgado, J.;Arciniegas, N.; Martinez,
S.; Castro, C. y Bermudez, G 26 - 28 de junio de 2002. Algunas
estrategias para la caracterizacion de virus vegetales.. Primer
Congreso Colombiano de Biotecnologia. Bogota.

Guzman, M.; Caro, M. y Garcia, Y. 23 - 25 de mayo de 2001.
Deteccion rapida y sensible de los virus PLRV, PVX, PVY, PVS
que infectan a la papa por medio de la técnica seroldgica de
inmunoimpresioén. VIl Congreso de la Sociedad Colombiana de
Fitomejoramiento y Produccion de Cultivos. Ibagué.
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Introduccioén

Los departamentos colombianos con mayor produccion de papa
(Solanum spp.) son, en orden descendente de importancia:
Cundinamarca, Boyaca, Narifio, Antioquia, Cauca, Caldas, Norte
de Santander, Quindio, Risaralda, Santander, Tolima y Putumayo.
Los cultivos se encuentran sembrados desde los 1.500 a los 4.000
metros de altitud, en un area menor a las 185.000 hectareas. La
papa es el sustento de aproximadamente 90.000 familias
colombianas, con la generacion de 20 millones de jornales al ano,
representados en mano de obra no calificada. De otra parte, es un
producto muy apetecido en la canasta familiar de todos los
colombianos. Las especies de mayor consumo en el pais son
Solanum tuberosum subespecie andigena, cuya produccién para
consumo en fresco e industria incluye variedades como Parda
Pastusa, Diacol Capiro, ICA Narifio, entre otras. De otra parte, la
especie Solanum phureja (papa criolla o yema de huevo)
representa aproximadamente el 5% del total cultivado en el pais.
Se estima un consumo anual per capita aparente de papa de 62
Kg. (Fedepapa, afio 2004, Portafolio 27-04-05).

Estudios realizados en diferentes paises y también los estimativos
para Colombia sugieren que la produccién y el rendimiento de S.
phurejay de las variedades de S. tuberosum, pueden disminuirse
hasta en un 65% por las enfermedades y plagas que afectan al cultivo
(Salazar, 1998); sin embargo, hasta el momento, no se han realiza-
do estudios precisos para confirmar estas estadisticas. Los virus
son los patdgenos con una gran repercusion en esta disminucion,
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después de los hongos y de las bacterias, pues causan
degeneramiento del tubérculo-semilla, y la infeccion se puede per-
petuar por las practicas culturales de reproduccion vegetativa. Los
virus pueden encontrarse solos o en sinergismo, incrementando los
riesgos fitosanitarios para el cultivo. Cabe mencionar algunos de
los virus mas importantes para el cultivo como el Virus del
Amarillamiento de Venas de la hoja de papa (Potato yellow vein
virus, (PYVV), Crinivirus, el Virus de Enrollamiento de la Hoja de |la
papa (Potato leafroll virus, (PLRV) Luteovirus / Polerovirus, y de
los virus Y'y X de la papa (Potato virus Y, (PVY), Potyvirus ; Potato
virus X, (PVX), Potexvirus y Potato virus S, (PVS), Carlavirus; el
Virus A de la papa (Potato virus A, (PVA),Potyvirus, que pueden
producir pérdidas entre el 55% y el 61%. El PVY o el PVX solos no
ocasionan pérdidas significativas, de otra parte, el PYVV puede
producir pérdidas hasta del 60%, reduciendo en nimero y tamafo
la produccion de tubérculos (Alba, 1943; Salazar, 1995). Otros virus
cuarentenarios, como el virus «Mot Top» de la papa (Potato mop-
top virus, (PMTV), Furovirus, también requieren atencion.

Es importante tener en cuenta que cualquier cultivo comercial u
ormamental debe disponer de semillas de buena calidad, libres de
patdgenos y, por lo tanto, certificadas, semillas que permitan contar
desde un principio con una base adecuada para incrementar los
rendimientos de la produccién, controlando adicionaimente la
presencia y dispersion de virus a través de los vectores naturales.
Sin embargo, dentro de la certificacion, especialmente para la
categoria CERTIFICADA, los requisitos especificos minimos
permiten la presencia de algunos virus, caso papa Resolucion ICA
No. 2501 de 2.003. De otra parte, los trabajos que apunten hacia la
consecucion de variedades de papa, resistentes y/o tolerantes a
uno o mas patégenos, son imprescindibles.

Los esfuerzos en todos estos campos de investigacion se deben
aunar para propender por cultivos de papa de alta calidad con
mejores rendimientos, que mejoren la sostenibilidad de las familias
productoras y el bienestar del conjunto de la sociedad colombiana.

El presente Manual pretende ser, desde la Optica de la academia,
un aporte a la cadena de competitividad de la papa en Colombia,
plasmando conocimientos actuales sobre algunos virus relevantes
para el cultivo de papa, enmarcado sintéticamente dentro del
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contexto de la virologia vegetal. Son muchos los investigadores que
en el mundo (CIP y otras instituciones) y en Colombia, enriquecen
seriamente el estudio de la virologia, particularmente en papa. Por
tanto, no se pretende reemplazarlos, sino mas bien apoyarlos desde
intereses particulares en la dificil tarea del diagndstico y caracteri-
zacion de los fitovirus con el objetivo de alcanzar estados
fitosanitarios mas competitivos para nuestros cultivos.
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ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE
LOS FITOVIRUS

Definiciéon de virus

Los virus que infectan a las plantas se pueden definir como
particulas nucleoproteinas compuestas por genomas de acidos
nucleicos de tipo ARN o ADN, protegidos por una o varias proteinas
de capside (viriones) , que requieren infectar a la célula vegetal para
utilizar la maquinaria metabolica y ribosomas de la misma y asi lograr
la replicacion viral. La infeccion viral enferma a la planta causando
alteraciones funcionales y morfolégicas con disminucion del vigor y
expresion de sintomas diferentes como clorosis, necrosis etc.. segun
la especie viral, el huésped y el 6rgano afectado. Los virus vegetales
tienen la capacidad de infectar a una amplia gama de plantas
hospederas ya sean comerciales, ornamentales o malezas.

Al replicarse, los virus conforman linajes en los cuales se puede
seguir una historia evolutiva propia. Los virus vegetales no infectan
un solo organismo sino que tienen la capacidad de infectar una
amplia gama de plantas hospederas.

Taxonomia

Aunque diferentes criterios como enfermedad, sintomas,
antigenicidad (respuesta a anticuerpos), tipo de acido nucleico,
perfiles proteicos, rango de huéspedes, vectores, etc. son impor-
tantes para precisar la identificacion de un virus, tres criterios son
los mas relevantes y suficientes en la mayoria de los casos para
permitir la identificacion viral hasta familia o género.

Un sistema universal para la clasificacion de los virus fue
establecido por el Comité Internacional en Taxonomia de Virus
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(ICTV) desde 1966. El sistema hace uso de una serie de rangos o
agrupaciones de taxones, como se presenta en el ejemplo siguien-
te:

Orden (-virales) Es el taxdn reconocido de jerarquia mas alta.

Familia (-viridae)

Subfamilia (-virinae)

Género (-virus)

Especie (ejemplo: Virus del mosaico del tabaco (TMV)

Segun el Comité Internacional para la Taxonomia de Virus (ICTV),
los criterios taxonémicos mas importantes son:

El organismo hospedero

La morfologia de la particula

El tipo de genoma viral

Los hospederos de los virus incluyen todas las clases de
organismos celulares descritos hasta el momento:

Procariotes: archaea, bacteria, micoplasma y espiroplasma

Eucariotes: algae, plantas, protozoarios, hongos, invertebrados
y vertebrados

Algunas familias virales

En casos particulares, algunas familias virales pueden infectar
dos reinos de organismos, como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Algunas familias virales que tienen la capacidad de infectar organismos de dos o mds reinos

Familia viral Reinos que infecta

Bunyaviridae Animales y plantas

Partitiviridae Plantas y hongos "
Reoviridae Animales y plantas

Rhabdoviridae RN L Animales y plantas

Phycodnaviridae Protozoarios y plantas

Picornaviridac

Plantas y animales

Totiviridac

Protozoarios/hongos e insectos - tentativo

Tomado de: Comité Internacional para la Taxonomia de Virus (ICTV)
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La clasificacién de las familias de virus que infectan a las plantas
se resume en la Figura 1. En esta clasificacion se han tenido en
cuenta varios aspectos como: genoma viral (RNA o DNA),
complejidad del mismo (monopartitas o multipartitas), conformado
por una cadena (ss) o doble cadena (ds), lineales o circulares, la
forma de la particula viral (isométricos, baciliformes, filamentosos,
etc.) y presencia o ausencia de envolturas.

Flgura 1. Clasificacion de los virus que infectan plantas
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Tomado de: Matthews, 1980.
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El microscopio electronico ha sido un instrumento aliado de la
virologia al permitir observary distinguir morfolégicamente las par-
ticulas virales que infectan vegetales, las cuales no miden mas de
2.000 micras de largo, como en el caso del Virus de la tristeza de
los citricos (Citrus tristeza virus, (CTV), Closterovirus), que es el
fitovirus mas largo reportado hasta el presente. La purificacion de
los virus por ultracentrifugacion a partir de extractos de plantas
infectadas ha permitido observar toda una gama de particulas virales
con arquetipos diferentes, tanto en forma como en longitud. De otra
parte, por metodologias bioquimicas se ha determinado la
composicion y polaridad de los acidos nucleicos (genoma) y de
la(s) proteina(s) de capside y de otros genes no estructurales. Ha
sido importante también entender las estrategias de expresion viral
para afinar la clasificacion de algunos virus.

Mientras que por microscopia electrénica se puede visualizar la
morfologia del virion, por métodos seroldgicos (utilizando
anticuerpos especificos) se puede detectar la presencia viral por la
afinidad del anticuerpo con la proteina de cépside viral. De otra
parte, por medio de técnicas moleculares se puede evaluar e inferir
la composicién y calidad del acido nucleico que identifica a un virus
determinado. La Figura 2 ilustra micrografias electrénicas de
diferentes viriones.

Fiyura 2. Microfotografias electrénicas de diferentes viriones. A. Rabdovirus en lechuga, B. Potyvirus
Y de la papa, C. Virus del mosaico del tabaco (TMV) y D. Virus del mosaico del pepino (CMV)

] W

Tomado de Albouy y Devergne, cliché 2000.
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Aspectos generales de la replicacion de los virus de RNA

La mayoria de virus que infectan plantas y particularmente al cultivo
de la papa estan constituidos por un genoma de RNA de una sola
hebra (cadena sencilla) y de sentido positivo (+) (3'> 5°). Esto
significa que poseen la capacidad de actuar como un RNA mensajero
para la traduccién directa de proteinas requeridas para la replicacion,
encapsidacion y transporte viral. La Figura 3 ilustra la replicacion
viral a partir de un RNA gendmico (QRNA) con orientacion 3" 57,
de cadena sencilla. En la planta infectada se pueden detectar
diferentes tipos o formas de RNA viral, ya sea la forma replicativa
completa de doble banda (FR), hebras sencillas de RNA genomico
y formas replicativas intermedias (IR) de diferentes tamanos, con
segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA), dependiendo de la
fase de replicacion del genoma viral.

i Replicacion del RNA genomico. Formacion de los RNA de interferencia

5 + 3

Q replicasa

a)
3

5 +
OO T FR
3 - 5
3 - 5
b) |||HH! ! IR
+
ribosoma

cadena polipeptidica

Tomado de: Albouy y Devergne, 2000.
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Ademas, dentro de la planta hospedera se establecen una serie
de procesos fisiologicos y morfoldgicos complejos para permitir la
replicacion viral y completar su ciclo de vida. Un esquema del modelo
de ciclo viral de un Potyviridae con genoma de RNA (tipo PVY) se
ilustra a continuacion. Algunos virus se replican en el citoplasma y
otros lo hacen en el nicleo. De otra parte, también hay virus cuyo
acido nucleico es el DNA de doble cadena y circulares que utilizan
otros mecanismos para la replicacion algo mas complejos como el
circulo rodante, y no se profundizan en este manual.

Una vez ha entrado en la célula del hospedero, la particula viral o
viridn (acido nucleico recubierto de proteina de la capside) requiere
completar su ciclo vital. En la Figura 4 se presenta un resumen del

4 4. Diagrama del ciclo de un virus de RNA

Replicacion Traduccion
Acumulacion
da ARN gendmico Acumulacion
y de particulas viricas de proteinas viricas
: 0 2 . @
& %Q @ @
- ° /
Transporte
célula a célula
Emigracion
sistémica
ey ARWN vitico SQOQ)Q mw
Particula virica .
encapsidada @ Repicess

Tomado de: Sylvie Dinant, In: Albouy y Devergne,1999.
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ciclo viral: en primer lugar se desnuda (perdiendo la capside de
proteina) y actua como RNA mensajero para la traduccion de
proteinas virales para la replicacion, para la conformacion de una
nueva capside y para el transporte viral. Durante todo este proceso
el virus utiliza la maquinaria metabdlica de las células vegetales,
como los ribosomas y proteinas propias de la planta. La replicacion
se puede realizar en el citoplasma o en el nucleo dependiendo del
grupo viral. Con la infeccidn viral se generan estructuras proteicas
particulares codificadas por el virus, denominadas inclusiones
virales, las cuales se depositan en el citoplasma o dentro del nucleo.
Tambien en algunas inclusiones se pueden detectar capsides o
particulas virales. Las inclusiones pueden tener formas especificas
o amorfas, por ejemplo, los Potyvirus generan inclusiones en forma
de aspas (pinwheels). Las inclusiones citoplasmaticas alteran la
morfologia de la célula vegetal.
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it

TRANSMISION

Los vectores

Los virus se pueden transmitir por diferentes medios: (a) semillas
contaminadas, (b) por injerto de un érgano o tejido infectado, (c)
por indculo de segmentos de material vegetal, de savia o de acidos
nucleicos, (d) mecanicamente a través de herramientas, (e) por la
polinizacién natural (Jones, 1993) y (f) por hongos, nematodos, pero
principalmente a través de diferentes especies de insectos. Es muy
posible que algunos de los virus de plantas transmitidos por insectos
se hayan originado en ellos (Salazar, 1998). El orden Homoptera,
que incluye é&fidos (Aphidae) y saltahojas (Cicadelidae) contienen
la mayor cantidad de insectos vectores. También hay insectos de
los ordenes Hemiptera (chinches), Thysanoptera (trips), Coleoptera
(cucarrones o escarabajos) y Orthoptera (saltamontes). Entre los
insectos de mayor importancia se pueden mencionar diferentes
especies de afidos: Aphis nasturtii, Rhopalosiphun padi,
Macrosiphun euphorbiae, Aphis gossypii, Toxoptera aurantii y
Toxoptera citricidus. Myzus persicae que es la especie de afido
mas frecuente y eficiente en la transmision de los virus de papa,
como el PVY y el PLRV, que se transmiten por afidos. La disemina-
cion se realiza principalmente por las formas aladas de los afidos
implicados (Agrios, 1998). La Mosca Blanca (Trialeurodes
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vaporariorum) es importante en la transmision y dispersion del PYVV
(Salazar et al., 2002). La Tabla 2 resume los diferentes tipos de

insectos transmisores de virus de papa.

Takla 2. Algunas especies de insectos que trasmiten virus de la papa

Especie

PLRV

PVY

PVS

PYVV

Acyrthosiphon primulae

X

Acyrthosiphon pisum

| Aphis fabae

Aphis nasturtii

Aulacortum solani

Macrosiphun eupho;biae

Myzus oscalonicus

Myzus humulis

_Myzus amatus

Myzus persicae

Neomuzus circunflexus

Phorodon humuli

Rhopalosiphum padi
I Staphyleae tulipaellus

Trialeurodes vaporariorum

Tomado de: Salazar, 1998.

No se debe descartar el alto riesgo de dispersién viral propiciado
por el humano, por el transporte inadecuado de semilla contaminada,
por la practica cultural de reproduccion vegetativa a partir de semilla
no certificada (como se menciond con anterioridad los requisitos
especificos minimos permiten la presencia de algunos virus, caso
papa Resolucion ICA No. 2501 de 2.003) y por el transporte ilegal
de material vegetal contaminado a través de las fronteras. La Figura
5 ilustra algunos insectos vectores de virus de la papa.

Un esquema general de los diferentes tipos de insectos transmi-
sores de virus fitopatdgenos se presenta a continuacion en la Figura

6.
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12 0. Insectos vectores de virus de la papa

A. Macrosiphum euphorbiae, B. Aphis nasturrii, C. Aulacorthum solani, D. Myzus persicae y E. Aphis
gossypii (Tomado de WWW-CS-UabETtaca —qamesrapthiall F. Toxoptera cifricidus (afido marron), G
Aphis gossypii (Tomado de Guzman, 1998). H. Saltamontes (Tomado de lWeniiasiaieadul.../ lady/
asianladysba.jpg). I. y J. Thrialeurodes vaporariorum (mosca blanca) (Tomado de
melon/moscablanca.jpg). K., L. y M. Trips (Tomado de thrips woodypest.ifas.ufl.edu/190.htm.thrips
INRA)

“gua . Esquema general de los diferentes tipos de insectos transmisores de virus fitopatogenos
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Tomado de: Agrios, 1998.
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Estrategias de transmision por vector

Para que un fitovirus sea transmitido por un insecto o afido vector,
se requiere que éste produzca una herida en la epidermis de la
planta al introducir sus partes bucales perforadoras y succionadoras
(estilete) con el objeto de nutrirse con la savia de la planta, con lo
cual el virus ingresa en el floema de la misma. Se han determinado
tres tipos principales de transmision viral:

Persistente: el insecto es virulifero y no pierde la capacidad de

transmision viral; el virus circula y se puede replicar en el cuerpo

del afido. Para algunos virus, entre la fase de adquisicion y la de

transmision, hay un periodo de latencia que puede durar uno o

varios dias.

Semipersistente: el insecto requiere de un periodo corto para

adquirir el virus (5 a 60 minutos) y, asi mismo, requiere entre 24 a

48 h para transferirlo. En este momento el &fido pierde la capaci-

dad de transmision viral y por lo tanto debe retornar a alimentar-

se de una planta infectada.

No persistente: insectos que llevan los virus en el estilete y los

depositan en la planta, con la primera alimentacion. Por lo tanto,

debe retornar de inmediato a alimentarse de la planta infectada
para poder continuar con la transmision viral. Para el caso de las
chicharritas, hay un periodo de incubacion de una a dos semanas
entre el momento de adquisicion viral y el momento en que puede
transmitirlo por primera vez. Estos virus son circulativos y algunos

de ellos se replican en el vector (Matthews, 1991).

De otra parte, se sabe que hay una afinidad entre la presencia
de determinados aminoacidos que conforman la proteina de la
capside viral y la capacidad del afido para seleccionar un virus
determinado para la transmisién. Por ejemplo, en el género Potyvirus
una secuencia de tres aminoacidos de la proteina de la capside (la
caja DAG), localizada cerca de la region N-terminal de la cubierta
proteica, esta presente en los virus que han perdido la capacidad
de transmision por afidos. Se ha determinado que si ocurre una
mutacién que comprometa dicha caja DAG, entonces el afido no es
capaz de transmitir ese virus en particular. También algunas proteinas
no estructurales como el «componente ayudador» o «helper»
participan en la transmision viral (Granoff y Webster, 1999).
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De igual forma, en el CTV que infecta a los citricos se ha
determinado que las proteinas menor y mayor de la capside (o
secuencias de las mismas) y proteinas no estructurales (HPS70)
juegan un papel importante en la transmision y el transporte viral
(Karasev et al., 1992; Agronovsky et al., 1998; Alzhanova et al.,
2000). De esta manera se puede entender cémo una simple
mutacién en un virus puede conllevar a la pérdida de la capacidad
de dispersion del mismo por los vectores. Solamente se manten-
dra la posibilidad de dispersion viral a través de la reproduccién
vegetativa de la planta hospedera. Un ejemplo de esta condicion
se ha demostrado para la variante ¢ del PVY (Bawden y Kassanis,
1947). En la Tabla 3 se ilustran algunos tipos de transmision para
virus que afectan a la papa.

1 3. Tipo de transmision en algunos virus que afectan al cultivo de papa

VIRUS
Tipo de transmision |
PLRV PVY PVS PVX PYVV
Persistente (Circulativo) X
Semipersistente T x
No persistente X X
Mecanica = Ig X

De otra parte, las arvenses o malezas juegan un papel importante
como reservorios virales y por lo tanto son susceptibles de
transmision por vectores comunes. Por ejemplo, la presencia de
Potyvirus se ha detectado por medio de anticuerpos en malezas
asociadas al cultivo del iame (Guzman et al., 2001). También en
papa las malezas pueden ser reservorios de virus. Es una razén
adicional para mantener limpios los cultivos; se debe erradicar las
malezas para evitar la circulacion, renovacion y reserva de virus
peligrosos para los cultivos.

Progresién de la infeccién viral

El insecto vector requiere causar una herida en la epidermis/
dermis de la hoja de la planta para alimentarse con la savia de la
misma y asi depositar el virus en un punto localizado. Posteriormente,
el virus se propaga por la hoja y su rama correspondiente utilizando
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proteinas propias y algunas de la planta; de esta manera descien-
de por los vasos conductores (floema) hasta la raiz, para luego
ascender por el xilema hasta las ramas y hojas mas apicales
continuando, si es el caso, con una invasion sistémica de la planta
hospedera. Un ejemplo de la progresion de la distribucion del virus
en la planta hospedera se presenta en la Figura 7.

7. Progresion de la distribucion del virus en la planta hospedera

o P
10 dias 18 dias

Adaptado de Samuel, G (1934) in: Albouy y Devergne, 2000.

La mayoria de los genomas virales son muy pequenos (entre 4y
15 kDa), de sentido positivo y de cadena sencilla. Los virus requieren
de componentes especificos para la replicacion, el movimiento
célula a célula y el transporte. La mayoria de proteinas virales son
multifuncionales. Si se conocen las funciones de las proteinas virales
y de la interrelacion con las proteinas del hospedero, se puede
entender como ocurren las infecciones sistémicas en la planta y se
pueden disefar estrategias de control. Se ha determinado una
tripleta de proteinas de movimiento viral (TGB), que se expresan en
la mayoria de virus, incluido el PMTV. Las proteinas TGB actuan
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integralmente para transportar el RNA viral desde la primera celula
infectada hasta las células que rodean el tejido vascular. Los detalles
moleculares del proceso no se conocen bien.

Diferentes tipos de infeccién viral

Dentro de una misma planta hospedera, los fitovirus se pueden
dispersar de célula a célula, invadiendo tejidos y 6rganos, para lo
cual utilizan proteinas de movimiento viral y proteinas de la planta
hasta alcanzar una infeccion sistémica o puntual, segun el caso.
Para lo anterior se debe tener en cuenta que existen diferentes vias
de dispersion e infeccion viral, ademas de la transmision debida al
vector natural (insectos, nematodos, hongos). Por ejemplo, por
dispersion sexual a través de polen o semilla, a través del tubérculo
o rizoma (dispersion vegetativa) o por dispersion mecanica. Tam-
bién existe dispersion por inoculo, es decir, a través de savia
contaminada de una planta infectada a una sana (invernadero); dis-
persion por injerto cuando se utilizan dos segmentos de tejido
vegetal, uno de los cuales esta contaminado; dispersion por las
herramientas utilizadas para el mantenimiento del cultivo; dispersion
por contacto entre plantas (sea por hojas o por raiz) en cultivos de
alta densidad de siembra o con alta densidad de malezas
reservorias de virus. La Figura 8 ilustra algunos ejemplos de vias
de infeccion viral.

Vias de infeccion viral
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Tomado de Agrios, 1998.
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siNTOMAS

Generalidades sobre enfermedad y sintomas

Al periodo de tiempo entre la entrada de un virus a la planta
hospedera y la aparicion del sintoma se le denomina incubacion.
Después de entrar a la célula, los virus se replican, se trasladan a
otras células y se acumulan en diferentes tejidos dependiendo de
su afinidad trépica. Para alcanzar este objetivo, los virus utilizan
procesos muy complejos en los cuales se requieren proteinas tanto
propias codificadas por el virus, como del hospedero, lo que conlleva
a la alteracion del metabolismo general de la planta. El sintoma
caracteristico que induce un virus en su huésped principal permite
entonces utilizarlo como uno de los criterios para la identificacion
viral. La invasion viral conlleva alteraciones morfologicas y funcio-
nales de los organelos de la planta, como mitocondrias, aparato de
Golgi, liposomas, membranas celulares, distribuciéon de
citoesqueleto, etc., causando la expresion de diferentes tipos de
sintomas puntuales (manchas clordticas) o mas complejos y
sistémicos, en los que se afecta no solo una célula o un conjunto de
ellas, sino todo un érgano o la planta en su totalidad. En casos
extremos, la expresiéon de diferentes tipos de sintomas como
clorosis, enrollamiento de hojas, manchas purpuras, aclaracion de
venas, etc., constituye un cuadro complejo o sindrome, causado en
general por cepas o razas virales de tipo severo. Por el contrario,
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es muy frecuente que las razas suaves expresen pocos sintomas,
los cuales no interfieren con la produccion del cultivo. También se
pueden encontrar razas virales asintomaticas, es decir, aquellas que
no producen sintomas en alguno o varios de los hospederos
principales. Por ejemplo, en condiciones de invernadero, este ultimo
tipo de cepas pueden ser asintomaticas en una planta indicadora
pero no en otra (Bové et al., 1988; Guzman, 1998).

Debido a este ultimo fendmeno se debe pensar también en la
capacidad de respuesta a la infeccion viral de una planta
determinada. En este sentido, las consideraciones sobre
resistencia, tolerancia y susceptibilidad del hospedero son relevan-
tes. Una definicion bastante acertada de estos términos, desde el
punto de vista de la infeccion y replicacion viral (y no desde el punto
de vista de la respuesta inmune de la planta), es la planteada por
Matthews (1991), quien define a una planta susceptible como aquella
que permite, sin trabas, la replicacion viral y es totalmente permisiva
para la manifestacion de los sinfomas; de otra parte, una planta
tolerante es entonces aquella que permite la replicacion viral (aun
con titulos de absorbancia altos) pero en la cual no se expresan
sintomas y, por lo tanto, no se alteran los rendimientos de la
produccién. Una planta resistente es, en contraste, aquella que si
establece fronteras claras y limitantes para la replicacion viral o de
variantes virales, y por lo tanto no hay repercusiones sintomaticas;
de alli la importancia de tener en cuenta estas consideraciones para
el adecuado manejo fitosanitario y de fitomejoramiento. Por ejempilo,
una planta tolerante (que no expresa sintomas) puede ser reservoria
de cepas muy virulentas y, si ademas se encuentra en condiciones
climaticas adecuadas para la replicacion viral y es apetecida por
un vector eficiente, la dispersion de esas cepas o razas severas
sera nefasta para las plantas y cultivos circundantes y para los
rendimientos de la produccion en general. El caso de arboles
ornamentales de citricos es un buen ejemplo de esta condicion
(Guzman et al., 2002).

Varios factores se requieren para que se manifieste una expresion
sintomatica viral especifica, entre los cuales estan: (a) el tipo de
cepa o raza viral, (b) la presencia de otros grupos virales que por
asociacion aumenten o disminuyan la expresividad sintomatica en
el huésped, (c) la especie y variedad de la planta hospedera, en
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donde se debe considerar la respuesta de resistencia, de
susceptibilidad o de tolerancia, (d) la presencia y eficiencia de
vectores naturales (diferentes especies de insectos o nematodos),
pero también el humano y sus practicas culturales, (e) el climay la
estratificacion geografica, entre otros posibles.

Por ejemplo, el efecto de la temperatura en el desarrollo de la
papa y de la infeccion viral, de la virulencia y la expresion de
sintomas, es determinante. La mayoria de virus tienen
requerimientos estrictos de temperatura para la infeccion, la
acumulacion en el tejido de la planta y la produccion de sintomas.
Los mosaicos causados por PVX a menudo no se detectan a
temperaturas superiores a 28°C o inferiores a 12°C (Salazar et al.,
1985). Es bien conocido que el efecto de la temperatura alta o baja
sobre la multiplicacion y acumulacion viral es usado como método
para liberar a plantas de estos agentes (Hollines, 1965; Gibson,
1977). La termoterapia se constituye entonces en un buen aliado
para el control viral de plantas madres utilizadas para semilla y
certificacion.

Las anteriores variables y el conjunto de ellas, repercuten directa
o indirectamente en la expresion de un sintoma determinado y de
su intensidad en la planta hospedera. Es asi como los asentamientos
virales en las células vegetales, conocidas como inclusiones
citoplasmaticas, se concentran dentro del citoplasma o nucleo de
la célula tomando diferentes formas tipicas del grupo viral, abarcando
diferentes extensiones. Los cumulos virales invaden espacios de la
planta tan importantes como las células de parénguima asociadas
a vasos conductores del floema, alteran la morfologia y funcion
mitocondrial por la formacion de vacuolas de gran tamano y
modifican la estructura de los cloroplastos y otros organelos. Todos
estos cambios morfolédgicos de gran importancia perturban el
complejo proceso metabdlico y nutricional de la planta.

Para el caso especifico de la papa, los sintomas de clorosis en
las hojas implican alteracion morfoldgica y funcional de las
mitocondrias y cloroplastos, con reduccion del metabolismo
respiratorio y energético, lo que genera variaciones de forma,
tamafio y nimero de tubérculos en la planta, con reduccion del
rendimiento y de la produccién. En términos generales, los sintomas
mas severos estan correlacionados a rendimientos mas bajos en
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papa. Sin embargo, la correlacién entre enfermedad y sintoma no
es absoluta (Salazar, 1995).

De otra parte, no hay consenso sobre la definicion de
enfermedad, pero se puede realizar alguna aproximacion al
respecto: generalmente, la infeccion viral se manifiesta sobre la
planta enferma por modificaciones de su aspecto o de su desarro-
llo, que la distinguen de la planta sana. El conjunto de
manifestaciones que traducen las diversas perturbaciones
fisiologicas sufridas por la planta huésped como consecuencia de
su infeccion constituye un sindrome cuyos componentes son los
sintomas (Albouy y Devergne, 2000). El término de enfermedad
puede derivarse directamente de la identidad sintomatica del virus
que la produce, como en el caso de la enfermedad de amarillamiento
de venas de las hojas de la papa producida por el PYVV, aunque no
siempre hay concordancia puesto que puede haber amarillamiento
o clorosis por deficiencia de micronutrientes. De otra parte, el PVY
no causa la enfermedad Y de la papa sino que se expresa con
necrosis de nervaduras, entre otros sintomas. En otras palabras, no
hay una correspondencia exacta entre la definicion de enfermedad
y la de sintomas.

Se pueden distinguir dos tipos de sintomas: los externos, que
son los mas perceptibles (se pueden detectar por simple inspeccion
visual), y los internos que requieren de examenes especiales con
microscopio de luz o electrénico, o funcionales. En virologia, los
sintomas externos son la consecuencia de desviaciones del
metabolismo ligadas a la multiplicacion viral (Albouy y Devergne,
2000).

Algunos sintomas

Significado de abreviaturas virales

En la Tabla 4, a manera de ilustracion y con un sentido practico,
se presentan las abreviaturas mas importantes y sus traducciones
sobre diferentes sintomas producidos por los virus. Segun el Comite
Internacional para la Taxonomia de los Virus, los nombres adoptados
para los fitovirus recuerdan los sintomas observados en la planta en
donde se han descrito inicialmente.

A continuacion se precisan algunos términos que pueden ser
importantes para entender la virosis que ataca al cultivo de la papa.
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La presentacion de los sintomas esta basada en los trabajos de
Gibson (1977), Salazar (1989), Agrios (1998), Albouy y Devergne

(2000) y en la experiencia personal.

Sintomas

Significa la aparicion de zonas foliares diferentemente
coloreadas, o alteraciones cromaticas sobre hojas debidas a

S

i. Principales abreviaturas utilizadas en la descripcion de sintomas virales

Sigla en Palabra en inglés Traduccion al espafiol
inglés =
AS Asteroid En estrella, estrellado
Br Browning, brown Ennegrecimiento, oscuro, pardo
Crk Crinkling, crincle Arrugamiento, arruga
C Chlorosis Clorosis, aclaramiento - B
D Deformation Deformacién
Dt | Dotting, dot Moteado (manchas puntiformes)
| Dw Drafing Enanismo
Ed Edge - En el borde de la hoja
En Enations Enaciones
Etch Etching Grabado
B Flower Sobre la flor
FB Flower breaking Variegacion de la flor . vl
Lat Latent infection (symptomless) | Infeccién latente (sin sintomas)
LC,LR Leaf curling, rolling Encurbamiento, enrollamiento del foliolo (hoja)
| TP Patem line Dibujo en arabesco
M | Mosaic Mosaico
Mo | Mottle Moteado
N Necrosis, necrotic | Necrosis, necrético - ]
OK | Oak leaf pattem Dibujo en forma de hoja de roble
R(Sp) Ring spot ) Manchas en anillos anulares
Rd Reddening, red Eritrosis, rojo o
Rec Recovery Restablecimiento - -
Sk Streaking, striping Abigarrado, estriado .
Sp Spotting, spot Manchado, manchas
St Stunting Debilitamiento
TN Top necrosis Necrosis apical
Vv Vein De las nervaduras -
VB, VM Vein Banding (mosaic) Mosaico de las nervaduras
vC ‘Vein clearing (clorosis) Aclaracion (clorosis) de las venas
VY Vein yellowing Amarillamiento de nervaduras
VN Vein necrosis Necrosis de las nervaduras ]
Y Yellowing Amarillez -
YM Yellow mosaic Mosaico amarillo
W wilt Marchitez

Tomado de Albouy y Devergne, 2000.
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deficiencia de pigmentos (clorofila y a veces xantofila), a la
destruccion de dichos pigmentos o a la alteracion de la estructura
de los cloroplastos. Se afectan grupos de ceélulas delimitando zonas
diversamente coloreadas que recuerdan un mosaico. Dentro de esta
categoria se pueden presentar diferentes tipos de mosaico
dependiendo de la distribucion y coloracion del pigmento, como
consecuencia de desviaciones del metabolismo ligadas a la multi-
plicacion viral (Albouy y Devergne, 2000). Asi, las células deficientes
se pueden localizar en islotes irregularmente repartidos en la
superficie del limbo, los cuales presentan coloracion verde claro,
amarillo o completamente blanco por la ausencia total de pigmento.
La Figura 9 ilustra diferentes sintomas de mosaico en hojas de la
papa y en una hoja de ilame con sintoma de mosaico debido la
infeccion con el virus del mosaico del hame (YMV) (tomado de
Guzman y Fontanilla, 2000).

Expresion del sintoma de mosaico

Tomado de: [Www.redepapa.orgiiotosredvirus.nim]. A. Mosaicos PVX, pueden disminuir el rendimiento
en mas del 10%, segun la variante del virus y el cultivar de papa. Se transmite por medio de tubérculos
infectados y por contacto -no por &fidos- y usualmente causa un mosaico. (CIP, 1996 ). B. El virus Y
(PVY) provoca el mosaico rugoso de las hojas; la planta se observa raquitica y tiene una menor
produccién (Lopes, 1997 - EMBRAPA). C. Para comparacién, sintomas en hospederos de diferente
especie: un ejemplo del sintoma de mosaico se observa en la hoja de fame producido por otro
fitovirus (Virus del mosaico del name, YMV).

Encrespamiento

Es evidente hacia los margenes de las hojas, que muestran una
apariencia ondulada. En papa se presenta un ejemplo en la Figura
10 producido por el virus PVY
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Hiours 10 Sintoma de encrespamiento por PVY

Tomado de: ( NWIPIENTHEANIATO}

Moteado

Las manchas son mas pequefas y mas definidas que en el caso
del mosaico (Figura 11) y también pueden tener cambios de color,
en general palido contra oscuro. Un ejemplo tipico del sintoma de
moteado se detecta en frijol producido por el virus (Bean pod mottle
virus, (BPMV), Comovirus. También el Virus Moteado de la papa
andina (Potato andean mottle virus, (APMoV),Comovirus,.infecta
a Solanum tuberosum, produciendo lesiones amarillas locales de
parches o moteado suave o severo y alguna malformacion en las
hojas. Es sabido que este virus no se transmite por Epitrix sp.,
aunque si se ha tenido éxito en la transmision por inoculacion, por
injerto o por contacto entre plantas. No hay evidencia de transmision
por semilla.
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Figura 11. Expresion del sintoma de moteado

1. En Nicotina spp., por inoculacién de PVY (www.dpvweb.net); 2. sintoma de moteado en campo
(www.planthealth. info/soyaphid/bpmv.jpg).

Necrosis

La muerte del tejido y su proceso oxidativo permiten distinguir
cuatro tipos de manchas necroéticas segun la localizacion, ya sea
apical, sistémica, de venas o de los tubérculos. En el sintoma se
concentran las células muertas formando manchas, lineas, arcos o
anillos. Un ejemplo de este sintoma en papa producido por el PLRV
se muestra en la Figura 12.

Figura 12, Sintoma de necrosis en el tubérculo de papa
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Enrollamiente

La Figura 13 ilustra el enrollamiento severo y hacia arriba de los
foliolos que tienen como eje la vena central. Es mas severo hacia la
punta del foliolo. Es tipico sintoma producido por el PLRV,

Figura 13. Sintoma de enrollamiento en papa

La variedad Russett Burbank es muy susceptible al PLRV y muestra sintomas de necrosis interna. Foto
cortesia de Cornell University, Ithaca, NY.

Amarillamiento de venas

Se presenta amarillamiento de las venas secundarias y de células
asociadas, aunque las venas principales permanecen verdes,
amarillamiento que va abarcando todo el foliolo, contrastando con
un color mas profundo en las venas como se ilustra en la Figura 14.
El sintoma comienza en el apice de los foliolos y se extiende a todas
las hojas y ramas. La clorosis altera el funcionamiento de cloroplastos
y otros organelos celulares con la consecuente reduccion del tamaro
del tubérculo y de la produccion (sintoma producido por PYVV).
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. Sintoma de amarillamiento de venas en papa

Tomado de: APS, St Paul, US.

Las plantas emergen tardiamente y son mas pequenas que las
plantas sanas. Algunas plantas inician su crecimiento normalmente
pero éste se detiene repentinamente. Las alteraciones del
metabolismo que se producen por la multiplicacion de los virus y los
diferentes desordenes derivados suponen una disminucion en el
tamafio mas o menos apreciable de las plantas y un cierto retraso
en el desarrollo. Se pueden ver achaparradas, quedando enanas
en los casos mas severos. La Figura 15 ilustra el sintoma de
enanismo, se observa en la infeccion con el Virus «<mop-top» de la
papa (Potato mop top furovirus, PMTV)

También en papa, la Figura 16A ilustra un ejemplo de enanismo
producido por infeccion con el virus del enanismo amarillo de la
papa (Potato yellow dwarf, nucleorhabdovirus, PYDN). Este virus
causa también el sintoma de desquebrajamiento («craking») o
ruptura de la piel del tubérculo (Figura 16B).
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Figura 15 Enanismo debido a la infeccion con PMTV

Tomado de www.potato mot-top virus

Figura 184, Enanismo por infeccion con PYDN

Enanismo por infeccién con PYDN (APS, St Paul, US). B. Sintoma de «cracking» de la piel del tubérculo
(Cornell University).
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VIRUS EN PAPA

Grupos virales que infectan a la papa

El cultivo de la papa (Solanum spp.) con sus diferentes especies
y variedades (2.800 variedades, FAQO) es uno de los cultivos
comerciales mas altamente afectado por la infeccion viral, ademas
de la de otros patdgenos como bacterias y hongos. La Tabla 5,
resume los grupos virales que infectan estos cultivos.

Cepas y variantes virales

Una cepa viral se podria definir como aquella en la cual los
individuos y clones que la conforman presentan las mismas
caracteristicas bioldgicas (expresion de sintomas), bioquimicas, de
transmision y de rango de hospedero. En tanto que las variantes
virales se derivan de las cepas y se podrian definir como aquellos
individuos o clones que mantienen algunas caracteristicas
bioquimicas y bioldgicas de las cepas, pero no todas. Las
estrategias moleculares de secuenciamiento de genes y la
indexacion biolégica, entre otras, permiten evaluar la presencia de
variantes virales dentro de un grupo o especie viral, partiendo de
una misma muestra o aislado de la plariia (Gibson, 1977).

Casi todos los grupos y especies virales tienen una gama de
razas o variantes, que se pueden manifestar sintomaticamente
dentro de un rango, desde muy suaves hasta muy severas.

48



Monica Guzmdn Barney, Ph.D.

2. Virus que afectan al cultivo de papa

Tomado de Salazar, 1998

Grupo viral Sigla Forma de tranmisién
Tobravirus | TRV Nematodo
Tobamovirus TMV, PMTV Mecanica, hongo
Furovirus PMTV Hongo
| Potexvirus i PVX, PAM; V Mecénica
Pm‘_v-x_ffrus PVY, PVA : Afidos
Capollovirus PVT 1 Mecanica, semillas
Carlavirus PVS, PVM | Mecanica, afidos
| Luteovirus / Polerovirus | PLRV, BYDV, PLRV Afidos i
| Cucumovirus CMV " Afidos
Tymovirus _ | APLV Escarabajos
| Comovirus apmMv Mecanica, Escarabajos
| Nepovirus PBRV, TRSV, ToBRV | Nematodos
llarvirus TSV | Thrips )
Necrovirus ) TNV - Hongos
| Geminivirus | BCTV 0 SALCV Saltahojas
| Rhabdovirus PYDV | Saltahojas
Bunyavirus ToSWV Thrips
Alfamovirus ' AIMV Afidos

El virus de la papa sana o PVX, sirve para ilustrar el hecho de
que algunas especies tienen poco efecto, cuando se encuentran
solos, en la expresion sintomatica y en el rendimiento de la planta
huésped, pero en asociacién con otros virus pueden incrementar
significativamente las pérdidas en el cultivo. Por ejemplo, los
sintomas mas severos resultan de la combinacion de PVX y PVY,
condicion denominada «streak» (Salazar, 1995).

Para el PVY, se han determinado diferentes cepas, como PVY'y
la PVYNTN, de las cuales la ultima es mas severa y causa necrosis.
También en plantas ornamentales, como las petunias, se ha
detectado la cepa PVYNTN por medio de anticuerpos, la que se
expresa con necrosis severa en diferentes érganos (Boonham et
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al., 2004). La secuencia del gen que codifica la proteina de la
capside del virus encontrado en petunia se comparo con cepas de
PVY y se determind una alta similitud con la cepa PVYNTN, con un
punto de recombinacion en la proteina de la capside comun a otros
aislados del mismo virus.

Esto significa que, dentro de una misma planta hospedera,
pueden cohabitar variantes virales que mantienen poblaciones
mayoritarias y minoritarias, dependiendo de condiciones medio
ambientales, del tipo de huésped, del tipo de cepa viral y de la
eficiencia de transmision viral por el vector. Hay evidencias que de-
muestran tanto la presencia de mutaciones de tipo puntual (en el
acido nucleico, cambio de una base por otra), o eventos de
recombinacion del material genético entre dos variantes, que pue-
den generar otras variantes con genomas mas largos, mas cortos o
con deficiencias de genes. De otra parte, algunos hospederos
virales, como también algunos vectores de virus, pueden servir de
filtros para determinadas variantes virales y de esta manera se puede
alterar la dispersion de una poblacion viral dada. Cada vez son mas
contundentes las demostraciones de la coexistencia dentro de una
misma planta de diferentes grupos virales y de diferentes
poblaciones dentro de un mismo grupo viral. La seleccion de
guasiespecies y el mantenimiento de una poblacion mayoritaria
dentro de un hospedero son las causales, entre otras determinantes
ambientales, de la intensidad de los sintomas expresados por una
planta. Este mecanismo de recombinacion genética es importante
para la evolucion de muchas especies de virus.

Las interacciones entre especies virales, los eventos de
recombinacion, mutacion y otros en la generacion de nuevas
variantes virales se ilustra en los trabajos de Lozano et al., (2003) ;
Ramos et al.. (2003) Moriones et al., (2001) ) Colavita et al., ( 2007).

Al parecer, la condicion de quasiespecies en la que se encuentran
las poblaciones de todos los grupos virales y que permiten recambios
poblacionales dependientes de factores selectivos complejos
presenta una gran importancia evolutiva. Para el conocimiento actual
es casi impensable que exista una planta de campo infectada por
un solo virus y una sola variante viral. De alli, el trabajo complejo de
diagnostico e identificacion viral a partir de cultivos comerciales.
Es importante mencionar en este aspecto que existen reportados
hasta el momento mas de 300 especies de fitovirus.
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Sobre algunes virus

Virus Y de la papa (Potate virus Y, Potyvirus, PVY)

Pertenece ala familia Potyviridae género Potyvirus que contiene
cerca de 180 miembros (especies) que causan perdidas
significativas en un amplio rango de cultivos. El PVY también se
conoce con el nombre comun de Potato feafdrop streak (perdida de
hojas estriadas) y puede afectar a muchas especies vegetales. EIPVY
es endémico en todas las areas donde se cultiva papa y puede infectar
hasta 200 especies vegetales diferentes referencias. Se disemina por
afidos, que lo transmite de una manera no persistente, siendo Myzus
persicae el vector principal. Se puede transmitir también por injerto e
inoculacion de savia. El afido Aphis glycines (Matsumura) que ataca al
cultivo de soya se ha determinado recientemente como un nuevo vector
en la transmision del PVY (Davis et al., 2003). Desde su descubrimiento
en Norte América en el ano 2000, el afido Aphis glycines se ha
dispersado por 20 estados. Los afidos que atacan la soya son
normalmente vectores de otros virus como el Virus del mosaico de la
alfalfa (Alfalfa mosaic virus, alfamovirus AMV), ) el Virus del mosaico
de la soya (Soybean mosaic virus, (SMV), Potyvirus, y el Virus del
bandeo en mosaico de venas del tabaco (Tobacco vein-banding
mosaic virus , (TVBMV), Potyvirus que es una variante presunta del
PVY. Este afido esta muy relacionado con Aphis gossypii (Glover) y
Aphis nasturtii (Kaltenbach), que son vectores eficientes de PVY.

La Figura 17 muestra el seguimiento de vectores del PVY en
Norte América. Como se observa, los incrementos fueron notorios
para los afios 1998 y 1999. Para algunos paises y regiones se ha
demostrado que la dispersién del PVY es ciclica, con picos a
intervalos de 9 a 10 afos. En Colombia, el implementar monitoreos
de este tipo sobre la dispersion o concentracion de los vectores en
una época determinada del afo, permitiria tener una mejor estrategia
de control del vector en los cultivos de papa. Sin embargo, al parecer
los insecticidas no son efectivos contra el vector y por consiguiente
contra el PVY, debido a que la transmisién ocurre antes de que el
insecticida pueda actuar contra el vector (Bradley et al., 1966;
Vanderveken, 1977).
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- 17 A Seguimiento de vectores de PVY diferentes a Myzus persicae. B. Seguimiento del vector
de PVY Myzus persicae en Norte América (afido verde del durazno)

Tomado de ipmworld.umn.edu

Sintomas

El PVY causa sintomas de mosaico, medios a severos, en
variedades susceptibles, acompafado por caida de las hojas bajas.
Se puede observar también moteado suave. Los sintomas varian
dependiendo de la cepa y de la variedad de la papa; pérdidas
severas, hasta de 100%, se han reportado por infeccion con este
patégeno. Hay al menos tres cepas de PVY (PVYn, PVYcy PVYo).
La cepa mas comun (PVYo) esta presente en todas las regiones
cultivadoras de papa. Los sintomas de necrosis con reduccion fuerte
de la produccidn son causadas por cepas severas de PVY (PVYn).
Esta cepa se ha detectado en Europa incluyendo Rusia, partes de
Africa y Sur América; la cepa PVYc esta presente en Australia, India
y algunas partes del Reino Unido y el continente Europeo. Los
sintomas mas severos resultan de la combinacion de PVX y PVY.
Es importante el uso de planta certificada para disminuir la
dispersion viral. Para el control de PVY es importante usar
variedades resistentes o cultivares resistentes o tolerantes. El virus
infecta especialmente a Solanum tuberosum (Beemster y
Rozendaal, 1972).
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A continuacion, la Figura 18 ilustra diferentes sintomas
expresados por la planta infectada con PVY.

Difumﬂessiﬂnrnaswasadosporlaplantacmwv

A. Mosaico expresado por la infeccién con PVY (www.gnb.ca/0029/ omuoss-usp).s.sm:mmde
encrespamiento de hojas debido al PVY (PVY Data Base). C. Tubérculos aitamente sintométicos, con
necrosis en anillo por infeccion con PVYn (Kerlan, INRA, Le Rheu). D. Enanismo por infeccién con PVY
(WWMLEM&MMHM&TAWWMM
e.ppa ell.edu/PhotoPages Ises!/ ,,M_lmn) F. Debilitamiento
ymdadehqasnhckhporlacepaPVYo

mwmmmgummmmmummmm
tado por la cepa (N) del PVY (foto Universidad de Cornell). I. Lesiones de color negro por

en plantas indicadoras (izquierda) versus el control no infectado (derecha) (SPIRED, INRA). J. Necrosis de
las venas en el envés de la hoja (SPIRED, INRA).



http://www.dpvweb.netldpvfigsld242f01.jpg.

= MANUAL DE PROTOCOLOS PARA LA DETEGCION DE ALGUNOS VIRUS QUE INFECTAN LA PAPA

Las particulas virales

Los viriones de PVY son filamentosos, flexuosos y miden 684
nm de largo por 11 nm de ancho (Figura 19). Los viriones contienen
una molécula de RNA lineal de sentido positivo, cuya longitud total
es de 10.400 nt. El genoma de RNA es monopartita y esta
encapsidado por una sola proteina de 30-47 kDa que conforma,
con aproximadamente 2000 unidades, la proteina de capside viral
(CP). El genoma de PVY fue secuenciado completamente a partir
de una cepa PVY (N) que causa necrosis, amarilamiento, caida de
hojas y muerte prematura. Las cepas mas severas pueden causar
hasta un 100% de pérdidas en la produccién (Beemster y Bokx,
1987; Brunt et al., 1996; Robaglia et al., 1989). En el extremo 5" del
RNA gendmico est4 la proteina VPg, mientras en el extremo 3" se
encuentra una cola poly A, la cual no es esencial para la infectividad
(Makkouk y Gumpf, 1974; Hinostroza-Orihuela, 1975).

Figura 19. Microfotografia electronica del Virion de PVY a partir de extractos purificados

Tomado de: www.ncbi.nim.nih.gov/.../Images/em poty2.jpg.

El RNA gendmico codifica ademas para una poliproteina que es
posteriormente procesada por tres proteasas codificadas por el
mismo virus, obteniendo a la final 10 proteinas con funciones
multiples. Una de estas proteinas es la proteinasa del componente
ayudador (HC-helpern), la cual esta involucrada en varias funciones
como la supresion del silenciamiento del RNA, la replicacion del
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genoma, el movimiento célula a célula y la transmision viral por el
afido vector.

Recientes estudios de las secuencias genéticas de varios
aislamientos de PVYNTN indican que son derivados de
recombinacién entre PVYN y PVYO (PVYN:O). Colavita et al., 2007.
También se ha observado que periodos prolongados de
propagacién de plantas transgénicas resulta en aparicion
espontanea de variants variants (Dolja,et al., 1993).

En la Figura 20 se pueden observar los patrones de RNA de
doble banda (dsRNA) de PVY que se obtienen por migracion en
gel de poliacrilamida.

77 Patrones de RNA en PVY
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Tomado de: www.ncbi.nim.nih.gov/.../ Images /em_poty2.jpg.

Virus A de la papa (Potato A virus, (PVA),Potyvirus).

Pertenece a la familia Potyviridae, género Potyvirus, reuniendo
caracteristicas similares a las mencionadas anteriormente para el
PVY en cuanto a composicion de genoma y a las proteinas.
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Sintomas

Las variedades mas comunes del virus Ade la papa (PVA) causan
sintomas de mosaico suave, sin la caida de las hojas. El virus se
transmite por &fidos alados de manera no persistente.

Viriones

Los viriones estan cubiertos por proteina de capside pero sin
envoltura. La nucleocapside es filamentosa, usualmente flexuosa y
segun Varma et al. (1968) posee 730 nm de longitud por 11 nm de
didmetro. En los viriones PVA se confirmé la presencia de la proteina
VPg de aproximately 25 kDa, unida a la regiéon 5’terminal del
genoma, (Oruetxebarria et al., 2001).

Los viriones se encuentran en la epidermis, en el citoplasmay en
vacuolas de la célula. Se encuentran inclusiones en el nticleo (como
cristales) y en forma de aspas en el citoplasma (Kitajima et al., 1968;
Christie y Edwardson, 1977).

Virus X de la papa (Potato virus X (PVX),
Potexvirus)

Este virus, perteneciente al género Potexvirus, es conocido como
Virus latente de la papa o virus del mosaico medio de la papa; fue
reportado por primera vez en Solanum tuberosum en el Reino Unido
(Smith, 1931).

Viriones

Los viriones permanecen sin envoltura; la nucleocapside es
filamentosa, usualmente flexuosa y presenta una longitud de 515
nm por 13 nm en diametro (Brandes, 1964). Los viriones contienen
una molécula lineal de RNA de cadena sencilla y sentido positivo.
La capside viral esta conformada por una proteina de 30 kDa (Shaw
y Larson, 1962; Shaw et al., 1962; Miki y Knight, 1968).

Los viriones se encuentran en el mesdfilo y menos frecuentemente
en la epidermis, y en citoplasma (Figura 21).

Inclusiones virales

Las inclusiones estan principalmente cercanas al nucleo de las
células infectadas (Figura 22) y presentan una morfologia irregular
(Kozar and Sheludko, 1969).
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Figura 21. Viriones de PVX

Tomado de ICTV: Virus Descriptions Shadowcast virus particles. showfig.

Figura 22. Inclusiones de PVX en tabaco

Tomado de Cuillen y Gooch,

Sintomas

En Solanum tuberosumos sintomas varian: algunas cepas son
asintomaticas y otras inducen estrias necréticas; en algunos
hospederos se reporta también un moteado medio, distorsion de
hojas y enanismo. Los sintomas se observan como venas clordticas,
disminucién de tamarfio de las hojas, mosaico en las hojas y lesiones
necroticas en el tubérculo. Los sintomas producen reduccion de la
calidad del tubérculo, lo cual impide que se usen para propagacion.
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Algunos estudios sugieren una nueva estrategia para el
movimiento célula a célula del PVX que involucra transporte de los
viriones filamentosos a traves del plasmodesmo. Utilizando mutantes
virales deficientes en CP y proteinas del complejo TGB, Santa Cruz
et al. (1998) encontraron que el incremento en el tamafo del
plasmodesmo era dependiente de una o mas de las proteinas TGB
pero independiente de la CP.

La transmision de PVX se realiza sin involucrar un vector: se
transmite mecanicamente por inoculacion o por contacto entre
plantas; no se transmite a través de semilla ni de polen. Se ha
detectado en todas las regiones del mundo cultivadoras de papa.

La disminucion en rendimiento de la produccién depende de la
especie del huésped, de la cepa viral y de las condiciones
ambientales, con pérdidas entre 10% y 50%. La repercusion en la
produccion se agudiza cuando estan juntos PVY, PVXy PVA (Brunt
etal., 1996; Beemster y Bokx, 1987; Huisman et al., 1988); para el
control de este virus se han obtenido variedades resistentes y
tolerantes. La Figura 23 ilustra diferentes sintomas producidos por
el PVX.

2 ... Diferentes sinfomas producidos por el PVX

i B

A. Mosaico producido por ei PVX (CIP, 1996; WWwW.redepapa.orgiotosreaviriag.htm). B. Sintoma de
mosaico y aclaracién (molcho.org.il/ images/pvx.jpg). C. Alternancia verde clara y oscura en la hoja
de papa. D. Reaccion necrotica localizada en forma de arabezcos en una hoja de tabaco infectada por
PVX (SPIRE D, INRA).
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Virus S de la papa (Potato S virus (PVS),
Carlavirus).

El PVS, perteneciente al género Carlavirus, se ha encontrado
en todas las regiones donde se cultiva papa. Aunque causa pocos
0 ningun sintoma, puede llegar a causar pérdida de tubérculos hasta
en un 20% (tubérculos pequenos). Es considerado, junto con el PVX,
un virus latente. Se transmite por Myzus persicae y Aphis nasturtii
de forma no persistente y por inoculacién mecanica. Las particulas
son filamentosas con un poco de curvatura, de 650 nm de largoy 12
nm de ancho. El genoma es RNA monopartita y lineal de 7,5 kpb. El
genoma del PVS se ha secuenciado parcialmente (Brunt et al.,
1996; Mackenzie et al., 1989).

Dos tipos de cepas de virus S se pueden distinguir: (1) PVS(o) u
ordinaria, muy distribuida en Europa (Alemania y Europa Centra) y
(2) la cepa andina PVSA, que produce sinfomas mas severos y es
de riesgo cuarentenario.

Elvirus S generalmente causa sintomas suaves y latentes. Aunque
depende de la cepa, puede producir aclaramiento del follaje,
depresion de venas en el dpice de la hoja (rugoso al tacto, Figura
24) y reduccion del tamano del limbo de la hoja. En hospederos

Figura 24, Sintoma producido por la infeccion con PVS

pomme de tertre frangais).
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muy sensibles, las hojas toman una coloracion bronce, se pueden
observar puntos necroticos y plantas pequenas. El control consiste
en el uso de semilla sana: hoy se pueden encontrar semillas libres
de este virus y hay variedades moderadamente resistentes a PVS.
Cebadores para la deteccion por RT-PCR de Carlavirus los informa
Xianzhouand Yanju , 2008.

Virus del enrcllamiento de la hoja (Potato leafroll
virus (PLRVY), Luteovirus)

El PLRV es un miembro del género Luteovirus, aunque hay
informes que lo clasifican dentro de los Polerovirus, pero aun no
hay una definicion al respecto. Los viriones tienen entre 25 a 30 mn
de diametro, de forma hexagonal y de simetria icosahédrica. El
genoma es RNA monopartita de 6 kb, de cadena sencilla y de sentido
positivo, es decir, actia como RNA mensajero. Esta encapsidado
por una sola proteina mayor de 23 kDa y una menor de 5 kDa.(P5).
El PRLV se localiza en el floema de la planta. En la Figura 25 se
pueden observar las inclusiones citoplasmaticas producidas por
este virus.

Inclusiones citoplasmaticas de PLRV

Tomado de: plantpath.ifas.ufl.edu/.../ potato/Luteo2.jpg.

La transmision se realiza por afidos de forma persistente, siendo
Myzus persicae quien transmite el PLRV en papa. La especificidad
de la transmision viral es el resultado de una interaccion entre la
proteina del virion y el tracto alimentario del afido.

En los cultivos, la perdida ocasionada por PLRV oscila entre 10%
y 95% (en las variedades mas susceptibles). Las pérdidas también
se dan por la aparicion de necrosis en areas del tubérculo (BarKer,
1992; Bahner et al., 1990)
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Los sintomas causados por este virus incluyen amarillamiento,
encurvamiento, enrollamiento y opacamiento de las hojas (Figura
26). La mayoria de Luteovirus causan perdidas importantes en

Sintomas y vectores del PLRV

A

e 9%
. ‘ 23‘ :';'--_'..

Green peach aphid

A. Imagenes del afido verde del durazno apterae Myzus persicae. B. Follaje afectado por PLVR. C. La
variedad Russett Burbank es susceptible a PLRV (Cortesia de T.A. Zitter, Universidad de Cornell). D.
Follaje afectado por PVY - mosaico. E. Tubérculos con necrosis, una condicion causada en algunos
cultivares (University of California, Statewide IPM Project web site). F. Variedad Russett Burbank
afectada con PLRV. G, H, |, J, K y L. Sintomas de PLVR en papa (Fotografias tomadas de www.

... images/bda04s07-p26.jpg (G y H), EWWIMEXl.maine.edu (I y J), CIP (K y L)). M y N. Sintomas de
necrosis en tubérculo por PLRV (Tomado de Universidad de Cornell y www.uidaho.edu/ag/plantdisease/
Iret1.gif respectivamente).

61



http://www.umext

~ MANUAL DE PROTOCOLOS PARA LA DETECCION DE ALGUNOS VIRUS QUE INFECTAN LA PAPA

diferentes cultivos. Las malezas también son reservorias de estos
virus. Los sintomas pueden ser diferentes dependiendo de la planta
hospedera. Cuando PLRV y PVX estan juntos, los sintomas se
vuelven mas conspicuos, al igual que las pérdidas.

Los sintomas de las infecciones primarias son menos dramaticos
que aquellos de infecciones secundarias. Este tipo de infeccién con
PLRYV ocurre cuando un tubérculo semilla infectado se siembra. Las
hojas inferiores se afectan severamente (enrollandose) y la planta
sufre enanismo y presenta apariencia clorética.

Las infecciones mixtas de PVY y PLRV tienen el potencial de
reducer la produccién mas del 80% mientras que los virus suaves
como PVS, M y PVX pueden causar perdidas del 30% ( Baker,
1992; Bahner et al., 1990, Khurana 2000)

Control

Para el control de este virus se requiere la erradicacion de las
plantas afectadas, utilizacion de aficidas adecuados y semilla
certificada. Pocos hospederos son resistentes al PLRV. La Tabla 6
presenta una comparacion en resumen entre los virus PLRV y PVY.

Virus «Mot-Top» de la papa (Potato mop-top virus,
(PMTV), Furovirus)

El PMTYV, perteneciente al género Furovirus, o Pomovirus segun
Sakenjov (1999) www2.vbsg.slu.se/rap04/prog2/

able 4. Garacteristicas de los virus PLRV y PVY

PLRV S PVY
Restringido al floema 7 i Epidermis
Persistente - circulatorio No pcrsis{éﬁe
Ad-cil’iri’sicic"')ﬁ en minutos Adquisic{i;)ﬁ en segundos
| Periodod latente 24 h. Sin latencia
Transmisién en minutos u horas Transmisién en segundos
Transmision a varias especie-s—— Transmision a algunas plantas
Vectores afidos colonizadores (pocas Vectores afidos no colonizadores (muchas
especies) especies)

Tomado de: University of California, Statewide IPM Project web site
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EugeneS_pomovirus.html) causa una enfermedad econémicamente
importante en la papa (Jones et al., 1982), , con reduccion en la
produccion y calidad del producto en algunos cultivares (Calvert,
1968; Ryden et al., 1989). Pérdidas importantes se han reportado
en Escandinavia y otros paises Europeos. El primer informe en
Solanum tuberosum fue de Calvert y Harrison (1966) en Irlanda del
Norte, posteriormente fue reportado en el Reino Unido (Jones et
al., 1982; Kurpa, 1989), y en Estados Unidos (1982) luego en
Canada (desde 1990) También se ha encontrado en Asia (China,
Taiwan, Japén y Pakistan) y en Suramérica (Bolivia, Chile, Peru).
Este virus tiende a dispersarse en regiones con climas frios
(Canadian Food Inspection Agency, 2002).

Sintomas

En la papa el virus puede causar un amplio rango de sintomas,
incluyendo enanismo de raices, marcas palidas a verdosas en
parche y en forma de V en las hojas jovenes, amarillamiento de
brotes, moteado y anillos. EI PMTV ataca los tubérculos causando
decoloracion y anillos dentro de la papa, ruptura de tubérculo y
manchas necroticas internas, arcos y anillos dentro del tubéculo.

Los sintomas son diferentes cuando los cultivares susceptibles
crecen en clima frio y en condiciones de humedad que favorecen su
dispersion. Infecciones latentes (asintomaticas) también se han
reportado (Jones, 1981; Sandgren et al., 2002). Existen anticuerpos
que permiten su deteccion por técnicas serolégicas como ELISA.

Los sintomas se pueden confundir con los de otros virus (por
ejemplo, AMV, Virus del anillo negro del tomate (Tomato black ring
virus, (TBRV), Nepovirus, , y del Virus del rayado del tomate
(Tobacco rattle virus, (TRV),Tobravirus,. Smith et al., (1988)
sugieren que el virus puede estar presente y expresarse en cualquier
region donde se cultive papa o donde se informa la presencia del
hongo vector.

Virién
El genoma del virion del PMTV es tripartita y se encuentra
encapsidado por una proteina de 18 a 20 KDa. Los viriones tienen

forma de rodillo sin envoltura (usualmente rigidos) con una longitud
de 100-150 nm 0 250-300 nm por 18-20 nm de diametro. Se observa
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un canal axial evidente; Los viriones, que se localizan en las hojas,
estan en el citoplasma celular, formando inclusiones citoplasmaticas.
En la Figura 27 se ilustra la deteccion de |la particula viral del PMPV
por medio de anticuerpos.

Particula de PMTV

Sy Mﬁ’o .00 s %8 o ¥

Tomado de Arif et al., 1998

La organizacion del genoma tripartita de RNA de cadena sencilla
lineal de un aislado sueco de Potato mop top virus (PMTV-Sw) se
presenta en el esquema de la Figura 28.

. Esquema del genoma tripartita del PMTV
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Tomado de Savenkov ef al., 1999, vir.sgmjournals.org/cgi/content/full/84/4/1001
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La Figura 29 presenta diferentes imagenes de los sintomas en
hojas de plantas infectadas por el PMTV.
Sintomas de infeccion con PMTV en hojas

% &

A > N N,

Tomado de: www2.vbsg.slu.se/rap04/prog2/EugeneS_pomovirus.html - 10k

Generalmente, la expresion de la enfermedad es mas obvia en
cortes del tubérculo que en el tubérculo completo (Figura 30)

1. Sintoma de aclaracion y necrosis en tubérculos infectados por el PMTV

Foto de Bengt Eriksson, [TWW.PMTVITED
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El PMTV se transmite por el suelo a través de zoosporas del
hongo Spongospora subterranea, que a la vez es un patdgeno de
la papa. El virus infecta tubérculos de especies sensibles como
Solanum tuberosum, desarrollando arcos y circulos necréticos. Las
esporas de S. subterraneay el PMTV pueden permanecer infectivas
en el suelo durante 10 aios. Hasta el momento no se ha demostrado
la transmision de PMTV por afidos. El virus no se disemina a todos
los tuberculos de la planta por lo que su estabilidad se mantiene por
el vector (Figura 31).

Figura 31, Enanismo causado por el virus PMTV

Incidencia

Entre el 30% y 70% de los tubérculos pueden ser infectados
(Calvert, 1970). Plantas con infeccion aguda por PMTV reducen su
produccion en un 26% - 37% (Jones y Harrison, 1972; Kurppa, 1989;
Ryden et al., 1989).

Virus del Amarillamiento de venas de la hoja
(Potato yellow vein virus, (PYVV), Crinivirus)

ElI PYVV pertenece a la familia Closteroviridae que agrupa a los
virus mas largos que infectan a las plantas. Se reporta como
perteneciente al género Crinivirus (Salazar et al., 1998). La
enfermedad del amarillamiento de las venas de la hoja de la papa
fue informado por primera vez entre 1939 y 1943 en Ecuador y
Colombia (Alba, 1950; Smith, 1972), llegando a ser importante
desde 1980, cuando redujo significativamente la produccién de papa
en Colombia (Tamayo y Navarro, 1984).
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Distribucion geografica

El virus se encuentra en paises productores de papa de la region
andina como Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia, Venezuela (Figura
32). También, Smith (1972) lo reporté en invernadero en Inglaterra.

Figurs 07 Distribucion geografica de la incidencia de PYWV
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Tomado de: www.eppo.org/.../ PYVV00_map700.gif.

Incidencia

La enfermedad puede causar una disminucion de la produccion
del 50%. Es un virus cuarentenario en los paises andinos. En
Colombia se observd inicialmente en Antioquia en 1943, y
rapidamente alcanzé una alta incidencia en cultivos, reduciendo los
rendimientos severamente. Las plantas afectadas producen pocos
tubérculos (Salazar et al., 2000). La Figura 33 ilustra un campo
infectado por el virus.

“ v 00 Cultivo infectado por el PYWV

Tomado de Salazar et al., 2000

67



= MANUAL DE PROTOGOLOS PARA LA DETECCION DE ALGUNOS VIRUS QUE INFECTAN LA PAPA

Pérdidas

El PYVV es una enfermedad considerada como una amenaza
para la produccién de papa en Suramérica. Evaluaciones realizadas
en cultivos de papa revelan que la enfermedad se encuentra
localizada con rangos de incidencia que varian entre 5 y 60% en
Colombia, 3 a 10% en Venezuela y 5 a 50% en Pert (Mller y Salazar,
1998) y ocasiona reducciones del rendimiento superiores al 50%
de la produccion (Saldarriaga, 1988).

Transmisidn

El virus es transmitido a través del tubérculo semilla infectado y
por la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum (Tamayo y Navarro,
1984), la cual transmite el virus de manera semipersistente. Los
virus son retenidos en el insecto por lo menos dos dias: en hembras
se ha reportado un periodo de 8 a 12 dias y en machos de 4 a 7
dias. No existen evidencias de multiplicacion del virus en moscas
blancas (Salazar et al., 1998).

Virién

El virion se localiza en el floema de la planta (Figura 34). Esta
conformado por un genoma tripartita de sentido positivo (Lieveratos
et al., 2004) con RNA defectusoso asociados (Eliasco, et al., 2006)
y se encuentra encapsidado por dos tipos de proteina de capside
(CP): la mayoritaria con 77,5 kDa y una CP minoritaria (Coutts, 2003;

Livieratos et al., 2004). Los viriones son filamentos flexuosos de
simetria helicoidal.

Figura 34, Viriones purificados de PYWV

Tomado de: Salazar et al., 2000.
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El andlisis electroforético del RNA revela productos de doble
banda (dsRNA) en el tejido enfermo, que se detectan con 5 especies
de RNA denominadas RNA 1, RNA 2, RNA 3, Xy Y de tamafos de
9.000, 6.100, 4.300, 2.200 y 1.800 pb respectivamente (Salazar et
al., 2000), como se ilustra en la Figura 35.

Los analisis de Northern blot demostraron que el RNA 1 contine
el mddulo de replicacion mientras que los RNA 2 y 3 contienen los
genes marcadores de los Closteroviridae (HSP, CP, CPd). La
secuencia completa de los RNA 1, 2y 3 se encuentran en el GenBank
AJ557128 (RNA 1), AJ557129 (RNA 2) y AJ508757 (RNA 3)
(Lieveratus et al., 2004).

Figura 25 RNA genomico y especies de dsRNA en PYWV.
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Las comparaciones filogenéticas demuestran una alta homologia
del PYVV con especies del género Crinivirus aunque es mas
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cercano al virus amarillo del pepino, Cucumber yellows virus, (CMV),
Crinivirus, que utiliza el mismo vector (Lieveratus et al., 2004;
Hartono et al., 2003).

Inclusiones citoplasmaticas

Los viriones causan degeneracion de cloroplastos y mitocondrias
y obstaculizan los haces vasculares, alterando el metabolismo y
respiracion de la planta. En cortes de tejido de plantas con PYVV
se observan inclusiones de particulas virales en el floema y células
asociadas al parénqguima, como también degradacion de
cloroplastos en muestras infectadas (Salazar et al., 1998).

Sintomas

Los primeros sintomas se evidencian solo en las nervaduras de
las hojas, las cuales adquieren el color amarillo brillante para
posteriormente generalizarse a toda la lamina foliar. El amarillamiento
de venas aparece de 10 a 15 dias después de la inoculacion con
Trialeurodes vaporariorum. Las venas secundarias se afectany las
hojas se vuelven amarillas (Hooker, 1980; Salazar et al., 1998;
Salazar, 2000). En condiciones ambientales apropiadas, la planta
entera se torna de color amarillo brillante; no obstante, las plantas
infectadas no siempre producen sintomas visibles (Jeffries, 1998).
Adicionalmente, los tubérculos pueden sufrir deformaciones.

Este virus esta diseminado en casi todas las zonas cultivadoras
de papa del norte de Peru. Su diseminacion a otras regiones del
pais (Centro y Sur) pondria en riesgo la produccidn sostenible del
cultivo (CIP, SENASA). En Colombia, se supone como centro de
origen el departamento de Narino y se ha diseminado a Antioquia,
Cundinamarca, Boyaca . Las variedades mas susceptibles a ser
infectadas con PYVV son Diacol Capiro, ICA Guantiva, ICA Puracé,
ICA Monserrate; y en estudios recientes (Arciniegas, et al., 2004)
se determind una alta susceptibilidad de Solanum phureja (Clon1).
Las malezas tipo Polygonum mepalense, Polygonum spp. y otras,
son reservorios potenciales del virus (Salazar et al., 2000). La Figura
36 presenta imagenes del sintoma de amarillamiento de venas de
la hoja causados por la infeccién con el PYVV.
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° Sintomas de amarillamiento de venas de la hoja causados por la infeccién con el PYWV,

A. Fotografia de CIP, Peru. B y C. Fotografias de APS, St Paul, US. D. Fotografia de Fedepapa,
Colombia

Pérdidas econémicas por fitovirus y estrategias de
control

La importancia de los dafios ocasionados por los fitovirus en los
cultivos comerciales, consecuencia directa de la expresion de los
sintomas asociados a la infeccion por patégenos, particularmente
para el caso de virus, ha dado lugar a estimaciones a veces
contradictorias. Las cifras que se manejan en diferentes cultivos
consideran pérdidas del 30% en promedio, aunque para cultivos y
virus especificos, las pérdidas pueden variar de un 54% a un 80%.
Por lo general, los agricultores prestan poca importancia a los
efectos de la virosis, puesto que los cultivos pueden mantenerse
«productivos» aun con una reduccion relativa, si se comparan los
estragos de tipo mas generalizados producidos por las infecciones
bacterianas o por hongos. Muchas veces se puede confundir la
enfermedad viral con clorosis debidas a deficiencias de nutrientes
o micronutrientes. Estas patologias (bacterias y hongos) se
manifiestan en el cultivo de manera horizontal, es decir,
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repercutiendo sobre todo el area del cultivo afectado (contacto entre
una plantay otra, via suelo, lluvia o vector) y, por lo tanto, el control
debe ser preventivo, aplicando compuestos especificos
(bactericidas y fungicidas) para cada tipo de patogenoy en la esta-
cion climatica pertinente.

Sin embargo, la infeccion viral se considera de tipo vertical, es
decir, que depende de la transmision vegetativa o por semilla, del
adecuado control del vector con insecticidas (en los tiempos
adecuados y con productos adecuados) y de la utilizacion de
variedades hospederas de la planta que sean resistentes y/o tole-
rantes. Al no tener en cuenta todas estas variables, se incrementa
la posibilidad de dispersion de los virus, con la posible asociacién
entre diferentes grupos virales en una misma planta, lo que conlleva
la expresion de sintomas mas severos, el incremento de infecciones
secundarias y la consecuente reduccion en los rendimientos de
produccidn. Si las condiciones ambientales son favorables, el
hosperdero es susceptible y el vector natural es muy eficiente para
la transmision de los virus, se puede favorecer la expresion de cepas
severas en detrimento de la produccion, afectandola hasta en
un100% para casos especiificos.

En Colombia no existen todavia estudios completos y
concluyentes sobre la dimension de la incidencia viral (diferentes
tipos de virus) en los cultivos de papa y de las repercusiones
econodmicas de los mismos. Algunos estimativos se han presenta-
do para el PYVV: Salazar et al. (1998) sugieren una reduccion de la
produccion de hasta 80% debida a la infeccién con este virus.

En Colombia el estudio de las colecciones y bancos de
germoplasma de papa del pais y la propuesta de semilla certificada
y de plantas susceptibles y potencialmente resistentes (o tolerantes)
se ha iniciado con el apoyo de la cadena de competitividad de la
papa. Porlo menos, para el caso del PYVV se ha iniciado un trabajo
para la estimacion en Solanum phureja (Arciniegas, 2003;
Arciniegas et al., 2002). Hace falta poner a prueba en campo algunas
de las accesiones seleccionadas para establecer la capacidad de
resistencia de las mismas en condiciones naturales. Para otras
especies de Solanum spp. y para otros virus se hacen esfuerzos
en este sentido, analizando genotipos y sus potencialidades en
campo con trabajos orientados por relevantes investigadores del
cultivo de papa.
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Las manifestaciones de la infeccién viral tienen efectos
desvalorizantes de la produccion, tanto cualitativa como
cuantitativamente. En papa se pueden observar casos de alteracion
del tubérculo en tamano, forma y calidad general del mismo, debidos
a la infeccion por diferentes virus. En consecuencia, el perjucio oca-
sionado por la virosis es real pero en ciertas circunstancias es
dificilmente valorable debido a discrecion de algunos sintomas, su
caprichosa exteriorizacion y a los muchos casos de latencia viral.

Para luchar contra la virosis de las plantas no se dispone de una
sola herramienta. De una parte, no existen sustancias quimicas para
combatir los virus y por lo tanto debe manejarse una politica integrada
del manejo del cultivo. No solamente se debe controlar la calidad
de la semilla, que debe ser certificada, sino ademas se debe con-
siderar el control adecuado de los insectos, en las épocas de mayor
incidencia y dispersién de los mismos. De otra parte, una buena
supervision del cultivo permitira también erradicar y quemar las
plantas que expresen sintomas tempranamente, disminuyendo asi
los focos de infeccién. Se ha determinado que muchas malezas
que se mantienen dentro de los cultivos son reservorios de virus,
por lo que una supervision y erradicacion de las mismas es
importante.

Una alternativa realmente adecuada seria contar con plantas
resistentes a uno de los virus o varios de ellos y a otros patégenos.
Sin embargo, esto requiere de un trabajo lento y dispendioso por
parte de los fitomejoradores, por lo que un trabajo interdisciplinario,
con el apoyo decidido de los agricultores, redundaria en la obten-
cion de resultados mas rapidos y efectivos.

De otra parte, diferentes consorcios multinacionales han obtenido
plantas transgénicas resistentes a diferentes patdgenos o vectores,
incluida la papa, con procedimientos biotecnolégicos como la
transferencia de genes virales (de la proteina de la capside viral o
de la replicasa viral u otros), variedades que se han ido valorando
en campo en diferentes paises y diferentes condiciones geogréficas.
Sin embargo, discusiones politicas y/o sociales sobre la
conveniencia de utilizar cultivos con este tipo de plantas se han
suscitado sin llegar a acuerdos dentro o entre paises.

En Colombia se han adelantado algunos trabajos en el tema de
las plantas transgénicas, particularmente para algunos virus de la
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papa, (Universidad Nacional de Colombia, Alejandro Chaparro
desde 1994 y Liliana Franco, desde 1995). Falta todavia un tiempo
largo para evaluar en condiciones de campo la capacidad protec-
tora de estas plantas transgénicas, incluyendo los estudios
pertinentes de resistencia y rendimiento. Falta también el interés
politico y social de nuestro pais para valorar objetivamente las
ventajas y desventajas de la aplicacion de esta metodologia para
modernizar los arraigos culturales del pais, manteniendo el equilibrio
necesario para mantener las especies. Ya en Argentina y Canada
hay cultivos extensivos en soya y canola y son ejemplos actuales de
paises comprometidos con los cultivos transgénicos. Se debe
considerar, finalmente, que un lindo tomate rojo comprado en el mejor
supermercado de productos organicos de la ciudad se habra
desarrollado a partir de una planta que estuvo expuesta a diferentes
vectores transmisores de virus y por lo tanto, también estuvo
expuesta como planta a la infeccién de algunos de ellos.
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DETECCION

Algunas estrategias para la deteccién de fitovirus

Sintomatologia

Es importante recordar la diferencia entre el significado de signoy
de sintoma. El término signo se refiere al patdgeno, sus partes o sus
productos, vistas en la planta hospederas mientras que el de sintoma
corresponde a los disturbios en desarrollo o las reacciones externas
e internas de una planta como resultado de la enfermedad producida
por el patdbgeno (Agrios, 1997). Es decir, que un signo es un llamado
de alterta sobre la presencia posible de infeccion por patégenos, o
por falta de nutrientes. De otra parte, las plantas manifiestan sintomas
particulares, incluidos el enanismo, o malformacion del tubérculo y
otros, debidos a la infeccion por patogenos especificos o una
asociacion de los mismos. En virologia, la expresion de sintomas en
la planta principal o en las plantas indicadoras, sigue siendo hoy en
dia el método mas importante para caracterizar un virus. Otras técnicas
complementarias incluyen microscopia de luz directa, para observar
las inclusiones citoplasmaticas, o la microscopia electronica, con la
cual es posible estudiar la morfologia viral y las alteraciones causadas
en la estructura y organelos celulares. Dentro de esta ultima se han
desarrollado diferentes metodologias para la captura y analisis de la
particula viral. Por ejemplo, la microscopia electrénica de

75



MANUAL DE PROTOCOLOS PARA LA DETECGION DE ALGUNOS VIRUS QUE INFECTAN LA PAPA

inmunoabsorcion (ISEM), en la cual se atrapan las particulas virales
en las rejillas o celdas carbonadas (utilizadas comunmente en
microscopia electronica), en las cuales se ha fijado previamente un
anticuerpo que reconoce al virus especificc a detectar. Para
informacién de otras técnicas se puede consultar Milne (1998).

La Figura 37 presenta algunos ejemplos de particulas virales
purificadas y observadas con microscopio electronico.

' Microfotografia electronica de algunos fitovirus purificados

A. Gemnivirus. B. Particulas baciliformes. C y D. Particulas en rodillos (Tomado de Matthews, 1991).

La Figura 38 corresponde a los arreglos de las inclusiones
citoplasmaticas visualizadas a través del microscopio electronico.
Las inclusiones citoplasmaticas son agregaciones de proteinas
virales codificadas por el virus y que se acumulan en sitos celulares
especificos, sea en el citoplasma o en el nucleo de la célula, tomando
formas particulares especificas de un grupo viral. Por tal razén
también se consideran como de importancia diagnostica.

Serologia

Desde que Clarks y Adams (1977) adaptaron la técnica de ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para la deteccion seroldgica
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' Ejemplos de inclusiones citoplasmaticas

A. Inclusiones citoplasmaticas observadas en tejidos infectados por virus del grupo Carlavirus. B.
Inclusién citoplasmadtica en forma de ventilador (pinwheels) observada en plantas infectadas por virus
del grupo Potyvirus, como por ejemplo el virus PVY de la papa. (Tomado de Albouy y Devergne, Cliché,
2000)

de los virus y otros patdogenos, se ha incrementado su uso y la de
sus variantes (DAS-ELISA, ELISA-DAS-I) para la deteccion y
caracterizacion de diferentes fitopatégenos. Es una metodologia
muy simple y recursiva, para la cual existen hoy en dia una amplia
gama de anticuerpos comerciales de las casas AGDIA, SANOFI,
INGENASA, entre otras, para la deteccion de bacterias, hongos y
virus que infectan a las plantas. En ELISA se requiere, sin embargo,
tener en cuenta varios factores que pueden alterar los resultados
esperados: (1) el uso de buenos controles negativos y positivos para
el virus a detectar, que definan claramente los limites entre los titulos
virales (densidad dptica), positivo y negativo, (2) el manejo de las
diluciones del antigeno, siendo en general de dilucion 1:10
(peso:volumen), pero hay casos en que es mejor utilizar una dilucion
mayor (1:20 o0 1:100), (3) el sustrato para la fosfatasa alcalina (sea
para-nitrofenil-fosfato para ELISA, o nitro-blue-tetrasodio/bromo-
cloro-indol-fosfato para membrana de nitrocelulosa), el cual debe
prepararse a ultimo momento y en oscuridad para evitar la fotdlisis
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y el aumento del ruido de fondo y (4) las lecturas deben realizarse a
los 60 minutos o 90 minutos a temperatura ambiente en oscuridad
y a las 14 horas mantenida la placa a 4°C. Para caracterizar una
cepa viral, se pueden utilizar varios anticuerpos contra una cepa o
grupo viral y de esta manera se establecen los perfiles serologicos
(Guzman, 1998), para el caso de citricos. Para lo virus de papa, son
pocos los antisueros diversos que reaccionan o reconocen un mismo
aislado.

Un esquema sobre la afinidad de un anticuerpo (AC de color
azul, rojo o verde en Figura 39) por el antigeno (en color rosa) o
proteina a detectar (por ejemplo, la proteina de la capside viral, o
de la replicasa viral) se presenta en la Figura 39. En la Figura 40 se
ilustra la reaccion de deteccion antigeno anticuerpo por la técnica
de ELISA.

Detecci6n antigeno anticuerpo

Determinante Proteina (onfigeno)
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Modificado de Inmunology, Stefan H. E. Kaufmann, Alan Sher, Rafi Ahmed, 1999.

Esquema de afinidad entre el Antigeno y el Anticuerpo en la técnica ELISA
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En esta figura se esquematiza la deteccion de la capside viral
por medio de la técnica seroldgica de ELISA, a partir del macerado
de tejido de la planta infectada. Se presentan dos esquemas
comparativos: (a) la técnica de DAS-ELISA con revelacion directa,
donde el antigeno (virus) es capturado por los anticuerpos
especificos fijados sobre la placa (los anticuerpos antivirales
conjugados a la enzima fosfatasa alcalina reconocen al antigeno) y
(b) técnica de DAS-ELISA indirecta, en donde se amplifica la senal
de captacion viral utilizando un segundo anticuerpo antiviral marcado
con biotina y detectado por estreptavidina marcada con la enzima
fosfatasa alcalina, o de otra parte, se utiliza un antianticuerpo (GAM)
marcado con la enzima fosfatasa alcalina.

En la Figura 41 se muestra el perfil de histogramas obtenidos
por exposicion de un antigeno del CTV a diferentes anticuerpos.

1 41. Histograma que muestra el perfil seroldgico de la exposicién de dos aisiados del CTVa 11
anticuerpos monoclonales
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Tomado de: Guzmaén et al., 2002).

Otra técnica seroldgica que ha venido teniendo impulso por su
sencillez, bajo costo y especificidad es la denominada «tissue
printing» o inmunoimpresién (IMI). Los cortes longitudinales y
transversales del tejido a analizar se imprimen sobre una membra-
na de nitrocelulosa y posteriormente ésta se expone a los
anticuerpos y conjugados especificos. Los agrupamientos virales
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se detectan por una coloracién violeta que no se observa en las
muestras negativas de virus. Esta metodologia se implementé con
éxito para la deteccion de Virus de la Tristeza de los Citricos y otros
virus (Polston et al., 1991; Cambra et al., 1994; Hsu et al., 1995;
Guzman, 1998) y posteriormente se ha adaptado para deteccién
de virus de cana de azucar y Potyvirus de alstromeria (Guzman, en
ejecucion), asi como para algunos virus de papa (Guzman et al.,
2001) y otros virus. Adicionalmente, con IMl se puede valorar la
expresion de otros genes virales de interés, aun de genes de la
planta misma o de una planta transgénica (Franco, 1998; Bruce A. et
al., (1989) Taylor et al., 1993; Tiré et al., 1993; Gaston et al., 2005).
También se puede seguir el curso de la infeccion viral en la planta,
organo o tejido. Es, por lo tanto, una técnica muy versatil cuya
informacion permanece intacta durante mucho tiempo.
Adicionalmente, la técnica IMl tiene la ventaja de que se puede utilizar
directamente sobre muestras de campo y permite la participacion
de personal técnico capacitado, por lo que se considera una técnica
de tipo participativo, que permite rastrear y evaluar la incidencia
viral con mayor rapidez, cubriendo amplias zonas de los cultivos
comerciales que se requiera analizar. Como cualquier otra técnica,
se requiere de la destreza optica del técnico especializado.

Fi Ejemplos de inmunoimpresién (IMI) para la deteccién del virus CTV sobre cortes de
peciolo del fruto y de hojas
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(A) de potivurus en alstromeria (B). El color violeta intenso corresponde a las zonas virus positivas
(Guzman, 1998).

De otra parte, es mas conocida la reaccion antigeno-anticuerpo
en la prueba de difusion simple o doble que se puede observar
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sobre placas cubreobjetos o en cajas cubiertas por geles de agar
(2% lonagar o agarosa), en el que se ha mezclado el anticuerpo
antes de que solidifique el gel. El antigeno que se difunde en el gel
se combina inmediatamente con el antisuero si hay reaccién
positiva, formando un precipitado de halo alrededor del pozo. La
limitacion de esta técnica es la habilidad del antigeno para difundirse
en el gel y la concentracion del antigeno. Para mayor informacion
sobre técnicas y aspectos seroldgicos el lector puede remitirse a
van Regenmortel y Dubs (1993).

Patrones de dsRNA

La replicacion de un virus de RNA de cadena sencilla (ssRNA)
produce moléculas de RNA complementarios de igual tamano al
segmento del genoma, lo que se conoce como Forma Replicativa
(RF). De esta se pueden transcribir RNAs subgenomicos de doble
cadena (dsRNA), que se acumulan en el tejido vegetal infectado. El
patrén de bandas obtenido por la migracion de estos dsRNA en
geles de agarosa o poliacrilamida es usualmente considerado como
una prueba diagndstica para un virus, grupo o familia de virus. Sin
embargo, se debe tener en cuenta el tipo de huésped, la época del
ano de recoleccion del material vegetal y la cepa viral analizada.
Los marcadores de RNA de peso molecular conocido y/o los
patrones de bandas de dsRNA determinados en otros virus sirven
como referencia para estimar los pesos moleculares. Para mas in-
formacion sobre el tema consultar Doods (1993), Doods et al. (1987),
Valverde et al. (1996), Moreno et al. (1993) o Guzman et al. (2002).

Amplificaciéon de genes por RT-PCR

Tanto en animales, como en vegetales, hongos, bacterias, virus,
viroides y fitoplasmas, la utilizacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa —PCR- (Saiki et al., 1985) permitié la amplificacion de
genes y el estudio de variantes génicas y de genomas. Cualquier
estrategia de andlisis molecular para, por ejemplo, la determina-
cién de variantes parte de la implementacion de esta metodologia
de PCR o de RT-PCR, para el caso de virus con genoma de RNA.
Después, la exposicion de los genes o fragmentos amplificados a
las enzimas de restriccion generan los RFLPs o fragmentos de
restriccion de longitud polimdrfica. Esta metodologia es ampliamente
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‘2 ... Patrones de dsRNA del Virus de la Tristeza de los Citricos (CTV). Valores en kDa.

13,3

40

20
v

14

Tomado de: Guzman et al., 2002

conocida dentro de la biologia molecular y ha sido implementada
con éxito en citricos (Gillings, 1993; Oliveros, 2001; Delgado et al.,
2004) y para la estimacion de variantes de campo del virus del
amarillamiento de venas de la hoja de papa —-PYVV- (Guzman et
al., 2004). De ofra parte, si los productos de PCR se hacen migrar
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, la
migracion desigual de las cadenas hermanas se podra determinar
facilmente por patrones especificos, con la técnica conocida por
SSCP (polimorfismo conformacional de cadena sencilla). Esta
metodologia ha sido implementada para determinar variantes del
Virus de la Tristeza de los Citricos (Rubio et al., 1996) y en algunos
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aislados de PYVV de aislados colombianos de papa (Offei et al.,
2004). Tanto la técnica de RFLPs como de SSCP permite evaluar
mutaciones de tipo puntual (Gillings et al., 1993; Rubio et al., 2000).
En el laboratorio de virus vegetales del Instituto de Biotecnologia de
la Universidad Nacional de Colombia se esta utilizando la técnica
de SSCP para evaluar posibles variantes de PYVV en los aislados
de campo (Guzman et al., 2004).

IC-RT-PCR

De otra parte, para la amplificacion de genes virales también se
cuenta con otras metodologias «hibridas» sencillas, en las que se
utilizan mezclas de técnicas seroldgicas y moleculares. Si se dispone
de anticuerpos especificos contra un virus determinado es posible
atrapar la proteina de la capside del virus y de alli, con los cebadores
adecuados, se puede utilizar la metodologia de IC-RT-PCR
(Inmunocaptura-transcriptasa reversa-reaccion en cadena de la
polimerasa) PCR para amplificar el gen deseado. Ejemplos
positivos de deteccion viral se tienen con el Virus de la Tristeza de
los Citricos (Nolasco, 1993; Guzman, 1998), Virus del Mosaico
Medio del Name (YMMV) y del Mosaico del Name (YMV) (Guzman
et al., 2001) y otros. En papa, la metodologia de IC-RT-PCR se ha
utilizado también en el laboratorio de virus del IBUN para la deteccién
de los virus Potyvirus PVY y Tuija Kekarainen et al. (2002) detectaron
el PVA.

En el Capitulo 6 aparece un ejemplo de la técnica de IC-RT-PCR
utilizada para la deteccion del Virus de la Tristeza de los Citricos
(Guzman, 1998).

Hibridacién con sondas marcadas

Los métodos modernos para la deteccion de virus se basan en
la identificacion de componentes moleculares especificos del
agente patogenico. Las proteinas virales se pueden detectar por
metodos seroldgicos (inmunofluorescencia, radioinmunoensayo,
ELISA) pero el material genético del patdgeno (acido nucléico)
puede detectarse por medio de ensayos de hibridacion, en el cual
el genoma del patégeno se pone a prueba, por lo que esta
metodologia permite la diferenciacion de cepas virales, que tienen
capsides protéicas similares, pero que manifiestan diferencias en
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patogenicidad o transmisibilidad de vector. Las sondas de acidos
nucleicos son secuencias cortas con longitudes entre 10 y 20
nucleétidos que son complementarias a una parte del acido nucléico
viral amplificado (cDNA). Para la deteccién viral, las sondas se
pueden marcar radioactivamente o se pueden usar con otras
marcaciones como la biotina o digoxigenina, etc. Para mayor
informacion sobre este tema consultar Nikolaeva (1995).

Hibridacion de tejido impreso

En esta técnica la impresion de tejido se realiza sobre una
membrana de nitrocelulosa o de nylon a partir de un macerado de
savia de la planta infectada. La membrana tiene alta afinidad por el
DNA o RNA y asi se puede inmovilizar los acidos nucleicos. La
presencia de capsides virales no inhibe la unién del acido nucléico
viral a la membrana. EIl RNA o DNA de doble cadena no se une ala
membrana, y el tejido de la planta debe denaturarse previamente
con glyoxal o alcali, previo a la impresion sobre la membrana. Se
utilizan posteriormente sondas de acido nucleico marcadas, capaces
de hibridar con segmentos del genoma del patdégeno (para mayor
informacion consultar Chia et al., 1995).

Secuenciamiento de nuclectidos de genes especificos y de
genomas

Para muchos grupos de virus fitopatégenos se ha realizado el
secuenciamiento de nucledtidos, ya sea la secuencia completa de
una cepa particular o secuencias de un gen particular, como por
ejemplo, el gen de la proteina de la capside o de otros genes no
estructurales.

El secuenciamiento de genes se puede obtener por clonacion
de moléculas unicas de DNA del gen de interés en un vector
plasmidico mantenido dentro de una bacteria. La comparacion de
secuencias de genes provenientes de diferentes clones permite te-
ner un estimativo de la proporcion o pureza de una variante viral
determinada en un aislado especifico. También se puede realizar el
secuenciamiento automatico del gen de interés a partir de un PCR
directo purificado. En este caso, el azar decide si se amplifica la
secuencia viral de la poblacion mayoritaria 0 de una minoritaria. El
secuenciamiento de acidos nucleicos y la deduccién de los
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aminoacidos de las proteinas que codifican es una herramienta que
ha permitido contar con mucha informacion para realizar analisis
filogenéticos, de correlacion entre y dentro de grupos virales y con
sintomatologias especificas (Pappu et al., 1993; Guzman et al.,
1994; Lieveratus et al., 2004; Offei et al., 2004). La informacién sobre
secuencias de fitovirus es abundante y se encuentra en la base de
datos del Genebank. En la Figura 44 se presenta un ejemplo de
aminoacidos deducidos a partir de una secuencia de nucleétidos
del gen que codifica para la proteina de la capside de diferentes
Crinivirus.

'4. Secuencias de aminoacidos deducidas de nucleétidos. Compartacion de diferentes
Crinivirus.

o

Las lineas negras denotan aminoacidos comunes entre las especies analizadas (tomado de Salazar et
al., 2002).
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ALGUNAS TECNICAS ADAPTADAS EN EL
LABORATORIO DE VIRUS VEGETALES -
IBUN Y PROTOCOLOS PARA LA
DETECCION DE VIRUS QUE INFECTAN
PARPR

Técnicas serolégicas

Inmunoimpresién IMI

Cortes de material vegetal (peciolo, tallo, hojas) se imprimen
suavemente sobre una membrana de nitrocelulosa de 45 pim.
Del mismo corte se realiza una segunda impresion.

Dejar secar por 5 minutos.

Colocar de 10 a 15 ml de leche descremada al 5% en PBS o
TBS durante 1 h o durante la noche a 4°C.

Agitar suavemente y descartar.

Adicionar el anticuerpo primario a la dilucién descrita por el kit
de la casa comercial en 15 a 20 ml de buifer ECI.

Dejar 1 h en agitacion lenta a 37°C o 2 h a temperatura ambiente.
Descartar.

Lavar 3 veces durante 5 minutos con PBST.
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Figura 45, Técnica de inmunoimpresion (IMI). Impresi6n de tejido sobre membrana de nitrocelulosa.

Adicionar el anticuerpo conjugado a la fosfatasa alcalina en buffer
ECI, segun la dilucién adecuada.

Dejar actuar por 2 h, agitando a 37°C o a temperatura ambiente.
Lavar 3 veces durante 5 minutos con PBST en agitacion suave.
Adicionar el substrato de la enzima fosfatasa: nitro-blue-
tetrasodio/bromo-cloro-indol-fosfato (NBT/BCI) y dejar actuar
hasta la aparicion de coloracion violeta en las muestras positivas.
Se lava abundante y cuidadosamente con agua destilada.

Es cualitativa y se efectia al estereoscopio, donde se observa
un precipitado violeta oscuro.

Observar directamente o bajo estereoscopio.

La Figura 46 presenta varios cortes de tejido con concentraciones
virales diferentes diferentes.

Bufffer de anticuerpo y conjugado

0,2 g de albamina de suero bovino (BSA).
2 g de polyvinylpyrrolidona (PVP) peso molecular 24-40.000.
0.02 g de Azida de sodio (opcional).
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Flgura 46, Diferentes grados de infeccion en impresiones de tejido infectado por virus (PVY, PVX,
PLRV, PVS).

La coloracién violeta corresponde a una muestra virus positiva. Muestra negativa sin coloracién.
Microfotografias con estereoscopio. Ampliacion 40 x 20.

Llevar a 100 ml de PBST 1X.
AjustarpHa7,4.
Almacenar a 4°C.

Substrato NBT/BCIP y Buffer

Si se cuenta con pastillas SIGMA FAST se macera la pastilla
dentro de su envoltura se vierte el contenido en 12 ml de agua
destilada (producto altamente téxico y cancerigeno, maneje con
cuidado) '
También se prepara a partir de polvo de NBT (40 mg de NBT en
2 ml de formamida al 70% y BCIP (20 mg de BCIP en 2 ml de
dimetil formamida) que también se s& encuentran preparados
por separado. Se prepara una solucién amortiguadora con:

- Tris 0.605 g

- NaCl 0.292 g
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- MgCl26H20 0.051g
- llevo a 500mL con agua destilada
- pH95

Se toman 20 ml de la solucién amortiguadora y se le adiciona
100 7L del stock NBT y 100 ?L del stock BCIP

ELISA

Una placa de ELISA con la detecciéon de virus de papa (PVY,
PLRV, PVX, utilizando anticuerpos especificos se ilustra en la Figura
47. La coloracién amarilla confirma la presencia del virus (virus
positivo) y la coloracién transparente confirma la condicién virus
negativo (Guzman et al., 2001).

Floura 47, Placa de ELISA positiva para virus (color amarillo fuerte)

Protocolo ELISA indirecto (DASI)
Recubrir la placa de ELISA con anticuerpo policlonal en dilucién
1:100 en buffer coating (o la dilucion indicada por casa comercial).

El anticuerpo se diluye en tampon de carbonato (Buffer de
cubrimiento estéril) a pH 9,6.
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Incubar la placa durante 3 h a 37°C.
Descartar buffer de cubrimiento.
Lavar placas 4 veces por 3 minutos con PBS-T.

Adicionar 100 il de antigeno (material vegetal contaminado)
macerado en buffer de extraccion (1:10, p/v).

Incubar toda la noche a 4°C.
Lavar con PBS-T 5 veces por 3 minutos.

Adicionar 100 ?I del anticuerpo monoclonal en el buffer PBST y
BSA 0,5.

Incubar durante 3 h a 37°C. Descartar monoclonales.
Lavar 3 veces por 3 minutos con PBS-T.

Adicionar el anticuerpo conjugado a la fosfatasa alcalina (GAM)-
AP, diluido en 1:10,000 en buffer ECI.

Lavar con PBS-T

Adicionar 100 iL de sustrato de fosfatasa (p-nitrofenil fosfato -
PNP-). Utilizar una pastilla de 5 mg macerada en 5 ml de buffer
sustrato. Mantener en oscuridad.

Leer la absorbancia de los pozos en lector de ELISA con filtro de
405 nm, 30 minutos y 1 hora despues (también puede leerse
después de toda la noche si se mantienen las muestras a 4°C).

Detener la reaccion con 30 iL de NaOH 3M.

Protocolo DAS ELISA

Se utiliza el mismo anticuerpo policlonal para la fijacién en la placa

como para la deteccion del virus. Las diluciones se realizan segun
la indicacion de la casa comercial. Como conjugado a la fosfatasa
alcalina se usa el GAR-AP (Goat anty Rabbit). Los lavados entre
los pazos y los tiempos de lectura son similares a los presentados
para ELISA- DASI.

Buffer de anticuerpo y conjugado (ECI).

0,2 g de albumina de suero bovino (B34,).
2 g de polyvinylpyrrolidona (PVP) peso molecular 24-40.000.
0,02 g de Azida de sodio (opcional).
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Llevar a 100 ml de PBST 1X.
AjustarpH a 7,4.
Almacenar a 4°C.

Buffer de extraccion/preparacién de antigeno
1LPBS-T
20 g polivinil pirrolidone (PM 40000)

En este buffer se maceran las muestras (concentracion 1:10 de
nervadura o tallo) dentro de bolsas pléasticas o en mortero. El
homogenizado se centrifuga en tubos eppendorf a 6.000 rpm por 5
minutos. Luego se toma el sobrenadante, el cual contiene el
antigeno. Se debe hacer un duplicado de cada muestra e incluir
controles positivos y negativos.

Buffer de sustrato
97 ml dietanolamina
0.2 g NaN3
pH 9.8 con HCI

Perfiles de dsRNA para PYVV

La metodologia de dsRNA fue adaptada para PYVV a partir de
la técnica de extraccion de dsRNA del CTV adaptada por Guzman
entre los afios 1994 y 1998, basada en las propuestas de Doods
(1984), Moreno et al. (1990) y Valverde (1996). Para el PYVV se
realizaron algunas modificaciones como el uso de una mayor
cantidad de material vegetal (20-30 g de hojas y nervaduras mientras
que se utilizan 3 a 7 g de corteza para citricos). Ademas, se adiciond
mercaptoetanol para los extractos de papa. La técnica de dsRNA
para PYVV selustra en la Figura 48 que se obtuvo dentro del trabajo
de tesis de Nancy Arciniegas (2003). Se observan 4 bandas
conspicuas con pesos moleculares entre 9,0 y 2,5 Kb que pueden
corresponder al RNA gendémico y a dsRNA defectuosos. También
Salazar (2000) y Livieratus et al. (2004) reportan patrones similares
para un aislado peruano.
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Fiuura A0 Patrones de dsRNA de aislados de PYVV de Cundinamarca
4 5 é
Tomar de 20 a 30 g de la muestra y macerar en Nitrégeno liguido.
Trabajar en cdmara de extraccion.
En un erlenmeyer de 250 ml colocar:
- 14 mg de Bentonita.
14 ml de STE 2X.
2 ml de SDS 10%.
20 ml de fenol saturado en STE 1X.
60 pl de mercaptoetanol.
muestra macerada.

Agitar por 1 hora a 4°C o a temperatura ambiente.

Pasar la muestra a tubos resistentes a fenol y centrifugar a 8.000
rpm durante 30 minutos.

Tomado de: Arciniegas et al., 2004).

Técnica
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Con pipetas Pasteur tomar el sobrenadante y pasar por papel
filtro.

Medir en probeta la cantidad de filtrado obtenida.

Para cada 20 ml de muestra se adicionan 4,2 ml de etanol al
95% (realizar el calculo).

El dsRNA queda en etanol al 16%.

Adicionar de 1,5 a 2,0 g de celulosa CF 11.

Agitar suavemente toda la noche.

Cortar agujas de jeringas.

Introducir a la base un tapon de fibra de vidrio estéril.

Sujetar las jeringas a las paredes del erlenmeyer que colecta
residuos de lavado.

Depositar el dsRNA equilibrado en etanol al 16% con jeringas
(se obtiene la columna decantada).

Lavar con 60 ml de STE 1X con etanol al 15%.
Presionar suavemente con el émbolo de la jeringa.
Descartar el deshecho del erlenmeyer de lavado.
Sujetar la jeringa a un erlenmeyer nuevo.

La columna decantada y lavada se eluye con 14 ml de STE 1X
sin etanol (aqui se obtiene el dsRNA puro)

Medir cantidad obtenida.

Precipitar el dsRNA con 2,5 vol de etanol absoluto al 95% (a -
20°C) y 0,1 vol de acetato de sodio 3M pH 5,5 (NaOAC)

Conservar a -20°C minimo por toda la noche en tubos Falcon.
Centrifugar a 8.000 rpm por 40 minutos.
Descartar el sobrenadante.

Resuspender y centrifugar los eppendorf a 8.000 rpm durante 10
min.

Descartar el sobrenadante.

Secar el precipitado al vacio durante 10 minutos.
Adicionar entre 40 pl y 100 pl de buffer TAE 1X.
Conservar los eppendorf a -20°C.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida

1. Preparar 1.000 ml de
TAE 10X

oTris 485¢
o Acctato de sodio 2725¢g
eNa, EDTA 37g
eAgua destilada estéril 800 ml

opH 7,8 con 4cido acético
eLlevar hasta 1.000 ml

2. Preparacion stock
acrilamida/bisacrilamid
a al 40%

oAcrilamida 292¢g
eBisacrilamida 08¢
sLlevar hasta 100 ml de agua destilada estéril

3. Armar la cdmara
vertical de
electroforesis

eLimpiar vidrios, separadores, bandas de caucho y p.eines
con ctanol al 70%

eProbar con agua destilada estéril que no hayan fugas
oRecuerde que la acrilamida/bisacrilamida antes de
polimerizar es toxica

4. Preparar dos geles al
6% (a partir de un
stock del 40%)

o3 ml de stock acrilamida/bisacrilamida al 40%
o6 ml TAE 4X

11 ml agua destilada estéril

160 pul persulfato de amonio al 10%

o16 pl de TEMED

eAdicionar todo en un beaker pequefio

eAlistar pipcta Pasteur

5. Dispensado geles 6%

eUna vez dispensados, éstos geles se pueden almacenar en la
camara envolviéndolos en papel toalla humedecido con
buffer TAE 1X y llevar a 4°C

6. Dispensado de
muestras

oFn parafilm colocar 17 pl de cada muestra y uno o dos
marcadores de RNA

o3 uL de buffer de carga y resuspender

oSe cargan los pozos con jeringa Hamilton que se introduce
hasta el fondo de cada pozo y desde alli se dispensa la
muestra

oSacar burbujas

eHacer precorrido por 10 minutos

oColocar tapa con clectrodos coincidiendo colores rojo y
negro

eAjustar la fuente de poder a 100 voltios y corriente
constante

oF] lector indica errores o fugas (suena). Si esto ocurre, se
apaga

o levar la cdmara a cuarto frio a 4°C y se inicia
electroforesis a 100 voltios constantes durante 4 horas.
Inmediatamente continuar protocolo de Tincién
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Tincién con nitrato de plata segiin la técnica de Blum
(1977)

ePreparar solucion fijadora: 15 ml de metano 1, 6 ml de cido acético,
54 pl de agua destilada estéril y 45 pl de formaldehido

eFn una vasija plastica se saca el gel con agua destilada estéril y se

1. Fijacién bota el agua teniendo en cuanta que el gel no se caiga

oCortar los dientes del gel

eAdicionar la solucion fijadora

| eAgitar a 4°C toda la noche o un fin de semana

ePreparar solucion: 30 ml de agua y 30 ml de etanol

eSe efectiian 3 lavados de 20 minutos cada uno

2. Lavados

00,2 g/l de tiosulfato de sodio o 0106 g para 30 ml de agﬁz] destilada
T oS¢ agita suavemente por un minuto
4. Lavado @3 lavados con agua por 20 segundos cada uno

3. Pretratamiento

oS¢ prepara impregnante: 0,08 g de nitrato de plata AgNO5, 22,5 pl
de agua destilada, agua hasta 30 ml. Se adiciona al recipiente con el

5. Impregnante gel.

eTapar recipiente con papel aluminio

e Agitar por 45 min a 4°C

6. Lavados | e2 lavados con agua de 20 segundos cada uno
ePreparar: 1,8 g de carbonato de sodio, 15 pl de formaldehido, 600 ul
de tiosulfato de sodio en 2 g/l de agua y agua hasta 30 ml.

% Hewsben Adicionar al gel.
: | eAgitar hasta aparicién de bandas
8. Lavados Aienr "1{5“?‘ .
eUno rapido, otro por 2 min I
o o ePreparar: 15 ml de metanol, 3,6 ml de dcido acético, 30 ml de agua
9. Fijador

eAgitar por 10 minutos a 4°C

Preparacion de molde de RNA a partir de TRIZOL (Gibgo

BLR)

1. Pesar 200 mg de tejido vegetal.

. Homogenizar con 1 ml de TRIZOL.

. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

. Adicionar 200 pl de cloroformo, agitar vigorosamente por 15
segundos.

. Incubar 3 minutos a 30°C.

. Centrifugar a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C.

. Transferir la fase acuosa superior a un nuevo eppendorf.

. Adicionar 500 pl de isopropanol y mezclar muy bien.

AW N

0w ~N OO,
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Incubar a 30°C por 10 minutos.

Centrifugar a 12.000 rpm por 10 minutos a 5°C.

Encender bafo seco a 55-60°C.

Remover el sobrenadante y lavar el precipitado con 1 ml de
etanol al 75%.

Agitar con vortex y centrifugar a 7.500 rpm por 5 minutos a 5°C.
Descartar el sobrenadante

Secar el precipitado al vacio 10 minutos.

Resuspender en 20 pl de agua libre de RNasas (con Dietil Piro
Carbamato).

Incubar a 55-60°C por 10 minutos.

Guardar a —-20°C.

Preparaciéon del molde de dsRNA (Técnica de Pappu et al.,
1993 - Guzméan, 1994, Guzmén et al., 1994)

A Sephadex: Adicionar 2,5 g de Sephadex G-50 a 50 mi del TE

(10mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) y esterilizar. Cuando esté frio,
retirar el liquido utilizando pipeta Pasteur y adicionar nuevo TE esteéril,
resuspender. Repetir 3 a 4 veces para remover impurezas finas y
dextran soluble. Mantener a 4°C dejando TE sobre el Sephadex.

Extraccion de RNA

1.

2.

o

En una gradilla se colocan tres tubos eppendorf (tapa rosca) por
muestra correctamente marcados.

Macerar en nitrogeno liquido 1 g de tejido hasta pulverizar y
congelarinmediatamente a -20°C. Pesar 300 mg de cada muestra
en uno de los tubos de 1,5 ml, inmediatamente colocar el tubo
eppendorf dentro de nitrogeno liquido.

. Adicionar 500 pl de buffer de extraccion (2% SDS, 0,1M Tris pH

8,0y 2 mM EDTA), 500 ul de fenol (Tris pH 8,0) — cloroformo (1:1)
(es decir 250 pl de fenol y 250 pl de cloroformo), vortex suave.

Colocar en hielo hasta procesar 4 muestras.

. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm a temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante al segundo tubo eppendorf de tapa
rosca nuevo y rapidamente congelarlo en nitrégeno liquido hasta
el momento de su uso (muestra color amarillo indica dsRNA con
impurezas).
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7. Repetir hasta que todas las muestras estén congeladas.
8. Purificar dsRNA por medio de columna de exclusion de Sephadex

G-50.

a.Colocar un pequerio tapdn de fibra de vidrio estéril en una
columna plastica de 1 ml (jeringa de insulina sin aguja). Colocar
bolita hasta el extremo con la ayuda de un palillo de madera
estéril.

b. Adicionar el Sephadex con pipeta Pasteur estéril hasta
completar toda la superficie y sin hacer burbujas (aguellas con
burbujas se descartan). Colocar la columna dentro de un tubo
eppendorf y todo esto dentro de un tubo de centrifuga de 15
ml.

c¢. Centrifugar a 1.600 rpm por 4 minutos. Retirar el TE del tubo
Falcon y continuar adicionando Sephadex hasta que el volumen
de la columna sea de 0,9 ml.

d. Lavar la columna dos veces con 150 ?I de de TE, centrifugando
cada vez a 1.600 rpm por 4 minutos.

e. Aplicar 150 ?I de la muestra (del paso 6) y centrifugar a 1600
rpm por 4 minutos, la muestra queda en el tubo tapa rosca.

9. Recuperar el eluyente en un tubo eppendorf de tapa rosca,
colocar el tubo en hielo, para procedimiento de PCR inmediato

o congelar a —80°C (muestra transparente: dsRNA purificado).

Amplificacion de genes por RT-PCR para la
deteccion de PYVV

Extraccion del RNA

a) Con el reactivo Trizol (Gibco) siguiendo las indicaciones de la
casa comercial se obtiene RNA total.

b) Con Fenol-Cloroformo y purificacion con columna de Sephadex
G-50.

Protocolo en un solo tubo

a) A partir de molde de trizol o dsRNA
b) A partir del extracto purificado por Sephadex
c) Mezcla de RT-PCR
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Mezcla
de RT

Mezcla RT-PCR Volumen de
25 yl

10 X PCR 2.5yl

100mM DTT 1 pl

MgCl, 25mM 1l

dNTPs (mezcla 10 mM) 2 ull

Cebador 3’ (100 pmol) 1 pl

Cebador 5’ (100 pmol) 1 ul

Agua ultra pura a completar

Inhibidor de RNasa (40U/?l) 0,5l

MMLV (200U/?1) 1l

Taq (5U/71) 0,6

Molde de RNA Sephadex

(70°C x 5") 15 4l
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Centrifugacion rapida y se coloca en amplificacion en las
siguientes condiciones:
1. 39°C por 60 minutos
2. 70°C por 15 minutos
3. 95°C por 5 minutos
35 ciclos: 94°C por 1 minuto; 50°C por 1 minuto; 72°C por 1
minuto (la temperatura de anillamiento depende del cebador
del virus a detectar)
La Figura 49 ilustra el producto de PCR del gen de la proteina de
la capside de PYVV (cebadores en Offei et al., 2004; Lieveratus et
al., 2004).

'" Deteccion del gen de la proteina de la capside del PYVV por RT-PCR en un solo tubo.

756 pb

123435

Los carriles 1 y 5 corresponden a marcadores de peso molecular 1 Kb. Los carriles 2, 3, 4 corresponden
a diferentes aislados de PYVV. Gel de agarosa al 1%, tincién con bromuro de etidio. Fragmento de 756.
(Guzman ef al., 2004).

Protocolo en dos tubos

En este caso, la reaccion de transcriptasa reversa para la
obtencion del cDNA y la amplificacion por PCR se realizan por
separado, utilizando tubos diferentes como muestra el siguiente
esquema.
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RNA RT

TAQ

1. Molde de RNA

- Se utilizan 2 pl de dsBNA (de una dilucion de 2 pl en 10 pl
de agua)

- Se utiliza 15 pl de RNA pasado por columna de Sephadex
G-50

Se utiliza 5 a 7ul de RNA obtenido por Trizol
2. Reaccion de RT

Sintesis de cDNA Volumen de 40 pl
Buffer RT (5x) 10 pl

DTT 100 mM 4 pl

dNTPs 20 mM 1,2 pl

Inhibidor de Rnasas 400U 1,25 pl

Agua 22,55 pi

MMLYV (200 U/ul) 1,0l

- Adicionar el RNA molde (pasado por 70°C por 7 minutos) a
la mezcla anterior e incubar todo a 42°C por 1 hora. Inactivar
a 70°C por 15 minutos. Colocar en hielo de inmediato.
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3. Mezcla de PCR
Preparar la siguiente mezcla:

Buffer PCR 10X 10 pl B
MgCl, 25mM 8 i

dNTPs 20mM 1,2ul

Cebador 5’ 100pmol 1yl

Cebador 3’ 100pmol 1l

Agua 68,8 pl

Taq polimerasa (5U/uL) 0,5l

cDNA 10 pl

Volumen total 100 pl

4. Condiciones de amplificacion
1.96°C por 5 minutos (1 ciclo).

2.96°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C por 2
minutos (32 ciclos).

3.72°C por 10 minutos (1 ciclo).
5. Analisis en gel de agarosa al 1%

Cargar de 7 a 10 pl de muestra. Se debe obtener una banda de
756pb.

Amplificacién de genes por IC-RT-PCR

La técnica de IC-RT-PCR fue utilizada por Nolasco (1993),
Guzman (1998) y Guzman et al. (2002) para la deteccion del CTV y
de Virus del Name (YMV, YMMV). También, en el laboratorio de
virus vegetales del IBUN se han obtenido resultados positivos con
esta técnica para la deteccién de los Virus Y, PLRV y PVX de la
papa. La técnica se basa en el uso de anticuerpos especificos para
la fijacion de la particula viral en el tubo de PCR y posteriormente la
utilizacion de todos los principios de la RT-PCR para la amplificacion
del gen deseado. El requisito es entonces disponer de un anticuer-
po especifico para un virus determinado. Ademas, la particula viral
deseada se fija sin residuos de la planta. Es una técnica considera-
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da como «limpia» debido a que no se utilizan reactivos de riesgo
como el fenol o el cloroformo, los cuales se requieren para la
extraccion de RNA por otras metodologias. Es, por lo tanto, util para
aquellos virus para los cuales se cuenta con anticuerpos.

Protocolo de IC-RT-PCR

Utilizar soluciones amortiguadoras, agua dd ultra pura, tubos y

puntas estériles.

1.

Fijacion del anticuerpo especifico

Se realiza adicionando a un tubo de PCR anticuerpos
policlonales o monoclonales diluidos en buffer de cubrimiento
(500 mM Tris-HCI, 2% PVP (40.000), 1% PEG 8.000, 140 mM
NacCl, 0,05% de PBS-Tween, pH 8,2) en la dilucién adecuada de
1 ?g/ml o0 segun la indicacion de la casa comercial (generalmen-
te con diluciones 1:100, 1:200 o 1:1000). El anticuerpo se deja
fijar durante 4 h a 37°C.

. Lavado con PBS-Tween

Retirar el anticuerpo y lavar con PBS-Tween estéril 3 veces por 5
minutos.

. Antigeno

Se macera el material vegetal (hoja o corteza) en buffer de
extraccién de ELISA en dilucién 1:10 (p/v). El macerado se
centrifuga a 5.000 rpm durante 5 minutos. Se adicionan 100 pl |
de sobrenadante al tubo de PCR y se deja 4 h a 37°C o, alterna-
tivamente, se deja durante la noche a 4°C.

. Lavado

PBS- Tween, dos veces por 5 minutos y el tercer lavado con agua
dd ultra pura

. Reaccion de RT

Colocar el tubo de PCR a 70°C por 10 minutos, pasados los
cuales se debe colocar en hielo inmediatamente.

- Adicionar 10 7l de la mezcla de RT
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Mezcla RT volumen de 10 pl
Agua ultra pura 2.l
Buffer PCR 5 X 2ul
DTT (100 mM) 1 pl
Inhibidor de RNasa (20U/?1) 1pl
dNTPs (10mM) 2 pl
Cebador reverso (100 pmol) 1l
MMLV-RT (200U/?1) 1 pl

- Incubar a 39°C durante 60 minutos (o segun los
requerimientos de la transcriptasa reversa, segun la casa
comercial)

- Llevar a 95°C por 5 minutos y luego a hielo de inmediato.

- Adicionar 40 ul de mezcla de PCR y resuspender

Mezcla de PCR volumen de 50 pl
Buffer 10X PCR 5 pl

dNTPs (10mM) 2l

MgCl, (50 mM) 1l

Cebador 3’ (100 pmol) 1?ul

Cebador 5’ (100 pmol) 1l

Agua ultrapura 29,4754l
Producto de RT 10 pl

Taq 5U/7 0.5ul

- Centrifugar rapidamente (spin) y llevar a termociclador
6. Condiciones de amplificacion
a)94°C por 3 minutos (1 ciclo)
b)94°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto (la
temperatura de anillamiento segun el cebador) (35 ciclos)
¢) 72°C por 10 minutos (1 ciclo)

7. Anédlisis en gel de agarosa
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Los productos de PCR se corren en un gel de agarosa al 1% en
buffer TAE 1X o TBE 1X durante 45 minutos. El gel se tifie con
bromuro de etidio a 50 ?g/ml en buffer de electroforesis, durante 15
minutos.

La Figura 50 corresponde a los productos de PCR de la proteina
de la capside del Virus del Mosaico Medio del Name (YMMV).

“lqura o0 Amplificacién de la proteina de la capside del Virus del Mosaico Medio del Name. Fragmento
de 250 pb.

1 2 345 %

Carril 1: Marcador 100 pb. Carril 2: control negativo. Carriles 3 a 6: muestras positivas. (Guzman et al.,
2001).

Fragmentos de Restriccion de Longitud
Polimérficas (RFLPs)

Una manera sencilla para estimar variabilidad entre los genomas
virales es a través de la obtencion de Fragmentos de Restriccion
de Longitud Polimérfica (RFLPs). Para tal efecto, los productos de
PCR se exponen a una o diferentes enzimas de restriccion (Hinf1,
EcoR1, Pst1, etc.) y los fragmentos se visualizan por migracion en
un gel de agarosa al 2 0 3%, tefiido con bromuro de etidio o de
poliacrilamida al 8% tefido con nitrato de plata.
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Producto de PCR 4 ul
Buffer de enzima (10X) 3ul
BSA (10X) 0,3 ul
Enzima de restriccion 0,5ul
Agua ultrapura 22,2l
Volumen total 30 pl

Incubar la mezcla a 37°C por 4 h o mas. Correr de inmediato 15
pl en un gel de agarosa al 2% o 3% durante 45 minutos. Tefir el gel
con bromuro de etidio.

Los fragmentos de restriccion migran en gel de poliacrilamida al
6% en condiciones no desnaturalizantes. Se utiliza bromuro de etido
o tincién con nitrato de plata.

La Figura 51 ilustra la restriccion del PYVV con Hinf1, EcoR1y
Pst1.

Sipurn 5. Fragmentos de restriceion de longitud polimérfica —RFLPs— realizados con Hinf1, EcoR1
y Pst1 del PYWV

PCR

Purify non Pst? H 1

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Tomado de: Guzman et al., 2004.
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