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INFECTIONS CAUSE NO ATYPICAL SYMPTOMS IN POTATO PLANTS

Jenny Paola Alfaro Garcia’ e Liliana Franco-Lara'?

RESUMEN

Observaciones anteriores en cultivos de papa (Solanum tuberosum y Solanum phureja) mostraron sinto-
mas llamados atipicos en este trabajo, que consistian en hojas con manchas irregulares verde oscuro sobre
un fondo amarillo intenso, que sugieren la presencia de virus. Estos sintomas no correlacionan con ningun
virus descrito para papa en Colombia. En plantas, existen reportes de infecciones virales con dos o mas virus
que llevan a interacciones como sinergismo o antagonismo. En este trabajo se evalud la hipdtesis de que los
sintomas atipicos podrian ser resultado de infecciones mixtas entre PYVV (Potato yellow vein virus) (Crinivirus)
y PVY (Potato virus Y) (Potyirus), pues ambos virus son comunes en cultivos de papa en Colombia. Se reportan
resultados de RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa mediada por retrotranscripcién) para la deteccion
de PYW y PVY, y de ELISA para PVX, PVS, PVYM y PRLV en 57 plantas con y sin sintomas atipicos provenientes
de campo. Los resultados no apoyan la hipdtesis planteada, pues de 10 plantas con sintomas atipicos evalua-
das solo una estaba infectada con los dos virus. Por otro lado, coinfecciones de PVY y PYVV se observaron en
plantas sin sintomas aparentes (4 plantas de 5 evaluadas) y en plantas con sintomas caracteristicos de PYVV
(17 plantas de 37 evaluadas). Del total de 20 plantas evaluadas por ELISA, 18 presentaban infecciéon por PVX
aunque no se observaron sintomas asociados a este virus. Ocho de estas plantas, ademas de PVX estaban
infectadas también con PVY y PYVV, pero mostraban sintomas de caracteristicos de PYVV, lo que sugiere que
PVX tampoco correlaciona con los sintomas atipicos. Se sugiere la presencia de un virus no reportado infec-
tando el cultivo de papa en Colombia.
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ABSTRACT

Previous observations in potato crops (Solanum tuberosum and Solanum phureja) showed symptoms that
in this work are called atypical, and corresponded to leaves with green dark blotches over an intense yellow
background, which suggest the presence of a virus. These symptoms do not correlate with virus described
for potato crops in Colombia. In plants, there are reports of viral infections with two or more viruses, which
may interact leading to synergism or antagonism. In this work, the hypothesis that atypical symptoms may
be the result of mixed infections between PYVV (Potato yellow vein virus) (Crinivirus) and PVY (Potato virus Y)
(Potyvrus) since both virurs are common in Colombian potato crops. This work reports RT-PCR results (Reverse
transcriptase- polymerase chain reaction) to detect PYVV and PVY and ELISA tests for PVX, PVS, PVM and PRLV
in 57 field plants with and without atypical symptoms. The results do not support the hypothesis, because of 10
plants with atypical symptoms tested just one was infected with both virus. Co-infections of PVY and PYVV were
observed in plants without symptoms (4 plants of 5 tested) and in plants with symptoms characteristic of PYVV
(17 plants of 37 tested). From 20 plants tested by ELISA, 18 showed PVX infection although symptoms associa-
ted to this virus were not observed. Eight of these plants were also infected with PVY and PYVV, but showed
characteristic symptoms of PYVV, which suggest that PVX does not correlate either with atypical symptoms.

The presence of a no reported virus infecting potato crops in Colombia is suggested.

Keywords: Coinfection, virus, Potato yellow vein virus, Potato virus Y, atypical symptomatology.

INTRODUCCION

Observaciones anteriores en cultivos de papa
Solanum tuberosumy Solanum phureja en Cundina-
marca y Narifno mostraron la presencia de sintomas
posiblemente causados por virus que no correspon-
den a sintomas previamente descritos para ningin
virus de papa en Colombia. En este trabajo, se lla-
man “sintomas atipicos” y corresponden a manchas
irregulares de color verde oscuro sobre un fondo
amarillo intenso (Fig.1 E-l). Una posibilidad es que
estos sintomas sean causados por un virus no descri-
to. Otra alternativa es la existencia de una infeccion
causada por dos 0 mas virus.

En plantas, existen reportes de infecciones virales
con dos o mas virus que llevan a interacciones como
sinergismo o antagonismo (Syller, 2012). El sinergis-

mo se presenta cuando dos o mas virus infectan una

planta simultdneamente y producen sintomas mas
severos que la infeccién de cada virus por aparte;
este fendmeno va acompainado de un aumento en
el titulo viral de uno o de ambos virus. En muchos
casos se asocia con aumento de las pérdidas econé-
micas también (Garcia-Cano et al. 2006; Pruss et al.
1997: Untiveros et al. 2007).

Un caso particularmente bien estudiado de si-
nergismo es el que ocurre entre PVY y PVX (Potato
virus X) (Rochow y Ross, 1955), dos virus frecuentes
en cultivos de papa en mundo. Cuando estos virus se
encuentran coinfectando plantas, se producen sinto-
mas de mosaico severo y pérdidas considerables en
la produccion mucho mayores a cuando solo uno de
los dos virus infecta las plantas (Lawson et al. 1990;
Savenkov y Valkonen, 2001). En ensayos realizados
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por Guerrero y Martinez (1980) en la variedad de papa
colombiana ICA-Puracé, se observd que infecciones
mixtas de PVX 'y PVY producian sintomas de clorosis,
necrosis severa de las nervaduras, marchitez tempra-
na de las plantas, diferentes a los sintomas atipicos.
Por otro lado, los sintomas atipicos podrian ser
resultado de infecciones mixtas entre PYVV (Potato
yellow vein virus) (Crinivirus) y PVY (Potato virus Y)
(Potyvirus), dos virus comunes en cultivos de papa
en Colombia (Gil et al. 2011; Franco-Lara et al. 2013;
Torres et al. 2014). El virus PYVV (Potato yellow vein
virus) pertenece al género Crinivirus, de la familia
Closteroviridae. Se limita al floema del hospedero y
posee un genoma tripartita de 17 kB compuesto de
ARN de cadena sencillo, de sentido positivo, con una
estructura secundaria conservada en la region 3’ no
traducible (UTRs) comun en el genoma de todos los
Crinivirus (Salazar et al. 2000; Livieratos et al. 2004).
PYWV se presenta en Colombia, Ecuador, Pert y Ve-
nezuela y es transmitido de manera semipersistente
por la mosca blanca de los invernaderos (Trialeuro-
des vaporariorum), por injerto y vegetativamente por
tubérculos infectados (Salazar et al. 2000). Los sinto-
mas reportados de PYVV en papa son: amarillamien-
to de las venas iniciando de las venas terciarias; el
amarillamiento se disemina a las venas secundarias y
primarias, y finalmente cubre la ldmina foliar parcial o
totalmente. Este virus se asocia con importantes pér-
didas econémicas debido a la disminucion de ndme-
ro y tamano de tubérculos, aunque algunas plantas
infectadas pueden permanecer asintomaticas (Sala-
zar et al. 2000; Guzman et al. 2013). La prevalencia de
PYWV ha sido estudiada y varia segun el departamen-
to de Colombia. En 2008 la prevalencia sintomatica
de PYWV en S. phureja en 19 municipios paperos de
Colombia estimada sobre 24,930 plantas era de 0.74
%+0.03 en Cundinamarca, 5.4 %=12 en Antioquia y
6.2 %+0.11 en Narifo (Franco-Lara et al. 2013). Una
estimacién mas reciente de la prevalencia en papa
muestra que el porcentaje de fincas con al menos

una planta infectada con el virus era del 89% en Na-
rifo, 77% en Antioquia, 43% en Cundinamarca y 29%
en Boyacd, lo que sugiere un aumento significativo
de este virus en toda Colombia (Torres et al. 2014).
PVY (Potato virus Y) es un Potyvirus, de la familia
Potyviridae y posee un genoma de ARN sencillo de
sentido positivo de mas o menos 10 Kb (Robaglia
et al., 1989). Se reportd por primera vez en 1930, es
cosmopolita y se conocen al menos tres cepas: PVY-
O, PVY-Cy el PVY-N (Singh et al. 2008). Muchas espe-
cies de la familia Solanaceae son susceptibles a PVY,
por ejemplo Solanum spp. y Nicotiana spp. PVY es
transmitido por afidos como Myzus persicae, que es
el vector mas frecuente, Macrosiphum euphorbiae,
Aphis fabae, Myzus certus, Myzus humuly y Rhopa-
losiphum insertum y otros. También se transmite por
injertos, tubérculos y por transmision mecénica se-
mipersistente (ICTVdB Management, 2006). Los sin-
tomas de PVY reportados en papa son variables pero
generalmente incluyen: mosaico moteado, rugosi-
dad de las hojas apicales, bandeado oscuro de las
venas en hojas ya desarrolladas, defoliacion, algunas
veces necrosis apical, enanismo, deformacién en ho-
jas y frutos. Ademas, se reportan pérdidas entre 10-
80% (De Bokx and Huntinga, 1981 citado en Walsh
et al. 2001). Los sintomas y pérdidas dependen de la
variedad de papa, edad de la planta y condiciones
ambientales. En muchas plantas infectadas con PVY,
el virus solo se manifiesta en la disminucion de la
productividad (Whitworth et al. 2006). En Colombia
se ha registrado la presencia de PVY en cultivos de
papa (Sanchez de Luque et al. 1991; Guzman et al.
2010). En 2009, la prevalencia de Potyvirus en papa
estaba entre 56 y 72% en los departamentos de Bo-
yaca, Cundinamarca, Antioquia y Narifo, y la varian-
tes encontradas correspondieron a PVYN y PVYNT™N
(Gil et al. 2011). En 2009, la prevalencia de PYVV se
calculd entre el 56% y 72% en los departamentos de
Boyacd, Cundinamarca, Antioquia y Narifio, y las va-
riantes encontradas fueron PVYN y PVYN™N (Gil et al.
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2011). La alta prevalencia de PYVV y PVY en Cundi-
namarca permite suponer gque en campo se encuen-
tran plantas infectadas con los dos virus. Ademas,
Villamil-Garzén et al. (2014) reportaron plantas de
papa en Colombia infectadas simultdneamente con
PVY y PYVV, sin embargo no describieron los sinto-
mas asociados. Entonces, el objetivo de este estudio
era determinar si existe relacion de los sintomas ati-
picos (Figura 1E y F) con la infeccion simultanea de
PYWVy PVY en plantas de papa, en Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Ensayo 1

Se colectaron muestras de hojas de plantas de
papa S. phureja (variedad Colombia) y S. tubero-
sum (ICA unica) en el municipio de Subachoque,
en dos cultivos (Finca 1: Lat: 4°56'43,397"N, Long:
74°08' 11,760" W, altitud 2721,3 m.s.n.m. y Finca 2:
Lat: 4°56'30,019"N, Long: 74° 10' 50,204" W, altitud
2646,6 m.s.n.m) respectivamente. Las muestras se
colectaron en marzo de 2014. En el primer cultivo
se tomaron al azar 20 muestras y en el segundo 25
muestras y segun sus sintomas, plantas se clasifi-
caron en cuatro categorias: sintomas atipicos (Fig.
1E-11), sintomas de PYVV (Fig. 1By 1C), sintomas de
PVY (Fig. 1D) o ausencia de sintomas (Fig. 1A). Las
muestras se llevaron al laboratorio de Biotecnologia
Vegetal del Campus Nueva Granada, Cajica, Cun-
dinamarca, donde se evalud la presencia de PVY y
PYWV. Todas las muestras se evaluaron por RT-PCR
con iniciadores especificos para PYVV y PVY. Ade-
més, un subgrupo de 21 plantas se evalud por ELISA-
DAS para los virus PVS, PLRV, PVM y PVX.

Ensayo 2

Las muestras de hojas de papa, S. tuberosum
provenian de dos fincas del municipio de El Ro-
sal (Finca 1: Municipio: Rosal, coordenadas: Lat:
4°49'10,77"N, Long: 74° 14' 44,369" W, altitud:
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2584,2 m.s.n.m. y Finca 2: Municipio Rosal, coorde-
nadas: Lat: 4°51'37,44"N, Long: 74° 11' 28,875" W,
altitud: 2600 m.s.n.m) y fueron colectadas en mayo
de 2014. Se colectaron muestras que presentaban
sintomas atipicos (9 plantas), plantas no sintomaticas
(1 planta) y plantas con sintomas clésicos de PYVV (2
plantas) y no se encontraron plantas con sintomas
sugerentes de PVY. Estas muestras se evaluaron por
RT-PCR con iniciadores especificos para PVY y PYWW
en el mismo laboratorio en que se evaluaron las
muestras del ensayo 1.

ELISA DAS

Para la evaluacién de los virus PVX, PVM, PVS
y PLRV se emplearon kits comerciales (Agdia), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Se hizo ex-
traccion de 0,5g de tejido de hoja en 5ml de Buffer
(0,1402% Sulfato de sodio (p/v), 2% Polivinilpirrolido-
na (PVP) MW 24-40,000 (p/v), 0,02% Azida de sodio
(p/v), 0,2% Albumina de huevo (Grado ) (p/v), 2%
Tween-20 (p/v), Agua destilada).

Se colocaron 100 pl de muestra en cada pozo
de la placa de ELISA, se incubd por 2h en cémara
hiumeda a temperatura ambiente. Posteriormente,
se adiciond la enzima fosfatasa alcalina conjugada
con el mismo anticuerpo de captura (dilucién 1:100
en Buffer ECI 1 X (2% Albumina bovina (BSA) (p/v),
2% PVP (p/v), 0,02% Azida de Sodio (p/v)) y se re-
veld con el sustrato PNP (Purine nucleoside phos-
phorylase) en buffer 1X (0,01% Cloruro de Magnesio
hexahidrato (p/v), 0,02% Azida de Sodio (p/v)y 9,7%
Dietalonamina (p/v)). Entre pasos se lavd 7 veces con
PBST 1X(0,8% Cloruro de Sodio (p/v), 0,115% fosfato
de sodio dibasico (anhidro) (p/v), 0,02% fosfato de
potasio monobasico (anhidro) (p/v), 0,02% Cloruro
de potasio (p/v), 0,05% Tween-20 (p/v)). Una vez adi-
cionado el sustrato se incubd nuevamente por 2 h a
temperatura ambiente en oscuridad y se realizaron
mediciones en un lector de ELISA a 410nm. Todos
los ensayos incluyeron controles positivos, negativos
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y blancos. Se considerd positiva una muestra cuando
el valor de la absorbancia fue 3 veces mayor al valor
del control negativo (planta libre de virus).

Extraccién de ARN

A todas las muestras de los ensayos 1y 2 se les
extrajo ARN mediante el método de Trizol (Invitro-
gen) siguiendo las instrucciones del fabricante, a
partir de 0,1g de tejido foliar macerado con nitré-
geno liquido. Se adicioné 1 ml de Trizol (Invitrogen)
durante 10 minutos a temperatura ambiente, se cen-
trifugd 15 min a 12000 g, y se transfirié la porcién
acuosa a otro tubo. A la fase acuosa se le adiciond
0,2 ml de cloroformo, se agité 3 minutos y se centri-
fugd 12000 g nuevamente. La parte acuosa se trans-
firid a otro tubo y se anadié 1 ml de isopropanal,
incubando a 4°C toda la noche. Al dia siguiente se
centrifugd nuevamente, se desechd el isopropanol y
se adicioné 1 ml de etanol absoluto frio, se agité 5
minutos y se centrifugd 5 min a 7500 g. Se desechd
el etanol y se repitieron los tres pasos anteriores con
etanol a 70% frio, se dejé secar el pellet. El ARN se
disolvié en 30 pl de agua MiliQ por 10min a 65°C. El
ARN extraido y se almacené a -20°C.

RT-PCR

Para la deteccién de PVY y PYVV, se hicieron am-
plificaciones de ARN por RT-PCT en dos pasos. En
el caso de PVY, se usaron los iniciadores PVYF (5'
ACG-TCC-AAA-ATG-AGA-ATG-CC 3') y PVYR (5'
TGG-TGT-TCG-TGA-TGT-GAC-CT 3') (Nie y Singh,
2001). Para la retrotranscripcién se usaron 2ul de
ARN para una reaccién de 10ul (1mM dNTPs, 1X
buffer de reaccion, 10mM DTT, 0,4 uM PVY-R, 8 U
MMLV (Invitrogen), T U RNAout (Invitrogen) y agua
MiliQ). Las reacciones se incubaron 10 min a 95°C
seguido por incubacion 60 min a 37°C. Para la PCR
se tomaron 1,6 ul de cDNA en 15 ul con 1x de buffer
NH,, 2,5 mM de MgCl,, 0,4 uM PVY-R, 0,4 uM PVY-F,
1TmM dNTPS, 0,1 U Biolasa (Bioline) y Agua). El ciclo

de amplificacién fue: 30s a 95 °C a, con 40 ciclos:
30s a 95 °C, 45s a 53 °C, Tmin a 72 °C y extension
final: 5min a 72 °C (Nie y Singh, 2001). El producto
esperado de la reaccién es un amplicén de 480pb.
El control positivo se obtuvo de una planta infecta-
da en el cual se habia confirmado la presencia de
PVY por ELISA. Los productos de PCR se corrieron
en gel de agarosa 1% en TBE 1X (Tris base 89 mM,
Acido Bérico 89 mM y EDTA 2 mM (pH: 8)), tefiido
con bromuro de etidio y observado mediante UV. El
tamanfo esperado de la banda es de 480 pb.

Para PYVV se usaron los iniciadores P3 (5" GAC-
CGCCGACTTGTTGAATT 3) y P4 (5" TTGCTG-
CATTCTTGAACAGGTAA 3') (Lopez et al. 2006).
Para la retrotranscripcién se emplearon 4ul de ARN
en 10ul, con las mismas concentraciones finales
usadas para PVY, con 1TmM de iniciador P4. Las re-
acciones se incubaron 10min a 72°C, 60min a 42°Cy
10min a 10°C. La PCR empled 2,7 ul de cDNA en una
reaccion de 16 ul (0,4mM dNTPS, 0,4uM P3, 0,4uM
P4). El ciclo de amplificacion fue: 3min a 94°C, 35
ciclos: 1 min a 94°C, 1 min a 55°C, 1 min a 72°C y
extension final: 10min a 72°C. El producto esperado
de esta reaccion es un amplicon de 259 pb. Como
control positivo se usé una planta de campo prove-
niente de Zipaquira, que presentaba sintomas tipi-
cos de PVYY, en la cual se confirmé la presencia del
virus por RT-PCR. Las muestras se corrieron en gel
de agarosa 1% en TBE 1X, tefido con bromuro de
etidio y observado mediante UV. El tamafo espera-
do de la banda es de 259 pb.

RESULTADOS

Los sintomas que se asocian a PYVV y a PVY han
sido ampliamente descritos. Las plantas infectadas
con PYVV se caracterizan por la presencia de ama-
rillamiento que inicia en las venas terciarias y secun-
darias de la parte apical de la hoja y posteriormen-
te se extiende por la ldmina foliar, generalmente
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cubriendo la hoja de un color amarillo intenso, don-
de no se observan las manchas verdes de formas
azarosas (Salazar, 1997; Salazar et al. 2000; Guzman
etal. 2013) (Fig. 1By 1C). Por otro lado, los sintomas
de PVY (Fig. 1 D) se asocian con mosaico y rugosidad
de las hojas; en muchos casos pasan desapercibidos
en el tejido foliar, pero son notorios en los tubércu-
los (De Bokx y Huntinga, 1981 citado en Walsh et al.
2001). El patron de pigmentacién de las hojas con
sintomas atipicos no parece corresponder a PYVV o
a PVY, pues los sintomas atipicos se observan como
manchas de color verde oscuro y formas azarosas so-
bre un fondo amarillo intenso (Fig. 1E, 1F, 1G, TH, 11).
Ademas, la aparicién de las manchas amarillas co-
mienza en la base de foliolos y se van extendiendo
al resto de la lamina foliar generando los sintomas
antes descritos (Figuras 1G y TH).

Con el fin de determinar si los sintomas atipicos
se debian a la presencia simultdnea de PYWV y PVY
en plantas de papa, se realizaron dos ensayos dife-
rentes. En el ensayo 1 se evalué la presencia de los
dos virus en 45 plantas de campo escogidas al azar.
No se observaron plantas con sintomas de infeccion
por PVY. En este ensayo, solo una planta presentd
sintomas atipicos y fue positiva para PVY, pero no
para PYVV. De las 45 muestras evaluadas para PVY'y
PYVWV (Fig. 2), 20 plantas fueron positivas para los dos
virus; de estas 17 tenian sintomas para PYVV y tres no
mostraban sintomas en las hojas (Tabla 1).

Un subgrupo de 21 de las 45 plantas fueron evalua-
das por ELISA. De estas, en 18 se detectd PVX pero las
plantas no mostraban mosaicos asociados a este virus.
Ademas, 8 plantas estaban infectadas simultaneamen-
te por PVY, PYW y PVX, pero sus sintomas correspon-
dian a PYWV. En las plantas evaluadas por ELISA no se
detectaron plantas infectadas con PVM o PVS.

En el ensayo 2, se estudiaron 12 plantas. En
nueve de estas, por observacién visual se determi-
né la presencia de sintomas atipicos; cinco de es-
tas muestras fueron positivas para PYVV y tres para
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PVY, pero solo una presenté coinfeccién por los dos
virus. Por otro lado, en dos plantas con sintomas de
PYVV se confirmé la presencia de este virus (Fig. 2).
Una planta no sintomética fue negativa para PVY y
PYWV (Tabla 2).

Figura 1. Plantas de papa
con sintomas atipicos, sinto-
mas asociados a PYVV y PVY,
y sin sintomas. A, planta no
sintomatica; By C, sintomas de
PYVV: D, sintomas de PVY; E-l,
sintomas atipicos en diferentes
grados de intensidad.
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Tabla 1. Resultados de RT-PCR y ELISA-DAS del Ensayo 1

RT-PCR ELISA-DAS
- PVY +
Sintomas  NUmero  pyy pyyy PVY4  pys  pux PLRV PVM PYVV +
de muestras PYVV PVX
Sin sintomas 9 794939 04 44 24 0/ 0/4
aparentes
Sintomas
de PYW 35 19/35  30/35 17/35 0/16  14/176  0/16 0/16 8/16
Sintomas PVY 0 0
i”,to.mas 1 171 01 0 o1 01 01 01 0/1
tipicos
Total 45 27/45  34/45 20/35 0/21 18/21 2/21 0/21 8/21
Los fraccionarios representan el nimero de muestras positivas/total de muestras evaluadas, por cada categoria de sintomas.
®
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
—g
—— 600pb
—— 500pb
—— 200pb
300pb

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Figura 2. Deteccion de PVY y PYW por RT-PCR (A) Deteccién de PVY por RT-PCR Carriles 1 a 20: muestras Finca 1, Carril 20: muestra Finca 1, Carril
21: Finca 2 Carril 22: Control negativo, Carril 23: marcador de peso molecular Hyperladder™ Il (Bioline). (B) Deteccién de PYVV por RT-PCR. Carril
1: marcador de peso molecular Hypperladder™ Il (Bioline). Carriles 2 a 21 Finca 1, Carril 22: Finca 2, Carril 23: Control negativo, carril 24: Control
Positivo PYVV.

ISSN 1900-4699 © Volumen 11 ® Numero 2 ® Paginas 26-37 ® 2015 ¢ DOI http://dx.doi.org/10.1835%/rfcb.1297



Tabla 2. Resultados de RT-PCR del Ensayo 2

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS 33

RT-PCR
Sintomas Numero PVY PYVV PVY + PYVV
de muestras
Sin sintomas 1 o/1 /1
aparentes
Sintomas de PYVV 2 - 2/2
Sintomas Atipicos 9 4/9 6/9 1/9
Sintomas PVY 0
Total 12 4 8 1

Los fraccionarios representan el nimero de muestras positivas/total de muestras evaluadas, por cada categoria de sintomas.

DISCUSION

La presencia de PVY y PYVV ha sido reportada para
cultivos de papa en Colombia (Sédnchez de Luque et al.
1991; Salazar, 1997; Salazar et al. 2000; Gil et al. 2011;
Guzman et al. 2012; Franco-Lara et al. 2013). Ademas,
Villamil-Garzén et al. (2014) reportaron coinfeccion en-
tre PVY y PYWV en Solanum tuberosum en Colombia,
mediante secuenciacion profunda, sin embargo no
asociaron este resultado a sintomas particulares. La
secuenciacion profunda es una técnica donde se se-
cuencian fragmentos de 21 a 24 nucleétidos de ARN
de doble banda, llamados siRNA (small interfering
RNAs), los cuales se producen como consecuencia
de la activacién de un mecanismo de defensa ante la
infeccion de virus ARN y viroides. Estos fragmento se
superponen entre si, de forma que empleando méto-
dos bioinformaticos adecuados es posible reconstruir
la secuencia de virus ARN y viroides que infectan una
planta, sin necesidad de informaciéon previa (Kreuze
et al. 2009; Coetzee et al. 2010). Los sintomas atipicos
descritos en este trabajo se observan frecuentemente

en cultivos de papa con sintomas de infecciones vi-
rales, en departamentos como Cundinamarca y Na-
rino. Por lo anterior, se evalué la posibilidad de que
coinfecciones entre PVY'y PYW fueran la causa de los
sintomas atipicos posiblemente debido a una relacién
sinergistica entre los dos virus.

Potyirus y Crinivirus han sido reportados en in-
fecciones sinergisticas, por ejemplo en el caso de
Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV, Crinivi-
rus) y Sweet potato feathery mottle virus (SPFMYV,
Potyvirus) en lpomoea batatas L., (Karyeija et al.
2000; Mukasa et al. 2006) y en el caso de Turnip
mosaic virus (TuUMV, Potyvirus) y Lettuce infectious
yellows virus (LIYV, Crinivirus) (Wang et al. 2009).
Las interacciones sinergisticas alteran la titulacién
viral de uno de los virus coinfectantes y agravan
los sintomas expresados en el hospedero, gene-
ralmente causando un aumento en el porcentaje
de pérdidas en cultivos infectados con respecto a
un cultivo que solo este infectado con un solo vi-
rus (Vance et al.1995).
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Los resultados de este trabajo muestran que los
sintomas atipicos no se asocian con la infeccién si-
multdnea de PVY y PYVV. Teniendo en cuenta los
resultados de los dos ensayos realizados, plantas
coinfectadas con PVY y PYVV eran asintomaticas (3
plantas de 10 evaluadas), presentaban sintomas ca-
racteristicos de PYVV (17 de 37 plantas evaluadas) y
solo en un caso (de 10 evaluadas), una planta coin-
fectada mostré sintomas atipicos.

Del total de 57 plantas evaluadas, 42 fueron po-
sitivas para PYVV. De estas, 34 presentaban sintomas
caracteristicos del virus, cinco presentaban sintomas
atipicosy tres no presentaban sintomas aparentes de
virosis. La existencia de plantas infectadas con PYWV
que no desarrollan sintomas durante su ciclo de vida
ha sido reportada anteriormente (Salazar 1997, Sala-
zar et al. 2000; Franco-Lara et al. 2013), pero se des-
conocen las causas de este fendmeno. La ausencia
de sintomas en plantas de papa infectadas con PYVV
dificulta el diagnéstico del virus y los célculos de in-
cidencia en campo, ademas se desconoce el rol de
estas plantas en la epidemiologia de la enfermedad
(Franco-Lara et al. 2013). Por otro lado, se reportan
cuatro plantas del ensayo 1 con sintomas severos de
PYVV, en las cuales no fue posible detectar el virus
por RT-PCR. Esto puede deberse a que cuando el
tejido manifiesta sintomas severos causados por el
virus, la actividad fotosintética del tejido se ve redu-
cida haciéndolo incapaz de mantener la replicacion
viral; en consecuencia el virus es dificil de detectar
(Guzman et al. 2013).

No se observaron plantas con sintomas de PVY.
Los sintomas de PVY son relativos a la cepa del virus,
al hospedero (cultivar de papa) y a las condiciones cli-
maticas. Por ejemplo la cepa ordinaria de PVY (PVY®)
provoca en papa un bandeado severo, rugosidad o
enrollamiento de la hoja; la cepa necrdtica (PVY? no
causa reaccion de hipersensibilidad pero produce un
moteado leve y necrosis en las venas en Nicotiana
tabacum y PVY< que produce mosaico leve a severo,

rugosidad en la hoja, defoliacién y enanismo en algu-
nos cultivares de papa. Ademas se registran subgru-
pos en las dos primeras cepas, que se atribuyen a pro-
ductos de recombinacién, PVYN™ y PVYN, los cuales
producen sintomas leves en las hojas y/o necrosis en
el tubérculo (De Bokx y Huntinga, 1981 citado en Wal-
sh et al. 2001; Piche et al. 2004; Schubert et al. 2007).
Segun Gil et al. (2011) las cepas PVYN y PVYN™, se re-
portan en Colombia; PVYN produce sintomas leves en
las hojas, como el moteado leve y necrosis en el tu-
bérculo, mientras que PVYN™ produce anillos necroti-
cos en tubérculos. Cuando se produce la enfermedad
del anillo necrético de la papa (PTNRD) causada por
PVYN™N se pueden presentar pérdidas en produccion
hasta del 100% de perdidas (Schubert et al. 2007), sin
embargo en este trabajo no se determind la presen-
cia de sintomas en los tubérculos.

En el ensayo 1, también se determiné la presen-
cia de otros virus comunes en cultivos de papa en
Colombia como PVX, PVS y PLRV (Sédnchez de Luque
et al. 1991) (Tabla 1), ademas de PVM, que a pesar
de no ser comun en cultivos de papa de Colombia,
produce sintomas que pueden ser confundidos con
los producidos por PVX, PVY'y PVS (Ruiz de Galarreta
et al. 1998). Del total de 20 plantas evaluadas por
ELISA, 18 presentaban infeccién por PVX aunque no
se observaron sintomas asociados a este virus, posi-
blemente porque el moteado era muy suave y pasd
desapercibido durante las observaciones en campo.
Ocho de estas plantas, ademéas de PVX estaban in-
fectadas también con PVY y PYVV, pero presentaban
sintomas de caracteristicos de PYVV. Lo anterior
sugiere que no existe sinergismo sintomatico entre
PYWV y PVY o PVX. Doce plantas estaban infectadas
con PVY y PVX, pero no presentaban el mosaico se-
vero o arrugamiento de las hojas que generalmente
se asocia con estos dos virus. El sinergismo entre
PVY y PVX es bien conocido y se sabe que causa
pérdidas importantes en cultivos de papa (Lawson
et al. 1990), entonces es posible que en este caso la
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productividad de las plantas esté considerablemen-
te reducida (Guerrero y Martinez, 1980; Lawson et al.
1990; Savenkov y Valkonen, 2001).

En conclusién, se rechaza la hipdtesis planteada
inicialmente, es decir que los sintomas atipicos no
se deben a la coinfeccién por PVY y PYVV, lo que
concuerda con lo reportado por Villamil-Garzén et
al. (2014) en donde se descarta la existencia de si-
nergismo entre PVY y PYVV en plantas de papa y se
propone una relacion neutral entre ellos. Por otro
lado, los sintomas atipicos observados podrian co-
rresponder a sintomas producidos por un virus no
reportado para Colombia. Los virus causan sinto-
mas muy diversos en las plantas y que su expresion
puede confundirse con el efecto de desbalances
nutricionales en plantas, aunque generalmente los
desbalances nutricionales se observan de forma
generalizada en el cultivo, y no en unas pocas plan-
tas como en este caso. Los sintomas més obvios en
plantas se observan en las hojas aunque otros érga-
nos también se ven afectados. En hojas, se pueden
detectar lesiones cloréticas (cuando hay pérdida de
actividad fotosintética), necréticas (muerte celular) o
las manchas en forma de anillo. También se observan
parches decolorados, mosaicos, moteados, rallados,
variegaciones, amarillamiento de las venas o de las
regiones intervenales entre otros. Todos estos sinto-
mas tienen en comuin que se observan como regio-
nes decoloradas o amarillas de diversas formas que
contrastan con regiones verdes del color normal de
las hojas sanas, algunas veces con bordes bien defi-
nidos y otras veces con bordes difusos (Agrios, 1997;
Matthews, 1980). Los sintomas atipicos observados
en este trabajo, corresponden a secciones amarillas
sobre un fondo verde oscuro con forma de motea-
do severo, pero se requieren evidencias adicionales
para determinar su etiologia.

A pesar del pequefio nimero de muestras eva-
luadas en este trabajo, se plantean interrogantes
acerca de los sintomas causados por virus en los

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS

cultivares colombianos y las posibles interacciones
que ocurren entre ellos. Ademas, sugieren la exis-
tencia de un virus diferente a PVX, PVY, PVS, PLRV,
PVM y PYVV que seria el agente etioldgico de los
sintomas atipicos. En Colombia hay estadisticas
muy limitadas acerca de la prevalencia de virus en
cultivos de papa evaluados por ELISA o por RT-
PCR, pero estos resultados sugieren que muchos
virus pueden pasar desapercibidos en la evaluacién
visual por sintomas y que deben existir otros virus
no reportados a la fecha que puede afectar la pro-
duccion de papa en el pais.
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