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RESUMEN

La virosis del tomate de arbol es una de las
enfermedades de mayor importancia econémi-
caen las regiones productoras de este frutal en
Colombia. Recientemente, se ha determinado
que esta enfermedad es causada por un com-
plejo viral, del cual hacen parte entre otros: po-
tyvirus, cucumovirus, alfamovirus y polerovirus.
Algunas de las especies de estos géneros vira-
les son transmitidas en los cultivos por afidos.
El manejo de las enfermedades virales se fun-
damenta en el uso de semilla sanay en el con-
trol de las poblaciones de sus vectores. Esta in-
vestigacion se planted con el fin de identificar
algunas de las principales especies de &fidos
presentes en los cultivos de tomate de arbol
en los cultivos de Antioquia y Narifio, evaluan-
do su posible participacién como vectores de
los virus Cucumber mosaic virus (CMV), Po-
tato leaf roll virus (PLRV) y Potyvirus, median-
te la utilizacion de pruebas de ELISA, RT-PCR
y secuenciacién de la capside viral. Los afidos
obtenidos en los dos departamentos fueron
inicialmente diferenciados con base en su mor-
fologia en dos grupos: afidos negros y verdes,
procediéndose a su identificacion con base en
las secuencias de una regién del gen mitocon-
drial Citocromo oxidasa subunidad | (COl), co-
mo Aphis gossypii y Macrosiphum euphor-
biae. Los resultados de las pruebas seroldgicas
indicaron la presencia de Potyvirus y PLRV para
las muestras de A. gossypii de Narifio y Antio-
quia, mientras que CMV se detectd en ambas
especies de afidos en cultivos de Narifio, pero
no en Antioquia. Las pruebas de RT-PCR per-
mitieron la obtencién de los amplicones espe-
rados para PLRV y Potato virus Y (PVY) a partir

del ARN extraido de individuos de A. gossy-
pii, situacién que fue confirmada por secuen-
ciacién. Esta investigacion plantea la necesi-
dad de realizar estudios epidemiolégicos que
evallen la prevalencia de los &fidos detectados
en diferentes regiones cultivadoras de tomate
de arbol del pafs, su eficiencia en la transmisién
de los virus detectados y su posible patogeni-
cidad cruzada con cultivos como papa, tomate
y otras solanaceas en los Andes de Colombia.

Palabras clave: Aphis gossypii, CMV, Ma-
crosiphum euphorbiae, PLRV, PVY.

ABSTRACT

Virus diseases of tamarillo orchards are one
the most economically important biotic prob-
lems of this crop in Colombia. Recently, it has
been determined that this disease is caused by
a virus complex, including: potyvirus, cucumo-
virus, alfamovirus and polerovirus. Some spe-
cies of these viruses are transmitted by aphids
in different crops. Management of viral diseas-
es is based on using healthy seed and control
of vector populations. This research was de-
veloped to identify some of the main species
of aphids present in the tamarillo crops from
provinces of Antioquia and Narifio, evaluat-
ing their possible role as vectors of Cucum-
ber mosaic virus (CMV), Potato leaf roll virus
(PLRV) and potyvirus, through ELISA, RT-PCR
and sequencing of the viral capsid gene (CP).
Aphids from the two provinces were initially
differentiated based on their morphology in-
to two groups: black and green aphids, which
were identified as Aphis gossypii and Macrosi-
phum euphorbiae, respectively, based on the
sequences of a region of mitochondrial gene
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cytochrome oxidase subunit [ (COIl). The results
of serological tests indicated the presence of
PLRV and potyvirus for samples of A. gossy-
pii from Narifio and Antioquia, while CMV was
detected in both species of aphids in crops
from Narifio, but not from Antioquia. The RT-
PCR tests produced the expected amplicons
for PLRV and Potato virus Y (PVY) from extract-
ed RNA in individuals of A. gossypii. This re-
sult was confirmed by sequencing of CP. This
research suggests the need for epidemiologi-
cal studies assessing the prevalence of aphids
found in different tamarillo growing regions of
the country, their transmission efficiency and
possible cross-pathogenicity to other solana-
ceous crops such as potatoes and tomatoes in
the Andes of Colombia.

Key words: Aphis gossypii, CMV, Macro-
siphum euphorbiae, PLRV, PVY.

INTRODUCCION

Durante los ultimos afos el cultivo de toma-
te de arbol (Solanum betaceum) se ha constitui-
do en una alternativa viable para los agricultores
de las regiones andinas de Colombia, reempla-
zando cultivos tradicionales que dejan bajos ni-
veles de rentabilidad y como sustituto de los
cultivos ilicitos, dadas sus excelentes caracteris-
ticas organolépticas y su gran aporte nutricio-
nal, que lo hacen muy atractivo para la industria
de bebidas y alimentos en fresco (Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2006).

Antioquia y Narifio se han constituido en
dos de los principales productores de este fru-
tal, contribuyendo al crecimiento de la deman-
da interna y a la exportacién de esta fruta ha-
cia diferentes paises. Sin embargo, la presencia

de diferentes problemas fitosanitarios entre los
cuales se destacan la antracnosis (Colletotri-
chum acutatum) y la virosis del tomate de arbol,
vienen afectando drésticamente los planes de
expansion del cultivo. Los principales sintomas
asociados a la virosis del tomate de arbol corres-
ponden a mosaicos foliares acompafnados de
ampollamiento, engrosamiento y amarillamien-
to de venas, cambios en la coloracion y textura
de los frutos, reduccién en la produccion y dis-
minucién de la longevidad de las plantas afec-
tadas (Tamayo, 1996; Betancourth et al., 2003;
Cruz, 2005; Gil et al., 2009).

Esta diversidad de sintomas se ha asociado
a un complejo viral del cual hacen parte los vi-
rus Potato leaf roll virus (PLRV), Cucumber mo-
saic virus (CMV), Tomato mosaic virus (ToMV),
Tomato spotted wilt virus (TSWW), Alfalfa mo-
saic virus (AMV), Tomato ringspot virus (ToRSV)
y al menos dos especies de Potyvirus: Potato
virus Y (PVY) y Tamarillo leaf malformation vi-
rus (TaLMV) (Ayala, 2009; Jaramillo, 2009, Alva-
rez, 2010). Sin embargo, la importancia de ca-
da uno de estos virus sobre el rendimiento y la
reduccién en el periodo de produccién de los
cultivos de tomate de arbol del pais, no se ha
determinado plenamente, asi como tampoco
sus hospedantes alternos, ni sus mecanismos
especificos de transmision.

Los virus no pueden penetrar la cuticula de
la plantas, razén por la cual necesitan de la ayu-
da de insectos, acaros, hongos o nematodos
para su transmision y permanencia en un hos-
pedante, aunque en la agricultura su dispersién
por medios mecanicos, propagacion vegeta-
tiva y eventualmente por semilla botanica, son
especialmente importantes (Salazar, 1995; Hull,
2004). La mayoria de los vectores de virus son
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los insectos chupadores, dentro de los cuales se
encuentran aquellos del orden Hemiptera (afi-
dos, moscas blancas, saltahojas, saltaplantas),
aunque también existen vectores con apara-
to bucal masticador, especialmente del orden
Coleoptera y raspador (Thysanoptera) (Agrios,
2005; Astier et al., 2007). Entre los insectos, los
afidos (Aphididae) son el grupo mas importante
de vectores de virus de plantas, siendo aproxi-
madamente responsables del 66% de los virus
transmitidos por invertebrados en hospedantes
vegetales (Hull, 2004; Astier et al., 2007).

Diferentes modos de transmisién se pue-
den presentar debido a la biologia y la anato-
mia de los vectores, las estructuras externas
de los virus, las propiedades intrinsecas de la
proteina de la capside viral y su genoma (Khan
y Dijkstra, 2006). Entre las especies de &fidos,
las caracteristicas morfoldgicas y de compor-
tamiento, como estructura bucal, modo de ali-
mentacién, forma de dispersion en busqueda
de hospederos, forma biolégica (alados o &p-
teros), alternancia de generaciones y tasa de
reproduccién, son fundamentales para deter-
minar su capacidad de transmitir los virus de
manera efectiva (Astier et al., 2007).

Existen diferentes formas de transmision
de los virus por los insectos (circulativos y no
circulativos); estos varian en el tiempo de ad-
quisicion en la planta enferma, incubacion en
el vectory el periodo de inoculacién en la plan-
ta sana. Los virus circulativos, no se transmiten
mecéanicamente, algunos se transmiten por se-
milla y abundan en las células del floema. Se
llaman virus circulativos porque se acumulan y
movilizan dentro del vector hasta llegar a las
glandulas salivales. Estos virus son clasificados
en circulativos propagativos y no propagativos,

segun si se replican o no en el interior del vec-
tor (Reinbold et al., 2003). Generalmente los vi-
rus que se transmiten de forma no circulativa lo
hacen mecénicamente y abundan en las célu-
las del parénquima o en el floema. Este grupo
se clasifica de acuerdo a si el virus permane-
cen minutos/horas (no persistente) o dias/se-
manas (semipersistente) en el vector. (Singh et
al., 1996; Reinbold et al., 2003).

De los virus detectados en tomate de éar-
bol en el pais, es bien conocida la transmisién
de forma no circulativa que realizan los &fidos
del virus PVY en cultivos de papa (Salazar, 1995;
Schubert et al., 2007) y del CMV en cucurbita-
ceas y otros hospedantes (Sokhandan et al.,
2006), mientras que el PLRV se transmite de for-
ma circulativa (Singh et al., 1995). Sin embargo,
en el pais sélo existen reportes de la transmisién
por afidos de la especie Myzus persicae, de un
potyvirus no identificado en cultivos de tomate
de érbol del departamento de Narifio. Los sinto-
mas asociados a dicho virus se caracterizan por
la presencia de manchas aceitosas, clorosis, mo-
saicos, distorsiones en color, tamano y forma de
las hojas y frutos (Betancourth et al., 2003). En
Nueva Zelanda, Eagles (1994) reporté la transmi-
sién del potyvirus Tamarillo mosaic virus (TaMV)
por esa misma especie de afido y Vizuete et al.
(1994) confirmé que M. persicae transmitia el PL-
RV en cultivos de este frutal en Ecuador.

Tradicionalmente la deteccién de la trans-
mision de virus por afidos ha sido realizada
a partir de pruebas de inoculacién en am-
bientes controlados, de un determinado nu-
mero de individuos de la especie en evalua-
cién, sobre una o varias plantas hospedantes
(Matthews, 1993). En los ultimos anos la utili-
zacion de técnicas serolégicas y moleculares
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para la deteccidn directa de los virus en los
insectos colectados sobre las plantas en el
campo han ganado fuerza, debido al aumen-
to en la rapidez y sensibilidad que ofrecen és-
tas. Asi por ejemplo, existen reportes que han
validado el uso de metodologias basadas en
ELISA (Clark et al., 1980; Vizuette et al., 1990),
RT-PCR (Singh et al., 1996; Nie y Singh, 2001,
Cambra et al., 2004), IC-RT-PCR (Ahouee et
al., 2010) y RT-PCR en tiempo real (Fabre et al.,
2003; Olmos et al., 2005) para la deteccién de
virus en afidos de diferentes cultivos.

Debido al desconocimiento generalizado
que se tiene en los cultivos de tomate de arbol
del pais del papel que juegan los afidos como
vectores de algunos de los virus asociados a la
virosis, en este trabajo se realizd una evalua-
cién de la identidad taxondmica de algunas de
las especies de afidos presentes en cultivos de
los Departamentos de Antioquia y Narifio, ade-
mas de la deteccién seroldgica y molecular de
los virus CMV, PLRV y Potyvirus en extractos de
afidos, como una manera de contribuir al co-
nocimiento de esta importante variable epide-
mioldgica, fundamental para el desarrollo de
estrategias de manejo de las enfermedades vi-
rales de este cultivo en Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

Esta investigacion se desarrollé en el La-
boratorio de Biologia Celular y Molecular de
la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin. Las muestras de afidos fueron ob-
tenidas de cultivos de tomate de arbol que
se encontraban afectados por virosis locali-
zados en los departamentos de Antioquia

(municipios Carmen de Viboral, veredas Sa-
maria y Quirama; Santa Rosa de Osos, vere-
das Palenque y La Chapa) y Narifio (munici-
pio de Cdérdoba, vereda El Chair). En cada
municipio se registraron por la presencia de
&fidos, un minimo de cinco cultivos de toma-
te de arbol en etapa de producciéon. En aque-
llos cultivos donde se encontré una alta can-
tidad de é&fidos, se procedid a su coleccion
con la ayuda de un pincel fino, requiriéndose
un minimo de 300 mg para las pruebas pos-
teriores de laboratorio.

Identificacion molecular de afidos

En el campo se realizé la separaciéon mor-
folégica de los afidos que se encontraban
alimentando de plantas de tomate de arbol,
dividiéndose en afidos verdes y negros. Asi,
en Antioquia se obtuvieron dos muestras de
afidos negros mientras que en Narifio se co-
lectaron dos muestras de &fidos negros y
dos muestras de afidos verdes. La identifi-
cacion se realizd a partir de las seis muestras
de &fidos colectadas, procediéndose a la ex-
traccion de su ADN a partir de la maceracién
de 100 mg de afidos con nitrégeno liquido y
el uso del kit DNeasy plant mini kit (Qiagen,
California, USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Las reacciones de PCR consistieron de: 36.7
plL de agua, 4 pL de MgCl, (25 mM), 5 uL Buffer
10X, 1 yL de dNTPs (2,5 mM), 0.5 pyL de cada
cebador (10 pM) (HCO: 5 TAA ACT TCA GGG
TGA CCA AAA AAT CA 3"y LCO: 5" GGT CAA
CAA ATC ATA AAG ATA TTG G 3') (Stahls y
Savolainen, 2008), 0.3 pL de Tag ADN polime-
rasa (5U pL") y 2 uL de ADN para un total de 50
uL de volumen. El programa de amplificacién
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consistié de una fase inicial de separacién de la
doble cadena a 94°C por 3 min, seguido de 35
ciclos a 93°C por 30's, 48°C por 1 min, 72°C por
1 min, y una extension final a 72°C por 10 min.

Los productos amplificados fueron sepa-
rados por electroforesis en gel de agarosa al
1.5% suplementado con 4 pL de bromuro de
etidio (10 mg mL"), visualizados utilizando un
transiluminador UV (Biometra, Gottingen, Ale-
mania) y su tamafio verificado por comparacién
con el marcador de peso molecular Generuler
100 pb DNA ladder (Fermentas).

Los amplicones del tamafio esperado para
cada una de las muestras (4fidos verdes y afi-
dos negros), fueron purificados directamente
del gel mediante el kit QlAquick Gel Extrac-
tion (Qiagen), para proceder a su secuencia-
cién directa utilizando los cebadores para el
gen Citocromo Oxidasa en la compafia Ma-
crogen (Corea del Sur).

Las secuencias obtenidas con cada cebador
fueron editadas mediante el software BioEdit
6.0.6 y Chromas 1.45, construyéndose secuen-
cias consenso y confirmandose la identidad de
las especies de afidos por comparacion con el
GenBank mediante el programa Blastn (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi).

Deteccién seroldgica de virus en afidos

colectados en cultivos de tomate de arbol

A partir de las seis muestras de afidos co-
lectadas se procedio al diagndstico viral me-
diante pruebas de ELISA de la compania Ag-
dia (Indiana, EEUU), para los virus PLRV, CMV
y Potyvirus asociados a la virosis del tomate
de arbol en Colombia (Jaramillo, 2009) y re-
portados como virus transmitidos por afidos,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
siguientes son las caracteristicas de las prue-
bas realizadas: a) CMV: Prueba de TAS-ELISA
utilizando anticuerpos policlonales y detec-
ciéon con mezcla de anticuerpos monoclona-
les, uno de ellos conjugados a la enzima Fos-
fatasa alcalina, b) PLRV: Prueba de DAS-ELISA
utilizando anticuerpos policlonales y detec-
cién con anticuerpos policlonales conjuga-
dos a la enzima Fosfatasa alkalina, ¢) Grupo
de Potyvirus: Prueba de ACP-ELISA utilizan-
do anticuerpos monoclonales desarrollados
por USDA (Beltsville, Maryland, USA) y detec-
cién con anticuerpo monoclonal conjugado a
la enzima Fosfatasa alkalina.

Cada prueba incluyé un control positi-
vo (suministrado por el fabricante en forma
liofilizada) y un control negativo (buffer de

Debido al desconocimiento generalizado que se tiene en los
cultivos de tomate de arbol del pais del papel que juegan los &fidos
como vectores de algunos de los virus asociados a la virosis, en
este trabajo se realizé una evaluacién de la identidad taxondémica
de algunas de las especies de é&fidos presentes en cultivos de los
Departamentos de Antioquia y Narifio.
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extraccién). Los pozos con reaccién positiva
se consideraron como aquellos en los cuales
la lectura de absorbancia a 405 nm obtuvo un
valor minimo del doble de la lectura obtenida
en el control negativo, siguiendo el criterio de
Matthews (1993). Los resultados colorimétri-
cos fueron cuantificados en un espectrofoté-
metro Multiscan (Labsystem, Finlandia).

Identificacién molecular de virus en afidos

Se llevd a cabo mediante el empleo del
kit RNeasy plant mini kit (Qiagen, California,
EEUU) a partir de una de las muestras de afi-
dos que resultaron positivas en las pruebas de
ELISA para cada virus. Para este procedimien-
to se maceraron 100 mg de &fidos (verdes y ne-
gros), utilizando 450 L de buffer RLT y 10 uL de
B-mercaptoetanol, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Al finalizar el procedimiento, el
ARN obtenido fue resuspendido en 30 plL de
agua destilada ésteril libre de ARNasas.

Las reacciones de RT-PCR se realizaron con el
kit Qiagen OneStep RT-PCR (California, EEUU),
incluyendo 5 pL de ARN total, 0,6 uM de cada
cebador especifico para PVY (Potyvirus) (PVYF:
5" ACG TCC AAA ATG AGA ATG CC 3’y PVYR:
5 TGG TGT TCG TGA TGT GAC CT 3'), CMV
(CMVF: 5 GAT CCG CTT CTT CTC CGC GAG 3’
y CMVR: 5" GCC GTA AGC TGG ATG GAC 3) y
PLRV (PLRVF: 5" CGC GCT AAC AGA GTT CAG
CC3'yPLRVR: 5 GCAATG GGG GTC CAACTC
CAA CTC AT 3') (Rizos et al, 1992; Singh et al,
1995; Nei y Singh, 2001), 1X de Buffer QIAGEN
OneStep RT-PCR Buffer, 400 uM de dNTPs y 2
UL de mezcla de enzimas Qiagen (transcriptasa
reversa Omniscript, transcriptasa reversa Sensis-
cript y Polimerasa de ADN HotStarTaq). El pro-
grama de amplificacidon consistié de una fase

inicial de sintesis de la primera cadena a 50°C
por 30 min, seguido de la activacién de la Taq
polimerasa HotStar a 95°C por 15 min y 35 ciclos
a 94°C por 1 min, 52°C por 1 min, 72°C por 1.30
min y una extension final de 10 min a 72°C.

Los productos amplificados fueron sepa-
rados por electroforesis en gel de agarosa al
1,5% suplementado con 4 pL de bromuro de
etidio (10mg mL"), visualizados utilizando un
transiluminador UV (Biometra, Gottingen, Ale-
mania) y su tamafio verificado por comparacién
con el marcador de peso molecular Generuler
100 pb DNA ladder (Fermentas).

Los amplicones del tamafio esperado pa-
ra los virus evaluados, fueron purificados direc-
tamente del gel mediante el kit QlAquick Gel
Extraction (Qiagen), para proceder a su se-
cuenciacién directa utilizando los mismos ce-
badores del RT-PCR. Las secuencias obtenidas
con cada cebador fueron editadas mediante
el software BioEdit 6.0.6 y Chromas 1.45, cons-
truyéndose secuencias consenso y confirman-
dose su identidad con genes virales por com-
paracion con las bases de datos moleculares,
mediante el programa Blastn.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sintomatologia asociada a la virosis

del tomate de arbol

La enfermedad de la virosis del tomate de
arbol ha ocasionado grandes pérdidas en las
regiones cultivadoras de este frutal en Colom-
bia (Gil et al, 2009; Alvarez, 2010). Las obser-
vaciones en campo indicaron que los sintomas
asociados a dicha enfermedad se caracteri-
zan principalmente por presentar una gran
variedad de deformaciones en el area foliar y
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Figura 1. Sintomatologia asociada a la virosis del tomate de arbol en hojas y frutos en cultivos de Antioquia y Narifio.

cambios en la coloracién y textura de los fru-
tos, aunque para cada una de las regiones
muestreadas predominé un rango de sinto-
mas caracteristicos a la enfermedad. Los sinto-
mas de la virosis del tomate de arbol en Antio-
quia se manifestaron inicialmente a principios
de los afios noventa en Santa Rosa de Osos
y en el Oriente Antioquefio (Tamayo, 1990;
Saldarriaga y Bernal, 1994). En esta investiga-
cién, los sintomas observados en Antioquia se

Figura 2. Amplificacién mediante PCR del gen mitocondrial
Citocromo oxidasa subunidad | a partir de ADN de &fidos aso-
ciados a cultivos de tomate de arbol.

caracterizaron por la presencia de mosaicos
acompanados de bronceado, engrosamiento
de nervaduras, ampollamientos y formacién
de rosetas. En los frutos verdes se presentan
manchas moradas que cambian a diferentes
tonalidades rojizas con la maduracion, ade-
mas es frecuente encontrar frutos deformes y
dafios en la calidad de la fruta. Esta sintoma-
tologia coincidié plenamente con la descrip-
cién detallada que realizé Jaramillo (2009) de
la virosis del tomate de arbol en cinco regio-
nes productoras de este frutal en Antioquia.
En Narino, las observaciones en campo indi-
caron ademas de los mosaicos, la presencia de
manchas aceitosas y anillos cloréticos, los cuales
estaban acompafados de clorosis general en las
hojas. En los frutos, los sintomas se asemejaban
a los observados en Antioquia (Figura 1).

Identificacion molecular de afidos

Los cebadores utilizados para la amplifica-
cién de la subunidad | del gen Col tanto para
los &fidos verdes como para los afidos negros,
permitieron la obtencién de los amplicones
del tamafio indicado por Stahls y Savolainen
(2008) a partir de las muestras bajo andlisis
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(Figura 2), selecciondndose para secuencia-
cién un amplicon de cada tipo de afido por de-
partamento. El analisis Blast de las secuencias
generadas en este estudio, indicd la identidad
taxonémica de los afidos verdes como Macro-
siphum euphorbiae (Thomas) mientras que los
afidos negros correspondieron a la especie
Aphis gossypii (Glover). De esta forma, para el
departamento de Antioquia solo se encontrd
la especie A. gossypii, mientras que en Narifo
ambas especies fueron identificadas.

Los afidos son insectos chupadores de
plantas que comprenden mas de 4000 espe-
cies en todo el mundo, lo que evidentemen-
te representa un gran nivel de complejidad al
momento de realizar la identificacién morfolé-
gica de dichas especies (Ortiz et al., 2004). El
ADN mitocondrial ha sido ampliamente usado
en estudios evolutivos, poblacionales y como
apoyo en la identificacién de especies de in-
sectos (Foottit et al, 2008). Dependiendo del
gen empleado y del organismo en estudio, las
secuencias de ADN mitocondrial permiten di-
ferenciar desde categorias taxonémicas supe-
riores como orden hasta niveles infraespecifi-
cos como razas y formas (Marin et al., 2009).
Para el caso de la identificacién de especies
de &fidos, Foottit et al. (2008) han evaluado
la utilidad de la region 5’ del gen COI, reco-
mendéndola como ideal para su implemen-
tacién como cédigo de barras de ADN para
los miembros de este grupo. Estos autores re-
portan que mediante su utilizacion fue posible
discriminar 300 especies de &fidos de 130 gé-
neros diferentes, con un porcentaje de varia-
cién intraespecifico de tan sélo 0,2%.

De gran interés resultd el hecho que la
especie Myzus persicae no fue detectada en

los cultivos de tomate de arbol evaluados,
por cuanto dicha especie es frecuentemen-
te reportada en este frutal en diferentes re-
giones (Gobernacion del Huila, 2009; Arnal
et al., 2005), e incluso esta especie fue repor-
tada por Betancourth et al. (2003) en Narifio,
como transmisora de un potyvirus no identifi-
cado a nivel de especie en cultivos de toma-
te de arbol de Narifo. Sin embargo, las dos
especies detectadas en este estudio, han si-
do igualmente reportadas en este cultivo en
Colombia y otros paises, siendo A. gosypii la
méas frecuentemente reportada (Yepes, 1999,
Arnal et al., 2005). Esta especie de &fido es
comuinmente conocida como el pulgén del al-
goddn, aunque su rango de hospedantes es
muy amplio, siendo considerado como alta-
mente polifago. Asi por ejemplo, Sanchez et
al. (2001) al evaluar su rango de plantas hos-
pedantes en una zona productora de melén
de Costa Rica, encontré la presencia de es-
te afido en 24 especies de plantas de 16 fa-
milias botéanicas diferentes. Morfolégicamen-
te se caracteriza por ser un afido pequefo,
de menor tamafio que otros afidos; los adul-
tos alados miden aproximadamente 1,25 mm
de largo, tienen cuerpo blando, y son de co-
lor amarillo a verde oscuro con cabeza y térax
negros. Las alas yacen como una especie de
techo sobre el abdomen cuando el individuo
se encuentra en reposo. Los adultos no ala-
dos tienden a medir entre 1y 1,5 mm de lar-
go, de color uniforme, y de amarillos a verde
oscuro a negro. Por su parte M. euphorbiae
es conocido como el pulgdn verde de la pa-
pa, aunque es igualmente polifago. Se carac-
teriza en su estado adulto aptero por medir
de 1,7 a 3,6 mm, con forma de huso alargado,
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Departamento Municipio Especie de afido
Santa Rosa de Osos  A. gossypii - + +
Antioquia

Carmen del Viboral A. gossypii - + -
M. euphorbiae + - -

Coérdoba Lote 1
A. gossypii + 3 +

Narifio

M. euphorbiae + - -

Coérdoba Lote 2
A. gossypii - + +

Tabla 1. Resultados de las pruebas de ELISA a partir de muestras de afidos obtenidas en cultivos de tomate de arbol de Antioquia y Narifio.

de color verde claro, algunas veces amarillo,
con ligeras manchas, mientras que los adultos
alados miden 1,7 a 3,4 mm, son de color ver-
de claro a rojizo, con tubérculos antenales di-
vergentes, antenas ligeramente obscurecidas,
térax con un lobulo verdoso o amarillo acara-
melado (Bayer, 2008). Estos resultados repre-
sentan una primera aproximacién a un inven-
tario entomoldgico de este grupo en dicho
frutal, por lo que es fundamental el desarrollo
de nuevos muestreos e identificacion de otras
especies de &fidos, para lo cual la metodolo-
gia de identificacién molecular realizada en
este trabajo resulta altamente recomendable.

Deteccidn serolégica de virus en afidos

colectados en cultivos de tomate de arbol

La deteccién de fitopatdogenos a partir de
material vegetal, vectores bioldgicos y reser-
vorios naturales como el suelo y las fuentes de
agua, es de vital importancia para garantizar

las condiciones fitosanitarias de los sistemas
agricolas (Hull, 2004). En los ultimos afos, las
técnicas de diagndstico han evolucionado
de manera tal que se han alcanzado niveles
de deteccién répidos y confiables permitien-
do incluso la deteccion asintomética de virus
en material de siembra sexual o asexual y en
insectos vectores; puntos criticos para cual-
quier programa de manejo integrado de en-
fermedades (Salazar, 1995).

En este sentido, las cuatro muestras de A.
gossypii y dos de M. euphorbiae se sometie-
ron a pruebas de ELISA para los virus CMV, PL-
RV y Potyvirus. Las cuatro muestras obtenidas
de A. gossypii en Antioquia y Narifio arrojaron
resultados positivos para el virus PLRV, mien-
tras que tres de dichas muestras también pre-
sentaron Potyvirus. Por otra parte, el virus CMV
se detectd en ambas especies de afidos en tres
de las muestras procedentes de Cérdoba (Na-
rifio), pero no en Antioquia (Tabla 1).
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El hallazgo de estos virus en éafidos pre-
sentes en cultivos de tomate de arbol de los
departamentos de Antioquia y Narifo, co-
inciden con los recientes reportes de Ayala
(2009) y Jaramillo (2009), quienes realizaron
estudios detallados de las especies y nive-
les de incidencia de Potyvirus y virus isomé-
tricos asociados a la virosis del tomate de
arbol en dichos departamentos, confirman-
dose que CMV, PLRV y los potyvirus: PVY y
TaLMV, se detectan con frecuencia en el teji-
do foliar sintomatico de este cultivo. Adicio-
nalmente, Alvarez (2010) registré a partir de
evaluaciones con las técnicas de RT-PCR y hi-
bridizacion dot-blot, que los virus PVY y PL-
RV se encontraban en semilla sexual de to-
mate de arbol, lo cual posiblemente seria un
indicativo de la posible transmisibilidad de
dichos virus por este medio.

Numero acce-

Homologia en GenBank

fragmento (pb)

Identificacion molecular

de virus en &fidos

Las pruebas de RT-PCR con cebadores para
los virus CMV, PLRV y PVY, permitieron la identifi-
cacion de estos dos Gltimos virus a partir de ARN
obtenido de &fidos de la especie A. gossypii. Sin
embargo, el virus CMV no pudo ser detectado
en ninguno de los afidos evaluados, a pesar del
cambio de diversas condiciones de las reaccio-
nes de RT-PCR (concentraciones de Mg, tem-
peraturas de anillamiento, diluciones del cDNA,
entre otras). El hecho que este virus se detecté
mediante ELISA pero no por RT-PCR puede ser
un indicativo de que los cebadores utilizados no
son lo suficientemente especificos para las va-
riantes de este virus presente en los cultivos de
tomate de arbol del pais, pues a pesar de que
fueron disefiados a partir de regiones conserva-
das en el genoma, cualquier mutacién presente

Tamaiio del

Identidad Valor e

sion
Potato |eafro|| virus isolate Shiraz FJ481107
coat protein gene
Potato |eafro|| virus isolate Shiraz AF539791
coat protein gene
coat protein [potato leaf roll virus
PLRV, Cuban isolate 77421
Potato leaf roll virus (Canadian
isolate) genomic RNA D13954
Potato leafroll virus genes for 23K
OREF (putative coat protein gene) Dilg7ss

291 99% 2e-143
291 99% 2e-143
291 99% 2e-143
291 99% 2e-143
291 99% 2e-143

Tabla 2. Homologia encontrada entre la secuencia del virus PLRV obtenida del &fido A. gossypiiy secuencias reportadas en NCBI.
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en la posicién del genoma a la cual se une el ex-
tremo 3’de los cebadores, puede conducir a la
no amplificacién del fragmento esperado, méxi-
me cuando diferentes autores reportan que es-
ta especie viral consiste de un amplio rango de
variantes que exhiben diferencias en sus hospe-
dantes y niveles de patogenicidad (Rizos et al.,
1992; Garcia-Arenal et al., 2000; Yu et al., 2005) y
que los diferentes mecanismos de rearreglo de
genes han jugado un importante papel en la his-
toria evolutiva de la especie viral CMV (Balaji et
al., 2008). En cualquier caso, trabajos futuros de-
ben buscar obtener secuencias del genoma del

cultivos de papa, no puede transmitirse mecani-
camente, ni por semilla sexual o polen, sino so-
lamente mediante tubérculos, injerto o por me-
dio de vectores (4fidos), que al alimentarse por
medio de sus estiletes mandibulares y maxila-
res, penetran hasta los vasos cribosos del floe-
ma, donde se adhieren para nutrirse del flujo
de la savia de la planta; de esta forma adquie-
ren con la savia enferma particulas de PLRV que
pasan a través de las paredes del canal alimen-
ticio hacia las glandulas salivales nuevamente
(Singh et al, 1995; Khan y Dijkstra, 2006). El pe-
riodo de latencia es de 8 a 72 horas, los periodos

Las pruebas de RT-PCR con cebadores para los virus CMV, PLRV y PVY,
permitieron la identificacion de estos dos Ultimos virus a partir de ARN
obtenido de &fidos de la especie A. gossypii. Sin embargo, el virus
CMV no pudo ser detectado en ninguno de los &fidos evaluados, a
pesar del cambio de diversas condiciones de las reacciones de RT-PCR.

virus CMV a partir de plantas afectadas de toma-
te de arbol, para proceder al disefio de nuevos
cebadores que permitan determinar las caracte-
risticas genotipicas de este virus en &fidos aso-
ciados a este cultivo en Colombia. Con respecto
al virus PLRV, se obtuvieron a partir de muestras
de A. gossypii de Narifio los amplicones del ta-
mafio esperado (336 pb), que una vez secuen-
ciado compartieron un 99% de identidad con
diferentes cepas de este virus, previamente de-
positadas en el GenBank a partir de plantas de
papa de diferentes paises (Tabla 2). El PLRV en

de adquisicidon y transmision requieren de un
tiempo minimo de alimentacién de 10-15 minu-
tos pero se necesita de 12 horas para que la efi-
ciencia en la trasmision se desarrolle al maximo.
Estos vectores una vez infectados, portan el vi-
rus durante toda su vida, por lo que ha este ti-
po de transmisién se le denomina persistente.
El vector mas eficiente del PLRV es M. persicae,
aunque M. euphorbiae, Aulacorthum solani, A.
gossypii, A. nasturtii, M. ascalonicus y Neomy-
zus circumflexus tambien han sido reportados
como vectores de dicho virus (Cordero, 2008).
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Ndmero Tamaiio del

Homologia en GenBank accesion fragmento Identidad Valor e
(pb)

Potato virus Y isolate NN333B_87_152 coat pro- s
tein gene. Isolate=recombinant PVYN/PVYO GolssEienr — 96% 0.0
Potato virus Y genes for polyprotein, Coat ®
protein. Isolate=NTNHO91 SRR L 5 G
Potato virus Y genes polyprotein, Isolate:
NTNHO90 AB331517 480 96% 0.0
Potato virus Y isolate 8084 coat protein gene. EF027897 480 96% 0.0
Isolate=NTN
Potato_virus Y coat protein gene. GQ496607 470 96% 0.0
Isolate=Latvia

Tabla 3. Homologia encontrada entre la secuencia del virus PVY obtenida del &fido A. gossypii y secuencias reportadas en NCBI.

Por otra parte, el virus PVY fue detectado a
partir de ARN de é&fidos de A. gossypii de An-
tioquia y Narifio, obteniéndose con los cebado-
res PVYF-R amplicones de 480 pb, que una vez
secuenciados presentaron niveles de identidad
superiores al 96% con las variantes PVYN™ obte-
nidas de papa de diferentes regiones del mun-
do (Tabla 3). El virus PVY es transmitido de for-
ma mecanica o por injerto, ademas por afidos de
manera no persistente, siendo algunas de las es-
pecies mas eficientes para su transmisién M. per-
sicae, A. fabae, A. gossypii, M. euphorbiae y Rho-
palosiphum insertum (Blchen-Osmond, 2006).

La deteccion de virus mediante RT-PCR a
partir de ARN viral ha sido utilizada para los dos
virus secuenciados en este trabajo. Para el caso
de PLRV Singh et al. (1995) utilizaron esta me-
todologia para evaluar la presencia de este vi-
rus en afidos de M. persicae utilizados en prue-
bas de inoculacién dirigidas, encontrando que
luego de 5 min de exposicién, se detectaron los
amplicones de 336 pb en el 13% de las mues-
tras. Este porcentaje aumentd luego de perio-
dos de exposicién de 3-4 dias, confirmando los

altos niveles de sensibilidad de la técnica al de-
tectar niveles tan bajos como 100 fg de ARN de
PLRV en la muestra. Similarmente, Singh et al.
(1997) detectaron la presencia de PLRV en &fi-
dos de las especies M. persicae, A. nasturtii y M.
euphorbiae capturados en trampas ubicadas en
campos de papa de Canada. Por otra parte, el
PVY ha sido detectado con la técnica de RT-PCR
directamente de &fidos de las especies M. per-
sicae y A. nasturtii (Singh et al. 1996) e incluso se
han desarrollado metodologias que permiten la
deteccién conjunta del virus PVY a partir de &fi-
dos, tubérculos y hojas, con otros virus que afec-
tan el cultivo de la papa (PVS, PLRV, PVX, PVA'y
el viroide PSTVd) utilizando una prueba de RT-
PCR mudltiple con sintesis de cDNA con cebado-
res hexameros (Nie y Singh, 2001).

La deteccion por ELISA de los virus CMV, PL-
RV y Potyvirus en extractos de &fidos asociados a
cultivos de tomate de arbol, indica que un com-
ponente fundamental para disminuir los niveles
de incidencia y severidad de la virosis de este fru-
tal en Colombia corresponde al manejo integra-
do de las poblaciones de dichos insectos. Los
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altos niveles de identidad que presentaron las se-
cuencias de la cépside viral del PLRV y PVY con
cepas de diferentes regiones del mundo obteni-
das de cultivos de papa, plantean importantes in-
terrogantes epidemioldgicos como la posible al-
ternancia de hospedantes para dichos virus entre
tomate de arbol, papa, tomate de mesa y otras
solanéceas, aspectos que deben ser abordados
en forma integral a partir de estudios detallados
de las secuencias de los virus presentes en dichos
cultivos y mediante ensayos de inoculacion cruza-
da con transmisidén mecénica y de evaluaciones
de los afidos identificados en este estudio y otros
reportados en otras investigaciones.

4

BIBLIOGRAFIA

1. AGRIOS, GN. 2005. Plant Pathology. 5 ed. El-
sevier Academy Press. New York. EEUU.

2. Ahouee K, Habibi M, Mosahebi GH. 2010.
Detection of potato leafroll virus isolated
from potato fields in Tehran province in
aphids by immunocapture reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction. African Jo-
urnal of Biotechnology, 9: 2349-2352.

3. Alvarez J. 2010. Caracterizacién serolégica y mo-
lecular de virus asociados al material de siembra
de tomate de arbol (Solanum betaceum Bosh) en
Colombia. Tesis de Maestria en Microbiologia.
Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota.

4. Astier S, Albouy J, Maury Y, Robaglia C, Le-
coqg H. 2007. Principles of plant virology. Ge-
nome, pathogenicity, virus ecology. Science
Publishers. Paris. Francia.

5. Ayala, M. 2009. Caracterizacién del Potyvi-
rus asociado a la virosis del tomate de arbol

AGRADECIMIENTOS

Esta investigacién fue financiada por el pro-
yecto COLCIENCIAS Cédigo 1118-405-20317
Contrato 408-2007 "Desarrollo de métodos de
deteccidn seroldgica y molecular del complejo
de virus asociado al Mosaico del tomate de arbol
en Colombia” Se agradece a los productores de
tomate de arbol del pais que permitieron la co-
leccion de las muestras y a los integrantes del La-
boratorio de Biologia Celular y Molecular de la
Universidad Nacional de Colombia sede Medellin
y al Grupo de Sistematica molecular por proveer
los cebadores para la identificacion de los &fidos.

en Antioquia. Tesis de Maestria en Ciencias
Agrarias. Universidad Nacional de Colom-
bia, Sede Medellin.

6. Balaji S, Bhat Al, Eapen SJ. 2008. A phyloge-
netic reexamination of Cucumber mosaic vi-
rus isolates based on 1a 2a 3a and 3b pro-
teins. Indian Journal Virology 19: 17-25

7. Betancourth C, Goyes R, Bravo DA. 2003. Ca-
racterizacién biolégica de un virus del toma-
te de arbol (Solanum betaceum Send) en el
departamento de Narifio. Fitopatologia Co-
lombiana, 27: 7-10.

8. Cambra M, Gorris MT, Capote N, Asensio M,
Martinez MC, Bertolini E, Collado C, Hermo-
so de Mendoza A, Mataix E. 2004. Epidemio-
logy of Plum pox virus in Japanese Plums in
Spain. Acta Horticulturae, 657: 195-200.

9. Clark RG, Converse RH, Kojima M. 1980. En-
zyme-linked immunosorbant assay to detect
potato leafroll virus in potato tubers and viro-
liferous aphids. Plant Disease, 64: 43-45.

ISSN 1900-4699 e Volumen 6 ® Nimero 2 ® Paginas 182-197 ¢ 2010

195



196  UNIVERSIDAD MILITAR NUEVA GRANADA

vV

10.

Cordero, M. 2008. El virus del enrollamiento
de la hoja de papa (PLRV). Temas de Ciencia
y Tecnologia, 12: 37-49.

. Cruz J. 2005. Identificacién de virus en Sola-

num betaceum. Trabajo de grado Ingenieria
Agrondémica. Facultad de Agronomia. Univer-
sidad Nacional de Colombia sede Bogota.

. Eagles R. 1994. Tamarillo mosaic potyvirus:

characterization and resistance. Tesis Doc-
toral. School of Biological sciences, Universi-
ty of Auckland. Nueva Zelanda.

. Fabre F, Kervarrec C, Mieuzet L, Riault G, Vial-

atte A, Jacquot E. 2003. Improvement of Bar-
ley yellow dwarf virus-PAV detection in single
aphids using a fluorescent real-time RT-PCR.
Journal of Virological Methods, 110: 51-60.

. Foottit RG, Maw EL, von Dohlen CD, Hebert

P. 2008. Species identification of aphids (In-
secta: Hemiptera: Aphididae) through DNA
barcodes. Molecular Ecology Resources 8:
1189-1201.

. Garcia-Arenal F, Escriu F, Aranda MA, Alon-

so-Prados JL, Malpica JM, Fraile A. 2000.
Molecular epidemiology of Cucumber mo-
saic virus and its satellite RNA. Virus Research
71:1-8.

. Gil JF, Ayala M, Marin M, Gonzaélez, P. 2009.

Identificacién de potyvirus en cultivos de to-
mate de arbol (Solanum betaceum cav.) en
Antioquia mediante deteccién seroldgica.
Revista Politécnica, 5: 112-120.

. Hull R. 2004. Mathew's Plant virology. 4 ed.

Elsevier Academic Press. New York. EEUU.

. Jaramillo M. 2009. Anélisis serolégico y mole-

cular de virus asociados al cultivo de tomate
de arbol (Solanum betaceum) en Colombia.
Tesis de Maestria en Biotecnologia. Universi-
dad Nacional de Colombia sede Medellin.

19.

20.

21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Khan JA, Dijkstra J. 2006. Handbook of plant vi-
rology. Food Products Press. New York. EEUU.
Marin M, Lépez A, Freitas L, Uribe S. 2009.
Caracterizaciéon molecular de Euptychiina
(Lepidoptera: Satyrinae) del norte de la Cor-
dillera Central de los Andes. Revista Colom-
biana Entomologia, 35: 235-244.

. Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural.

Observatorio agrocadenas Colombia. http://
www.agrocadenas.gov.co, 20. En.07.
Matthews RE. 1993. Diagnosis of plant virus
diseases. CRC Press. New Zealand.

Nie X, Singh RP. 2001. A novel usage of random
primers for multiplex RT-PCR detection of virus
and viroid in aphids, leaves, and tubers. Jour-
nal of Virological Methods, 91: 37-49.

Olmos A, Bertolini E, Gil M, Cambra M. 2005.
Real-time assay for quantitative detection of
non-persistently transmitted Plum pox virus
RNA targets in single aphids. Journal of Viro-
logical Methods, 128: 151-155.

OrtizRB, Moya A, Martinez TD. 2004. Molecu-
lar systematics of aphids (Homoptera: Aphi-
didae): new insights from the long-waveleng-
th opsin gene. Molecular Phylogenetics and
Evolution 30: 24-37.

Reinbold C, Herrbach E, Brault V. 2003 Pos-
terior midgut and hindgut are both sites of
acquisition of Cucurbit Aphid-borne Yellows
Virus in Myzus persicae and Aphis gossypii.
Journal of General Virology 84: 3473-3484.
Rizos H, Gunn L, Pares RD, Gillings MR. 1992.
Differentiation of cucumber mosaic virus iso-
lates using the polymerase chain reaction.
Journal of General Virology, 73: 2099-2103.
Salazar, LF. 1995. Los virus de la papa y su
control. Centro Internacional de la Papa CIP,
Peru, 226 p.

ISSN 1900-4699 ® Volumen 6 ® Nimero 2 ® Paginas 182-197 ¢ 2010



v

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS

29. Saldarriaga A, Bernal J. 1994. Virus en to-
mate de arbol (Cyphomandra betacea
Sendt). XV Congreso Asociacién Colombi-
ana de Fitopatologia ASCOLFI. Santafé de
Bogotd, Colombia.

30.Sanchez MV, Agtero R, Rivera C. 2001. Plan-
tas hospederas de Aphis gossypii (Aphidi-
dae), vector de virus del melén Cucumis me-
lo (Cucurbitaceae) en Costa Rica. Revista
Biologia Tropical, 49: 305-311.

31. Schubert J, Fomitcheva V, Sztangret-Wis-
niewska J. 2007. Diferentiation of Potato virus
Y strains using improved sets of diagnostic
PCR primers. Journal of Virological Methods,
140: 66-74.

32.Singh RP, Kurz J, Boiteau G, Bernard G. 1995.
Detection of Potato leafroll virus in single
aphids by the reverse transcription poly-
merase chain reaction and its potential epi-
demiological application. Journal of Virologi-
cal Methods, 55: 133-143.

33.Singh RP, Kurz J, Boiteau G. 1996. Detection
of styletborne and circulative potato virus-
es in aphids by duplex reverse transcription
polymerase chain reaction. Journal of Viro-
logical Methods, 59: 189-196.

34.Singh RP, Kurz, J, Boiteau G, Moore LM. 1997.
Potato leafroll virus detection by RT-PCR
in field-collected aphids. American Potato
Journal, 74: 305-313.

35. Sokhandan N, Rasaei M, Nourinejhad S. De-
tection, Differentiation and Phylogenetic
Analysis of Cucumber Mosaic Virus Isolates
from Cucurbits in the Northwest Region of
Iran. Virus Genes, 32: 277-288.

36.Stahls G, Savolainen E. 2008. MtDNA COl
barcodes reveal cryptic diversity in the
Baetis group

vernus (Ephemeroptera,

Baetidae). Molecular Phylogenetics and
Evolution, 46: 82-87.

37. Tamayo, PJ. 1990. Mosaico del tomate de ar-
bol. ASCOLFI Informa,16: 54-55.

38.Tamayo PJ. 1996. Enfermedades Virales del
tomate de arbol (Cyphomandra betacea
(Cav).Sendt.) en Colombia. ASCOLFI Infor-
ma, 22:26-29.

39. Vizuete B, Insuasti ML, Ochoa J, Ellis M. 1990.
Biological and serological characterization of
tree tomato virus diseases in Ecuador. INIAP,
Obhio State University. 3 p.

40. Yepes F. 1999. Algunos artrépodos asociados
a viveros de frutales. Lunes Entomolégico. Uni-
versidad Nacional de Colombia sede Medellin.

41. Yu C, Jianxiang W, Xueping Z. 2005. Detec-
tion and subgrouping of Cucumber mosaic
virus isolates by TAS-ELISA and immuno-
capture RT-PCR. Journal of Virological Me-
thods, 123: 155-161.

CONSULTA VIRTUAL

42. Arnal, E, Ramos F, Aponte A, Suérez Z, Cer-
meli M, Rojas T. 2005. Reconocimiento de
insectos y enemigos naturales asociados al
tomate de arbol en Aragua y Miranda, Vene-
zuela. Revista Digital CENIAP HOY, 9. http://
www.ceniap.gov.ve/ceniaphoy/articulos/n%/
arti/arnal_e2/arti/arnal_e2.htm, 3.Ago.10.

43.Bayer CropScience. Macrosiphum euphor-

gossypii. http://www.ba-
yercropscience.com.pe/web/index.
aspx?articulo=515. 28.Ag.2010.

44.Bichen-Osmond C. 2006. ICTVdB Manage-
ment. Columbia University, New York, EEUU.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/
ICTVdB/, 18.Ag.2006.

biae y Aphis

ISSN 1900-4699 e Volumen 6 ® Nimero 2 ® Paginas 182-197 ¢ 2010

197



