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RESUMEN

La técnica seroldgica de inmunoimpresion
(IMI) fue empleada para la deteccidén de los vi-
rus PVX, PVS, PVY Y PLRV en una muestra de 44
accesiones de la Coleccion Central Colombiana
de Papa (CCCP), correspondiente a 34 materi-
ales de Solanum tuberosum subsp. andigena, 4
de Solanum phurejay 6 de S. chaucha, manteni-
dos en campo en la Hacienda experimental Ti-
baitatd-CORPOICA. Se encontré que de las ac-
cesiones muestreadas 27 fueron positivas para
PVS (61.3%), 17 para PVY (38.7%), 11 para PLRV
(25%) y 9 para PVX (20.4%). Ademas, en 30 ac-
cesiones se detecto la presencia de méas de un
virus. Solo muestras de cinco accesiones de la
especie S. tuberosum subsp. andigena se en-
contraban libres de virus. Aunque la muestra
evaluada fue pequenfa, se concluye que la téc-
nica IMI fue adecuada para evaluar estos virus
en la coleccidon y que las condiciones fitosani-
tarias actuales de la CCCP no son éptimas para
el mantenimiento de material vegetal in vivo, y
prende las alarmas para que las instituciones
encargadas de la preservacién de este materi-
al implementen estrategias que permitan la er-
radicacion de los virus del material en campo y
el monitoreo permanente de la coleccion, con el
fin de preservar estos importantes materiales de
papa para el futuro.

Palabras clave: Papa, Solanum tuberosum,
Solanum phureja, Solanum chaucha, PVX, PVY,
PLRV, PVS

ABSTRACT

The tissue printing serologic technique (IMI)
was used for detection of PVX, PVS, PVY and

PLRV virus in a sample of 44 accessions from
the Coleccién Central Colombiana de Papa
(Central Colombian Potato Collection (CCCP).
Samples were taken from 34 materials of Sola-
num tuberosum subsp. andigena, 4 of Solanum
phurejay 6 of S. chaucha, maintained in the field
at Hacienda Experimental Tibaitatad-CORPOI-
CA. From the tested accessions, 27 were posi-
tive for PVS (61.3%), 17 for PVY (38.7%), 11 for
PLRV (25%) and 9 for PVX (20.4%). Additionally,
in 30 accessions the presence of more that one
virus was detected. Samples of only five acces-
sions of the S. tuberosum subsp. andigena spe-
cies were virus free. Although the sample was
small, the present phytosanitary conditions of
the CCCP are not optimal for maintaining plant
material in vivo. It turns on the alarm for the in-
stitutions responsible for these materials to im-
plement strategies to eradicate the virus from
the field material and to screen permanently
the collection, for the preservation of these im-
portant potato materials for the future.

Keywords: Potato, Solanum tuberosum,
Solanum phureja, Solanum chaucha, PVX, PVY,
PLRV, PVS

INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum spp.) cumple
un importante papel en la dieta humana pues
provee parte de los requerimientos energéti-
cos y nutricionales de las poblaciones rurales
de muchos paises americanos, ademas de ser
una industria de importancia en paises como
en Norteamérica y Europa. En los dltimos afios,
la produccién de papa en los paises desarrolla-
dos, especialmente en Europa y en la Comuni-
dad de Estados Independientes, ha disminuido
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en promedio un 1 por ciento al afo. Sin embar-
go, la produccién en los paises en desarrollo ha
aumentado a una tasa promedio del 5 por cien-
to anual, especialmente en China e India (FAQ,
2008). En Colombia, este cultivo es la principal
actividad agricola de las zonas andinas y repre-
senta el sustento de mas de 90.000 familias,
principalmente en Cundinamarca, Boyacd, Na-
rifio y Antioquia (Cevipapa, 2004). La economia
y el diario vivir de la poblacién colombiana es-
té ligada con la produccién, comercializacién y
consumo de la papa.

La papa es originaria de Suramérica y se
cree que fue domesticada por aborigenes de
las culturas que se establecieron en la altipla-
nicie andina, en los territorios que hoy perte-
necen a Peru y Bolivia, hace aproximadamente
7,000 afios. Probablemente Solanum tuberosum
fue domesticada a partir de la especie diploide
S. stenotomum al hibridarse con S. sparsipilum
y otras especies silvestres de papa, para gene-
rar la subspecie andigena, la cual evolucioné pa-
ra producir la subespecie tuberosum (Hawkes,
1990). La papa fue llevada a Europa por los con-
quistadores europeos mas como una curiosidad
botéanica, que como una planta alimenticia. Des-
de alli, el cultivo de papa se distribuyd a Euro-
pa y Norte América, cuyos paises se convirtie-
ron en grandes cultivadores de variedades de S.
tuberosum subsp. tuberosum. En los paises an-
dinos, la produccién se mantiene como un ren-
glén importante de la economia, principalmen-
te en Per(, Brasil, Argentina y Colombia (FAO,
2008). A partir de la década de 1960, el cultivo
de papa ha ido extendiéndose a por los paises
de Asia (particularmente China e India) y Africa,
hasta posicionarse como uno de los principales
alimentos del ser humano (FAO, 2008).

Los recursos genéticos vegetales para la ali-
mentacién y agricultura son la base de la seguri-
dad alimentaria global. Estos comprenden una
diversidad de materiales genéticos tales como
las variedades tradicionales, cultivares moder-
nos, parientes silvestres de cultivos y otras es-
pecies silvestres. La diversidad genética pro-
porciona a los cultivadores y mejoradores el
material para el mejoramiento a través de se-
leccién y cruces, con el fin de generar nuevos
y mejores cultivos, que se adapten a las cam-
biantes condiciones del ambiente, pestes y en-
fermedades (Kameswara Rao, 2004), asi como
a las exigencias del mercado. La infraestructu-
ra que permiten el mantenimiento de la diversi-
dad genética son llamadas Bancos de Germo-
plasma; su misién consiste en ubicar, recolectar,
conservary caracterizar el germoplasma de ma-
teriales vegetales de interés, ademas de apor-
tar conocimiento cientifico orientado a la op-
timizacion de la conservacion y uso de estos
recursos (Cerdn et al., 2005). La Coleccidon Cen-
tral Colombiana de Papa (CCCP), manejada por
CORPOICA - Tibaitata, estd conformada por
2.985 accesiones de variedades cultivadas y sil-
vestres, conservadas en condiciones de campo,
cuartos frios e in vitro. Incluye INTRODUCCIO-
Nes de las especies Solanum tuberosum sub-
especie andigena; S. tuberosum subespecie
tuberosum, S. phureja, S. chaucha y especies
silvestres como S. colombianum y S. estradae
(Cerédn et al,, 2005). Geogréficamente represen-
tan regiones del pais (Narifio, Cauca, Boyac,
Cundinamarca, Santander, Norte de Santander,
Caldas, Quindio y Sierra Nevada de Santa Mar-
ta) e INTRODUCCIONes de Perd, Bolivia, Ecua-
dor, México, Argentina, Inglaterra, Escocia, Ale-
mania, Holanda y Bélgica (Rivera et al., 2008).
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Las técnicas seroldgicas para la detec-
cién de virus de papa, como ELISA (Enzyme
Linked Inmunosorbent Assay) e Inmunoimpre-
sién (IMI) han sido utilizadas previamente para
evaluar detectar virus de la tristeza de los ci-
tricos (CTV) (Garnsey al., 1993; Guzman, 1998),
el virus de enrollamiento de la hoja de papa
(PLRV) (Franco-Lara y Barker, 1999) y los virus
PVX, PVY, PLRV y PVS (Guzmén et al., 2002).
La técnica de inmunoimpresién en membra-
nas de nitrocelulosa es empleada para la de-
teccion de virus de forma facil, répida y eco-
némica. En esta, se generan impresiones de
los fluidos del tejido vegetal sobre una mem-
brana de nitrocelulosa. Para la deteccion de
los virus se emplean anticuerpos especificos
contra cada virus, los cuales son reconocidos
a través de anticuerpos anti-idiotipicos conju-
gados con la enzima fosfatasa alcalina, que en
presencia de un sustrato generan un precipi-
tado violeta, indicando la presencia y localiza-
cién del virus sobre la impresion del tejido ve-
getal (Guzman et al., 2002).

Este trabajo de iniciacién cientifica se de-
sarrollé dentro del marco de un proyecto de
colaboracién con el Laboratorio de Virus Ve-
getales del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia, financia-
do COLCIENCIAS, que busca determinar me-
diante métodos seroldgicos la prevalencia de
PVX, PVY, PVS y PLRV en la CCCP, asi como el
desarrollo de un anticuerpo que permita en el
futuro la deteccion seroldgica del virus PYVV.
En este trabajo se evalud la presencia de cua-
tro virus (PVX, PVY, PVS y PLRV) en 44 accesio-
nes de un total de cerca de 600, dentro de las
que se incluyeron representantes de S. tube-
rosum ssp. andigena, S. phureja. y S. chaucha,

por medio de la técnica de inmunoimpresién
IMI. Se espera que los resultados de este pro-
yecto contribuyan a la toma de decisiones para
el manejo y mantenimiento de esta importante
coleccién.

MATERIALES Y METODOS

Una parte de la CCCP que se mantiene en
campo, estad ubicada en CORPOICA-Tibaitat3,
Mosquera, Cundinamarca, a 2.600 m.s.n.m. Es-
ta parte de la coleccién cuenta con aproxima-
damente 800 accesiones, cada una de las cua-
les estéd representada por una parcela con 12
a 15 plantas. El material empleado en este tra-
bajo provenia de 44 accesiones correspondien-
tes a material de campo. Se tomaron muestras
foliares (tres plantas por accesién) represen-
tantes de las especies S. tuberosum ssp. andi-
gena, , S. phurejay S. chaucha. Se escogieron
foliolos de plantas con sintomas tales como ne-
crosis, enanismo, clorosis, moteado y enrolla-
miento de las hojas. El muestreo se realizd en
junio de 2008.

La técnica IMI se implementé siguiendo
la técnica de Guzmén (1994) y Guzman et al.,
2002, en el Laboratorio de Virus Vegetales del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Colombia. Se prepararon cuatro
membranas de nitrocelulosa Hybond C (Amer-
sham), una para cada virus a evaluar, en don-
de se hicieron impresiones por duplicado, de
cada una de las tres muestras por accesién
evaluada. Las impresiones correspondian a
cortes transversales de peciolos. Las membra-
nas se dejaron secar a temperatura ambien-
te y después se trataron con solucién de blo-
queo (0.02M Tris, 0.5M NaCl, 0.5% albdmina
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de suero bovino (BSA), 2% leche descremada),
en agitacién por 1 hora, a temperatura am-
biente. A continuacién se adicionaron los an-
ticuerpos primarios (Agdia) anti PVX, PVY, PVS
y PLRV; cada anticuerpo en dilucién 1:200 en
TBS (Tris 0.02 M, NaCl 0.5M) con BSA al 0.5%.
Las membranas se sumergieron en esta solu-
cién y se dejaron en agitacion suave a 37°C
por 3hr. Posteriormente, las membranas se la-
varon TBS=Tween, tres veces por cinco minu-
tos en agitacién suave. Después del lavado las
membranas fueron incubadas con el anti-anti-
cuerpo conjugado a fosfatasa alcalina en dilu-
cién 1:200 en TBS, a 37°C por 1 hora y lava-
das como se menciond antes. Para el revelado
se prepard una solucién de nitro blue tetraso-
dium NBT (0.1mg/ml) y bromo cloro indol fos-
fato BCIF (0.05mg/ml) en buffer citrato (0.1M
de Tris, 0.1M de NaCl, 10mM citrato y 5mM
MgCl, ,H,O, pH 9.5). La membrana se sumer-
gi6 en la solucién de revelado de 5 a 15 minu-
tos a temperatura ambiente y una vez que se
observd precipitacidon morada sobre la mem-
brana se lavd con agua destilada para detener
la reaccion. Una vez secas, las membranas se
observaron al estéreo microscopio. Las mues-
tras se consideraron positivas cuando apare-
cia sobre la impresion un precipitado morado.
No se emplearon controles positivos y negati-
vos en este ensayo porque no se disponia de
plantas que con seguridad tuvieran o no virus;
entonces para comparacién se emplearon im-
presiones anteriores obtenidas en el laborato-
rio de virus vegetales del IBUN, que contenian
muestras positivas y negativas. Para conside-
rar una accesion positiva para un virus, bastaba
con que uno de los duplicados de una muestra
procesada por IMI, fuera positiva.

RESULTADOS

Se evaluaron por IMI muestras provenientes
de 44 accesiones de la CCCP. De las accesiones
evaluadas con anticuerpo anti-PVX nueve pre-
sentaron al menos una planta positiva para este
virus (accesiones 1, 2,4, 6, 29, 30, 32, 39,y 44), lo
que corresponde a una prevalencia del 20.4%.
En 89% de las accesiones positivas (ocho acce-
siones) dos plantas de las tres plantas evalua-
das fueron positivas y solo una accesion tenia
una planta positiva (Tablas 1y 2).

Para PVY, 17 de las 44 accesiones evaluadas
38.7% fueron positivas (accesiones 1, 2, 3, 4, 5,
6,8, 9 13, 15,18, 22, 24, 28, 34, 42 y 43). En
29% (5 accesiones) de las accesiones positivas
dos muestras eran positivas y las restantes 12
accesiones presentaban una sola muestra posi-
tiva (Tablas 1y 2).

El anélisis para PLRV mostré que las acce-
siones 3,4, 5,12, 13, 15, 17,18, 30, 40 y 41 pre-
sentaban precipitado morado localizado en
los haces vasculares en al menos una planta,
lo que corresponde a una prevalencia del 25%
(Tablas 1y 2). Esto es de esperarse teniendo
en cuenta de que se trata de un virus obliga-
do del floema. En 55% de las accesiones po-
sitivas, dos de las tres plantas muestreadas
eran positivas y en 45% solo una de las plan-
tas era positiva.

Para PVS, este estudio mostrd que la preva-
lencia fue del 61.3%, pues de 44 accesiones 27
fueron positivas (1, 3, 4, 6,7, 11, 13, 14, 15, 17, 20,
24,25, 26,27, 28, 30, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 41,
42 y 43). En 23 de las accesiones que presenta-
ban el virus, dos de las tres plantas evaluadas
eran positivas y cuatro accesiones presentaban
solo una planta infectada (Tablas 1y 2).
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16
22
35
038
53
67
99
127B
151
171
79
87
192
196
197
206
223
248
251
257
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278
281
292
298
314
327
351
3
28
32
46
52
86
32
51
56
69
Cha47
P595
Cha 6
Cha37
Cha39
Cha55

Ntmero Especie
Coleccién
155(016) Sta 2/3 1/3 0 1/3
198,1(022) Sta 1/3 2/3 0 0
268(035) Sta 0 3/3 2/3 3/3
308(039) Sta 2/3 1/3 1/3 3/3
1062(057) Sta 0 3/3 2/3 0
1569(072) Sta 1/3 1/3 0 3/3
3645(106) Sta 0 0 0 1/3
4211(135) Sta 0 1/3 0 0
4251(159) Sta 0 1/3 0 0
4278(180) Sta 0 0 0 0
2261(085) Sta 0 0 0 3/3
2791(093) Sta 0 0 3/3 0
4315.1(201) Sta 0 1/3 3/3 1/3
4322(206) Sta 0 0 3/3
4323(207) Sta 0 1/3 1/3 2/3
4343.2(216) Sta 0 0 0 0
4368(233) Sta 0 3/3 3/3
4396(258) Sta 0 1/3 2/3 0
4403(261) Sta 0 0 0 0
4412(268) Sta 0 0 0 3/3
4430(280) Sta 0 0 0 0
4445(290) Sta 0 1/3 0 0
4451(293) Sta 0 0 0 0
4467(304) Sta 0 1/3 0 1/3
4474(310) Sta 0 0 0 1/3
4504.1(325) Sta 0 0 0 2/3
4527(339) Sta 0 0 0 2/3
4577(363) Sta 0 1/3 0 2/3
334A(3) Sta 2/3 0 0 0
1020(30) Sta 2/3 0 2/3 2/3
1141(34) Sta 0 0 0 1/3
1286(48) Sta 1/3 0 0 0
1418(54) Sta 0 0 1/3 1/3
Sin numero Sta 0 1/3 0 3/3
FDR 3(36) Sph 0 0 0 1/3
Sin nimero Sph 0 0 0 11
Sin nimero Sph 0 0 0 2/3
Sin nimero Sph 0 0 0 2/3
Sin nimero Sch 1/3 0 0 0
Sin nimero Sch 0 1/3 0
Sin numero Sch 0 0 1/3 1/3
Sin nUmero Sch 0 1/3 0 2/3
Sin nimero Sch 0 1/3 0 1/3
Sin numero Sch 1/3 0 0 0

Tabla 1. Relacion del nimero de plantas infectadas con cada virus por especie y accesion
La relacién que aparece en fraccionarios indica el nimero de plantas infectadas de un total de tres plantas evaluadas St a = S. tubersosum
subsp. andigena, Sph = S. phureja, Sch = S. chaucha
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Solo cinco accesiones fueron negativas para
los cuatro virus evaluados. El virus mas preven-
te fue PVS, el cual fue detectado en 27 accesio-
nes, solo o con los otros tres virus en combina-
ciones dobles, triples o cuadruples. El menos
comun fue PLRV que solo se registrd en cuatro
accesiones. La accesién 4 presenté plantas in-
fectadas con los cuatro virus.

La Figura 1 presenta fotografias de membra-
nas desarrolladas para cada uno de los cuatro vi-
rus evaluados. Sobre las impresiones, se observan
puntos o manchas de precipitado de color mora-
do que corresponden a sitios donde se encontra-
ban los acimulos virales. En los cortes que fue-
ron positivos para PVX, PVY y PVS la distribucién
del precipitado morado cubria &reas amplias, in-
dicando que estos virus no se alojan Unicamente
en un tejido de la planta, como es el caso de PL-
RV, que es un virus obligado del floema.

DISCUSION

La preocupacién por la pérdida de los re-
cursos genéticos ha promovido la accién na-
cional e internacional dirigida a la conservaciéon
de materiales valiosos para la alimentacién y la
agricultura. Una de las estrategias implementa-
das para este fin ha sido el establecimiento de
bancos de germoplasma, cuyo
principal objetivo es el manteni-
miento de la diversidad genética

que asegure la disponibilidad de PVX
los recursos con el fin de respon- PVY
der a las necesidades de dife- PLRV
rentes usuarios (Kameswara Rao, PVS

capturen la maxima variabilidad y subsecuen-
temente, a través de técnicas de conservacion
y regeneracion se minimicen las pérdidas a lo
largo del tiempo (Astley, 1992).

Este trabajo estd enmarcado dentro de uno
mayor que pretende determinar la presencia
de los virus PVX, PVY, PVS, PLRV y PYVV en la
CCCP mediante métodos seroldgicos, siendo
este banco de germoplasma uno de los mas
importantes del pais no solo por su tamafio si-
no por la importancia del material que se pre-
serva en él. Por lo menos 39 virus y patégenos
similares a virus han sido reportados infecta-
do cultivos de papa (Jeffries, 1998), pero es-
te estudio se enfoca en PVX, PVY, PVS, PLRV,
por ser considerados a nivel mundial como los
de mayor prevalencia y efecto en la disminu-
cién del rendimiento. A pesar de tratarse de
una muestra de tamafo reducido, los resulta-
dos de este estudio son significativos. La técni-
ca de IMI permitié demostrar que de las 44 ac-
cesiones muestreadas, 27 fueron positivas para
PVS (61.3%), 17 para PVY (38.7%), 11 para PLRV
(25%) y 9 para PVX (20.4%) (Tablas 1y 2

Las accesiones de la especie S. tuberosum
subsp.andigena codificadas como 10, 16, 19, 21,
23 no presentaron evidencia de infeccién por
ninguno de los virus evaluados. Es llamativo que

Plantas positivas /total

Accesiones positivas /total
muestreadas

9/44 (20.4%)
17/44 (38.7%)
11/44 (25%)
27/44 (61.3%)

muestreadas
11/132 (8.3%)
24/132 (18.1%)
28/132 (21.2%)
93/132 (70.4%)

2004). El concepto de conserva-
cién de germoplasma demanda
que los métodos de coleccidon

Tabla 2. Prevalencia de PVX, PVY, PLRV y PVS en 44 accesiones de la CCCP

Se consideré positiva una planta cuando al menos una de las impresiones por duplica-
do era positiva por IMI. Se consideré positiva una accesién cuando al menos una planta
era positiva por IMI.
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a pesar de estar expuestas a una alta presion
de indculo, aparentemente no fueron infecta-
dos, aunque no se descarta que estén contami-
nados con otros tipos virales. Otra posibilidad
es que sean accesiones portadoras de genes

que les confieren tolerancia o resistencia a al-
gunos o todos los virus estudiados. Este estu-
dio deberia extenderse a un mayor nimero de
genotipos que son potencialmente portadores
de genes de resistencia viral.

Figura 1. Cortes transversales de peciolos o tallos de plantas positivasy negativas para cada uno de los virus estudiados. A. Muestra PVX posi-
tiva accesion 4; B. Muestra PVX negativa accesion 20; C. Muestra PVY positiva accesion 3; D. Muestra PVY negativa accesion 32; E. Muestra PVS
positiva accesion 11; F. Muestra PVS negativa accesion 8; G. Muestra PLRV positiva accesion 35; H. Muestra PLRV negativa accesion 30. Las fle-
chas negras sefialan precipitacion del sustrato morado indicando que se trata de muestras positivas
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Un estudio realizado en Colombia entre
1984 y 1986 por Sanchez de Luque y colabo-
radores (1991) en zonas agroecoldgicas loca-
lizadas a diferente altitud mostré que la pre-
valencia de PVX, PVY, PVS, PLRV evaluado por
métodos seroldgicos varid entre virus, semes-
tres de cultivo y zonas agroecoldgicas, y que la
prevalencia acumulada de los cuatro virus fluc-
tud entre el 18y 87%. Este estudio también de-
mostré efectos significativos en el rendimien-
to del cultivo de papa, que variaban dentro de
las zonas agroecoldgicas estudiadas y podian
causar pérdidas hasta del 50% (Sanchez de
Luque, 1991). Es bien conocido que la papa es
afectada por un gran nimero de virus que se
transmiten a través del tubérculo-semilla per-
petudndose en las variedades hasta hacerlas
improductivas (Salazar, 1982). Otros estudios
se han realizado para deteccion de estos cua-
tro virus, utilizando IMI en muestras de cam-
po (Guzman et al., 2002 y en accesiones de
la Coleccion Colombiana de Solanum phure-
ja (Arciniegas, 2003). Todos estas publicacién
es informan alta prevalencia de infeccion vi-
ral. Tendiendo en cuenta que no existen trata-
mientos quimicos que permitan el control de
las enfermedades virales, en la CCCP se corre
el riesgo de que los virus detectados (y los no
detectados que potencialmente se encuen-
tran presentes) puedan eventualmente afectar
el rendimiento y calidad de los tubérculos de
algunas accesiones hasta hacerlas totalmente
improductivas, con la consecuente pérdida de
materiales genéticamente valiosos.

Los resultados presentados sugieren que
es urgente el empleo de estrategias de cul-
tivo de tejidos, quimioterapia, crioterapia o
termoterapia para la erradicacién de virus en

el material evaluado. Estas técnicas han sido
empleadas con éxito en algunos casos para
la eliminacion de virus de diferentes especies
vegetales como por ejemplo frambuesa (Thei-
ler-Hedtkich & Baumann, 1989), ajo (Conci &
Nome, 1991), cereza (Deogratias al.,1989) y pa-
pa (Qiaochun et al.,, 2008) entre otros, y permi-
tirlan rescatar los materiales con mayor riesgo
de desaparecer.

En conclusién, a pesar de tratarse de una
muestra pequefia, nos permite concluir que las
condiciones fitosanitarias de la CCCP no son
optimas para la conservacion de material vege-
tal vivo. Esto deberia prender las alarmas de las
instituciones cuya misién es la preservaciéon de
de la CCCP para que generen estrategias y re-
cursos que permitan el rescate de los materia-
les en riesgo y el monitoreo permanente de la
coleccidn, con el fin de preservar este impor-
tante banco de germoplasma para las genera-
ciones futuras.
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