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Resumen

Recientemente se detectd en Colombia la presencia del virus mop-top de la papa (PMTY, Pomovirus), transmitido
por zoosporas del protozoo Spongospora subterranea f. sp. subterranea, agente causal de la sarna polvosa de la
papa. Esta investigacion se planted con el fin de evaluar las caracteristicas genotipicas de las cepas virales del
PMTYV obtenidas a partir de 20 muestras de suelos de cultivos de papa de los departamentos de Antioquia, Boyaca,
Cundinamarca y Narifio. Para esto, se amplificaron mediante RT-PCR las regiones parciales que codifican para los
genes de la capside (CP) y del segundo gen del triple bloque de genes (TGB2), secuenciandose y comparandose
con las secuencias de este virus depositadas en las bases de datos moleculares. Adicionalmente, se seleccionaron
dos cepas del virus para aumentar el cubrimiento de las secuencias de los segmentos dos y tres (ARN 2 y ARN
3) del genoma viral. Los resultados reconfirmaron la presencia del virus PMTV en Colombia, detectandose dos
variantes principales (I y IT), una de ellas correspondiente al genotipo distribuido mundialmente (I); mientras que
la otra variante (II) representa aislamientos virales de PMTV no registrados hasta ahora en otros paises del mundo.
Se espera que la informacion generada en esta investigacion sea considerada en los programas de certificacion de
tubérculo semilla y del manejo cuarentenario de patdgenos del cultivo de papa en el pais.
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Abstract

Potato mop-top virus (PMTY, Pomovirus) was detected recently in Colombia. PMTYV is transmitted by zoopores of
the protozoan Spongospora subterranean f. sp. subterranea, the causal agent of powdery scab in potato. The goal
of'this study was to assess the genotypic characteristics of viral strains of PMTV obtained from 20 soil samples of
potato crops in the departments of Antioquia, Boyaca, Cundinamarca, and Narifio. To do so, partial regions of the
capsid gene (CP) and the second gen of the Triple Gene Block (TGB2) were amplified using RT-PCR. Amplicons
were sequenced and compared with PMTV sequences deposited in molecular databases. In addition, we selected
two strains of the virus to increase the coverage of sequencing in segments two and three (RNA 2 and RNA 3) of
the viral genome. Our results reconfirmed the presence of PMTV in Colombia, with detection of two variants (I
and II). One of them corresponds to the major genotype of PMTV reported worldwide (I); the second variant (IT)
corresponds to a PMTYV strain not detected previously in other countries. We hope that this information will be
useful to certification programs of seed tubers and plant quarantine management of potato pathogens in Colombia.
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variants

Recibido: octubre 2010; aceptado: abril 2011.

! Laboratorios de Biologia Celular y Molecular y Microbiologia Industrial. Escuela de Biociencias, Facultad de Ciencias.
Universidad Nacional de Colombia (Sede Medellin). Medellin (Antioquia), Colombia.

2 Departamento de Ciencias Agrondmicas, Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad Nacional de Colombia (Sede
Medellin). Medellin (Antioquia), Colombia.

3 Laboratorio de Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias Agrarias. Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid. Medellin
(Antioquia), Colombia.
Correos electrénicos: 4 <josefergil@gmail.com>; °> <paguties@unal.edu.co>; ¢ <jmcotes@unal.edu.co>; 7 <epgonzalez@
elpoli.edu.co>; 8 <mamarinm@unal.edu.co>.

51



Actual Biol 33 (94): 69-84, 2011

INTRODUCCION

El virus mop-top de la papa [Potato mop-top
virus, Pomovirus (PMTV)] ha sido registrado
para diferentes lugares del mundo incluyendo
el norte de Europa, China, Japon, Australia
y el continente americano (Latvala-Kilby et
al. 2009). En esta ultima region, su deteccion
se ha realizado en Estados Unidos y Canada
(Johnson 2009, Lambert et al. 2003, Xu et al.
2004), Costa Rica (Vasquez et al. 2006), Pera
y Bolivia (Tenorio et al. 2006) y en Venezuela
(Ortega y Rodriguez 2004).

En Colombia, la presencia del PMTV solo ha sido
comunicada recientemente en cultivos de papa
(Solanum tuberosum) de Cundinamarca y Boyaca
(Vélez 2007), a pesar de que su vector, el protozoo
plasmodioférido Spongospora subterranea f. sp.
subterranea (Sss), agente causal de la sarna pol-
vosa de la papa, ha tenido presencia generalizada
en el pais (Carrefio, 2009).

El PMTYV puede causar pérdidas estimadas de
hasta 25% en rendimiento de cultivos de papa,
lo que sumandose al efecto del dafio ocasionado
por su vector Sss, puede ascender a valores de
50-80% (Guerrero 1997, 2000, Jones y Harrison
1972). Segun Salazar (2006), el PMTYV es uno de
los virus que ha sido prevalente en el cultivo de la
papa en los Andes sudamericanos, pero cuyo
efecto sobre el rendimiento del cultivo no se
ha establecido claramente en esta zona. La en-
fermedad inducida por PMTV presenta amplia
gama de sintomas dependiendo de la variedad de
papa cultivada, que incluyen amarillamiento fo-
liar, anillos necréticos y cuarteamiento o agrie-
tamiento de tubérculos y moteados foliares tipo
“Aucuba” (Salazar 1995, Sokmen et al. 1998, Xu
et al. 2004). En las variedades cultivadas en los
Andes estos sintomas no son evidentes, y en su
su lugar se presentan amarillamientos foliares,
enanismo y acortamiento de entrenudos (Sa-
lazar 1995). En Colombia, no ha sido posible
identificar con exactitud la sintomatologia que
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induce PMTYV en los cultivos de papa, pudién-
dose confundir con desordenes fisioldgicos o
afecciones de otros patégenos, incluyendo las
razas N y NTN del virus mosaico severo de la
papa (Potato Virus Y, PVY), perteneciente a
la familia Potyviridae (Vélez, 2007).

El PMTYV pertenece al género Pomovirusy ala
familia Virgaviridae, que comparte con las es-
pecies Beet soil-borne virus (BSBV), Beet virus
0O (BVQ) y Broad bean necrosis virus (BBNV).
BSBV y BVQ son transmitidos por Polymyxa
betae (Meunier et al. 2003), mientras que BBNV
es transmitido por Polymyxa graminis (Deacon
2010); todos estos patogenos habitantes del sue-
lo. Los virus de este género poseen viriones con
simetria helicoidal cuyas longitudes varian de
60 a 310 nm (Biichen-Osmond 2010), ademas
que difieren en su rango de hospederos, vectores,
morfologia de los cuerpos de inclusion en teji-
dos, relaciones serolégicas y componentes del
genoma, particularmente la presencia o ausencia
del gen CRP (gen que codifica para una proteina
rica en cisteina) (Biichen-Osmond 2010).

El virus PMTV posee un genoma tripartita con
tamafios de 6.043 nt (ARN 1), 3.134 nt (ARN
2)y 2.964 nt (ARN 3) (accesiones de GenBank:
NC003723, NC003724 y NC003725, respecti-
vamente). Su viridn consiste en tres particulas
elongadas con simetria helicoidal en forma de
baston, con longitudes de 100 a 150 nm y 250
a 300 nm, y didmetro de 18 a 20 nm (Biichen-
Osmond 2010). El ARNI1 tiene dos OREF, el
primero codifica para una proteina de 149 kDay
el segundo de 206 kDa, ambas asociadas con la
replicacion del virus (incluyendo la polimerasa
RdRp); en este ARN se presenta una estrate-
gia de traduccion de supresion del codon de
parada. En las proteinas de dicho ARN se han
detectado ademas dominios de metiltransferasa
y helicasa (Savenkov et al. 1999). El ARN 2
tiene una estrategia genética similar al anterior,
con dos ORF que codifican para la CP y para
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una proteina generada por supresion del codon
de parada denominada CP2 o CPRT. E1 ARN 3
codifica para TGB (Triple Gene Block) y para
CRP, generalmente también nombrada como
8K y que aparentemente estd relacionada con la
induccion de sintomas del virus en las plantas
infectadas (Latvala-Kilby et al. 2009, Savenkov
et al. 2003).

EIPMTYV es una especie que para su movimiento
sistémico en la planta hospedante no requiere la
expresion de CP, ni de la formacidn del virion
(McGeachy y Barker 2000), debido a que el
TGB le ofrece la posibilidad de mover el ARN
infeccioso a través de la planta (Melander et al.
2001). Dicho ARN desnudo se puede encontrar
en tubérculos asintomaticos y causar una infec-
cion secundaria para la siguiente temporada de
siembra (McGeachy y Barker 2000). La mani-
festacion de los sintomas caracteristicos de la
enfermedad depende de la presencia de los tres
ARN en el tejido (Savenkov et al. 2003).

El PMTYV es transmitido de forma persistente y
muy especifica por Sss, que posee unas estructu-
ras de resistencia denominadas quistosoros, que
pueden sobrevivir en el suelo en forma latente
durante largos periodos de tiempo. El patdge-
no inicia su infeccion cuando los quistosoros
liberan las zoosporas primarias, las cuales se
adhieren a los pelos radicales de la planta y co-
mienzan la fase de penetracion. Una vez dentro
de las raices de la planta, el patdgeno forma un
plasmodio primario multinucleado con una del-
gada membrana que posteriormente se convierte
en un zooesporangio, que produce zoosporas
secundarias. Ambos tipos de zoosporas pueden
transmitir el PMTV (Merz y Fallon 2009). Bajo
condiciones experimentales el virus puede in-
fectar plantas de las familias Chenopodiaceae,
Solanaceae y Tetragoniaceae. Entre estas se
encuentran Nicotiana debneyi y Chenopodium
amaranticolor, en las que el virus induce ne-
crosis sistémica y lesiones locales concéntricas
cafés, respectivamente (Biichen-Osmond 2010).
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También se ha observado que el PMTV es
transmitido eficientemente a plantas indicadoras
como. Nicotiana tabacum y N. benthamiana, a
partir de muestras de suelo infestadas con quis-
tes de Sss (Campbell 1996, Vélez 2007). Incluso
se ha disefiado un ensayo de deteccion de Sss
y de su virus asociado PMTYV utilizando dichas
especies vegetales, gracias a su abundante siste-
ma radicular, permisividad para el movimiento
del PMTYV por los haces vasculares y mayores
niveles de titulo viral (Sjoberg 2006).

Ya que el problema de la sarna polvosa de la papa
causado por Sss se ha expandido dramaticamente
en los Gltimos afios en las principales regiones
donde se cultiva papa en Colombia (Carrefio
2009, Gilchrist et al. 2009, Jaramillo y Botero
2007), es posible que paralelamente la infeccion
por PMTV también se encuentre en aumento.

Esta investigacion se plante6 con el objetivo de
evaluar las caracteristicas genotipicas del PMTV
en las principales regiones cultivadoras de papa
de los departamentos de Antioquia, Cundina-
marca, Boyaca y Nariflo, mediante analisis de
secuencias de la region que codifica para CPy
TGB2. Adicionalmente, se realizd una estrate-
gia de minado de cebadores de los segmentos
ARN 2 y 3 del genoma de este virus, con el fin
de aumentar la informacion disponible de las
secuencias de este virus en el mundo.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. Esta investigacion se desarrollo
en el Laboratorio de “Biologia celular y Molecu-
lar”, Universidad Nacional de Colombia (Sede
Medellin) y el Laboratorio de “Sanidad vegetal”,
Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid.
Las muestras de plantas de papa, de tubérculos
con sintomas de sarna polvosa y de suelos,
fueron obtenidas en los principales municipios
cultivadores de los departamentos colombianos
de Antioquia (zona 1: La Union, Sonson; zona 2:
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Santuario, Marinilla, Carmen de Viboral; zona 3:
Santa Rosa de Osos), Cundinamarca (zona 4:
Zipaquira; zona 5: Villa Pinzon; zona 6: Madrid,
Cota), Boyaca (zona 7: Turmequé, Ventaquema-
da; zona 8: Siachoque) y Narifio (zona 9: Pasto;
zona 10: Ipiales). Las plantas utilizadas para
la deteccion de PMTV a partir de muestras de
suelo infestadas con quistosoros de Sss, fueron
mantenidas en casas malla en el Centro Experi-
mental Paysandu, ubicado en el corregimiento
Santa Elena, municipio de Medellin (Antioquia).

Deteccion del PMTYV en cultivos de papa afec-
tados por Sss. En cada una de las diez zonas,
se ubico al menos un cultivo afectado por sarna
polvosa, tomandose una muestra de raices y
tubérculos sintomaticos, ademas de una muestra
de suelo de 1 kg, para un total de 20 muestras
bajo estudio. Las muestras de tejidos sintomati-
cos (raices y tubérculos) fueron utilizadas para
la deteccion de PMTV directamente mediante
una prueba de DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich) de la compaiia Bioreba (Reinach,
Suiza), utilizando anticuerpos monoclonales y
su deteccion con anticuerpos conjugados a la
enzima fosfatasa alcalina, siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Por otra parte, las muestras
de suelos fueron tamizadas para la extraccion de
quistosoros siguiendo la metodologia de Jarami-
llo y Botero (2007), en la cual se utiliza un juego
de tamices de 25 y 90 um. Una vez realizado
este procedimiento, se tomaron 5 g del material
retenido en el tamiz de 25 pm (suelo y quisto-
soros) para realizar su inoculaciéon en macetas
de 250 g de capacidad con turba como sustrato;
trasplantandose plantas de N. benthamiana con
2-3 pares de hojas verdaderas, utilizadas como
sefiuelo, siguiendo la metodologia de Vélez
(2007). Tres meses después de la siembra se
tomaron muestras de raices para el diagnostico
de PMTYV mediante pruebas de DAS-ELISA y
RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR).
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Analisis filogenético de regiones del genoma
de PMTYV codificantes para la capside y TGB.
El ARN molde necesario para desarrollar la
técnica de RT-PCR se obtuvo a partir de extrac-
ciones de ARN total de tejido foliar de papa,
agallas de raices y tubérculos con sarna polvosa,
colectados en cada una de las zonas bajo estu-
dio, mediante el RNeasy plant mini kit (Qiagen,
California, EE. UU.). También se evaluaron las
raices de plantas de N. benthamiana mantenidas
en suelos infestados con quistosoros de Sss. Para
este procedimiento se maceraron 100 mg de teji-
do vegetal, utilizando 450 pl de buffer RLT (para
tejido foliar) o RLC (para raices y tubérculos)
y 4,5 ul de B-mercaptoetanol, siguiendo las
instrucciones del fabricante, pero con dos cen-
trifugaciones consecutivas en la etapa de lavado
del ARN. Al finalizar el procedimiento, el ARN
obtenido fue resuspendido en 40 pl de agua
destilada estéril tratada con DEPC.

Para aquellas muestras en las que no fue posible
la obtencion de amplicones utilizando la extrac-
cion del ARN total, se realizo la transcripcion
reversa a partir de liberacion post-ELISA,
siguiendo el procedimiento de inmunocaptura
propuesto por Harju et al. (2005). Brevemente,
una vez concluida la prueba de ELISA, se re-
mueve el sustrato mediante tres lavados por 1
min con PBS-T (PBS suplementado con 0,05%
Tiveen 20) y las particulas virales fueron libe-
radas con buffer-R (10 mM Tris-HCI, pH 8,0
con 1% de Triton X-100) bajo incubacion a
70 °C por 10 min. La solucién resultante se
almacen6 a -20 °C hasta su uso directo en la
retrotranscripcion.

Las reacciones de RT-PCR se realizaron en
dos pasos. Para esto se utilizaron cebadores
especificos para el gen de la capside de PMTV
(C819: 5’ CTATGCACCAGC CCAGCGTAA
CC 3’y H360: 5 CAT GAA GGC TGC CGT
GAG GAA GT 3’) (Mackenzie 1996) y del
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TGB (PMTVF4:5°CAG CAACCACAAACA
GAC AGG 3’y PMTVR4: 5 AGC CAC TAA
CAA AAC ATACTGC-3’) (Xu et al. 2004). La
retrotranscripcion se realiz6 en un volumen de
20 pl, incluyendo 1,9 ul de agua, 1X de buffer
RT, 5 mM de MgCl,, | mM de dNTPs, 0,5 uM
de cebador reverso, 4 U de inhibidor de RNasa,
40 U de enzima M-MuLV Transcriptasa Reversa
(Fermentas, Lituania) y 5 ul de ARN o alternati-
vamente una dilucion 1:5. El programa consistio
en 37 °C por 60 min, 75 °C por 15 min, y final-
mente las muestras fueron mantenidas a 4 °C
hasta su uso en el PCR posterior. Las reacciones
de PCR se realizaron en un volumen de 25 pl
con 16,2 ul de agua, 1X de buffer de enzima,
1,8 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 uM
de cada cebador, 1 U de 7ag ADN polimerasa
(Fermentas) y 2,5 ul de ADNc, aunque en algu-
nas ocasiones fue necesario preparar diluciones
de 1:5y 1:10 de ADNc. El programa de PCR
consistié en 95 °C por 30 s, seguido de 40 ciclos
de 95 °C por 30 s, 56 °C por 45 s, 72 °C por
I min y una extension final a 72 °C por 5 min.

Los productos amplificados fueron separados
por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
suplementado con 4 pl de bromuro de etidio
(10 mg/ml), visualizados utilizando un transilu-
minador UV (Biometra, Gottingen, Alemania)
y su tamafio verificado por comparacion con el
marcador de peso molecular Generuler 100 pb
DNA ladder (Fermentas). Los amplicones del
tamafio esperado para las dos regiones, fueron
purificados directamente del gel mediante el
kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen), para
proceder a su secuenciacion en ambos sentidos
utilizando los mismos cebadores del RT-PCR en
un secuenciador ABI Prism 3730x1 (PE Applied
Biosystems) de la compaiiia Macrogen (Corea
del Sur).

Las secuencias obtenidas con cada cebador fueron
editadas mediante los software BioEdit 6.0.6 y
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Chromas 1.45, construyéndose secuencias con-
senso y confirmandose su identidad con genes
virales por comparacion con las bases de datos
moleculares, con el programa BLASTn (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). Esta
informacion sirvid de base para realizar el anali-
sis de las relaciones filogenéticas de las cepas de
PMTYV encontradas y aquellas de otras regiones
del mundo, cuyas secuencias estan registradas
en las bases de datos moleculares. Para esto se
alinearon las secuencias mediante Clustal W en
el programa Bioedit 6.0.6 y la matriz generada
fue utilizada para obtener un arbol filogenético
basado en maxima parsimonia utilizando la op-
cion Heuristic search del programa PAUP 4.0b,
asumiendo los espacios (gaps) como nucledtidos
eliminados (missing value) y la orden tree-
bisection reconnection (TBR) (Swofford 1998).
El soporte de la topologia interna de los dendro-
gramas fue determinado por analisis de boots-
trap con 1.000 remuestreos (Felsenstein 1985).

Secuencias parciales del genoma viral de PMTYV.
Con el fin de obtener mayor nivel de informacion
sobre las caracteristicas de los genomas del virus
PMTV en Colombia, se evaluaron multiples
cebadores dirigidos a otras regiones del ge-
noma, diferentes a las utilizadas en el analisis
filogenético, empleandose para ello los ceba-
dores dirigidos al ARN1 (RdRP) FURO-Hel
— 123end; ARN 2 (CP): C810-H360, H360-
PMTV2017R, PMTV759F-PMTV1552R,
PMTV1948F-123end y para el ARN 3 (TGB):
PMTVF4-PMTVR4, PMTV5USARNA3-
PMTV7USARNA3yPMTVF4-123end(tabla1).
Para esto se siguieron los procedimientos de
extraccion de ARN, RT-PCR y secuenciacion
descritos anteriormente, pero utilizando los
aislamientos AUn25 y AUnVa, obtenidos del
municipio de La Union (Antioquia), seleccio-
nados por la alta disponibilidad de inoculo de
Sss para las pruebas de transmision en plantas
de N. benthamiama.
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Para realizar el ensamblaje de los genomas
parciales, las secuencias se editaron mediante
el software Chromas 1.45, generandose los
consensos con ambos cebadores usando Bioedit.
Posteriormente, se verifico el marco de lectu-
ra correcto utilizando el servidor de Expasy
(<http://www.expasy.ch/tools/dna.html>) y se
procedio6 a su alineamiento con respecto a los
genomas completos disponibles en el GenBank
para cada uno de los segmentos analizados. Las
regiones alineadas fueron seleccionadas para
evaluar sus niveles de identidad en nucleo6tidos
y aminoacidos con la herramienta de matriz de
identidad del programa Bioedit. Con las secuen-
cias disponibles para cada aislamiento viral,
se generd un ensamble en contigs mediante la
herramienta ContigExpress del software vector
NTI (version 11.0 Invitrogen). Finalmente,
aquellas secuencias genémicas que presentaron
mayores niveles de identidad con respecto a las
secuencias ensambladas de las cepas nativas,
fueron utilizados como base de referencia para
realizar diagramas de su ubicacion en el contex-
to gendmico, mediante el sofiware Vector NTI.

Gil et al.

RESULTADOS

Deteccion del PMTYV en cultivos de papa
afectados por Sss. De cada una de las zonas
estudiadas se obtuvo al menos una muestra
de raices con agallas, tubérculos con pustulas
de sarna polvosa o suelo de lotes con historia
previa de infeccion de Sss. La deteccion me-
diante DAS-ELISA del virus PMTYV a partir de
muestras foliares de papa no arrojo resultados
positivos para ninguna de las muestras evalua-
das para raices y tubérculos con sarna polvosa;
aunque si en los controles positivos del kit de
Bioreba. Sin embargo, esta situacién cambi¢ al
evaluar las raices de plantas de N. benthamiana
cultivadas en macetas con turba e inoculadas
con quistosoros de Sss. En total se evaluaron
las raices de plantas procedentes de sustratos
infestados con 20 muestras diferentes de Sss
(figura 1), encontrandose que tres muestras de
Antioquia, una de Cundinamarca y una de Bo-
yaca fueron positivas en las pruebas de ELISA
(tabla 2).

Tabla 1. Cebadores utilizados para la obtencion de secuencias parciales de los segmentos de ARN gendmicos de aislamientos

de Colombia de PMTYV [PG = posicion en el genoma (nt)]

Cebador Secuencia PG Referencia
FURO-Hel 5’-GAT GGT GTA CCC GGA TGT GGA AAG TC-3’ 3.151a3.176 Savenkov et al.
123 end 5°-GTG AAC CAC GGT TTARCC CTG KAA GC-3>  5.847a5.872 1999
PMTV759F 5’-ACC TGA GGT CAG AGT TAT CGA CG-3’ 1.072 a 1.094

Presente trabajo
PMTV1552R 5’-GCC AAT TGT CTC AAT CAT ACA CTG-3’ 1.865 a 1.888
C819 5’-CTA TGC ACC AGC CCA GCG TAA CC-3’ 822 a 844

MacKenzie, 1996
H360 5—-CAT GAA GGC TGC CGT GAG GAA GT-3’ 385 a 407
PMTVF4 5’ CAG CAA CCA CAAACA GACAGG-¥ 1.726 a 1.746

Xu et al. 2004
PMTVR4 5> AGC CAC TAA CAA AAC ATA CTG C-3° 2.120a2.141
PMTV5 USARNA3  5-GGT GAA CAC GAG GAC AAG GT-3’ 1.417 a 1.436

Lambert et al. 2003
PMTV7 USARNA3 5-AACAGT CCG GTC TTG TGAAC-3’ 2.044 a2.063
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Figura 1. Plantas sefiuelo y fotos de microscopia de sus raices infectadas con Spongospora subterranea f. sp. subterranea.
A. Plantas de Nicotiana benthamiana sembradas en sustratos infestados con Sss. B. Microscopia de raices de Nicotiana
benthamiana sembradas en sustratos infestados con Sss, donde se observan estructuras de resistencia (quistosoros) del patdgeno
(aumento 40 X y 100 X)

Tabla 2. Deteccion mediante pruebas de ELISA de PMTYV en raices de plantas de Nicotiana benthamiana cultivadas en sustratos
infestados con quistosoros de Spongospora subterranea f. sp. subterranea procedentes de cuatro departamentos de Colombia
[* =Muestras positivas fueron consideradas aquellas con valores que presentaron al menos el doble de absorbancia con respecto
al control negativo, siguiendo el criterio de Matthews (1993). ** = Las muestras subrayadas indican aquellas que resultaron
positivas para PMTV mediante RT-PCR, mientras que las doblemente subrayadas fueron la utilizadas en la secuenciacion. Sus
numeros de accesion del GenBank son para CP: HQ171914 (AUn25), HQ171915 (AUnVa), HQ171916 (CMal) y HQ171917
(BTu2); para TGB2: HQ171918 (AUn25), HQ171919 (AUnVa), HQ171920 (BTu2)]

Procedencia del suelo tamizado

Muestra Departamento Municipio Variedad Absorbancia Resultado*
Control + 2,470 Positivo
Control - 0,120 Negativo
AUn25%* Antioquia La Unioén Criolla 1,215 Positivo
AUn35 Antioquia La Unién Criolla 0,140 Negativo
AUn36 Antioquia La Uni6on Criolla 0,148 Negativo
AUnVa Antioquia La Unién Capiro 0,130 Negativo
ASR2 Antioquia Sta. Rosa de Osos Capiro 0,139 Negativo
ASR4 Antioquia Sta. Rosa de Osos Capiro 0,130 Negativo
ASRS Antioquia Sta. Rosa de Osos Capiro 0,142 Negativo
ASR6 Antioquia Sta. Rosa de Osos Capiro 1,015 Positivo
ASR7 Antioquia Sta. Rosa de Osos Capiro 1,442 Positivo
CZi6 Cundinamarca Zipaquira Parda pastusa 0,124 Negativo
CZi23 Cundinamarca Zipaquira Parda pastusa 0,154 Negativo
CVil Cundinamarca Villapinzén Capiro 0,146 Negativo
CMal Cundinamarca Madrid Capiro 0,791 Positivo
BSial Boyaca Siachoque Capiro 0,121 Negativo
BTul Boyaca Turmequé Criolla 0,172 Negativo
BTu2 Boyaca Turmequé Criolla 0,487 Positivo
BVel Boyaca Ventaquemada Pardo pastusa 0,124 Negativo
BVe2 Boyaca Ventaquemada Pardo pastusa 0,141 Negativo
NIp7 Narifio Ipiales Unica 0,137 Negativo
NPal0 Narifio Pasto Parda pastusa 0,131 Negativo
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Analisis filogenético de regiones del genoma
de PMTYV codificantes para la capside y TGB.
Las pruebas de RT-PCR produjeron amplicones
del tamafio esperado de ~417 pb (para TGB con
cebadores PMTVF4 y PMTVR4) y de ~460
pb (para CP con cebadores H360 y C819) para
10 aislamientos en total (figura 2, tabla 2). El
analisis filogenético para el primer par de ceba-
dores se realiz6 empleando tres secuencias de
este virus procedentes de cultivos de papa de
Colombia, una secuencia obtenida por inmu-
nocaptura post-ELISA del control positivo del
kit de Bioreba y siete secuencias de referencia
obtenidas del GenBank de cepas de PMTV de
diferentes origenes geograficos. Los resultados
indicaron niveles de identidad para la region
TGB?2 superiores al 97% entre los aislamientos
colombianos; siendo la excepcion la cepa BTu2
(Turmequé, Boyaca), que presentd niveles de
identidad inferiores al 86% con respecto a las
cepas colombianas y a las de referencia mundial.
El nivel de identidad de la secuencia utiliza-

1.000 pb
500 pb ~
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o
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da como grupo externo Beet soil-borne virus
(BSBV) con relacion a las demas fue inferior al
67%. El andlisis filogenético para TGB2, utiliz6
424 posiciones, 256 de las cuales resultaron
constantes, 148 variables pero no informativas
y 20 informativas para el método de maxima
parsimonia. El dendrograma presentd un indice
de consistencia (CI) de 0,97, indice de retencion
(RI) de 0,82 y un indice de homoplasia (HI) de
0,03 y agrupd las cepas de PMTYV en estudio con
las de referencia en un clado soportado por un
valor bootstrap de 100%. Dentro de este clado
se ubicaron dos grupos soportados por valores
de boostrap superiores al 70%, el primer grupo
incluy6 el aislamiento correspondiente al post-
ELISA del kit Bioreba con cepas de Suecia y
Reino Unido, mientras que el segundo agrup6
dos de las cepas colombianas (AUn25 y AUnVa)
con cepas de Dinamarca y Republica Checa. Por
otro lado, la cepa BTu2 se localiz6 por fuera del
clado, no soportado por el andlisis bootstrap
(figura 3).
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Figura 2. Amplicones obtenidos con los cebadores PMTVF4-PMTVR4 (417 pb) y H360-C819 (460 pb) a partir de tejido de
raiz de Nicotiana benthamiana, inoculadas con quistosoros de Spongospora subterranea f. sp. subterranea de cultivos de papa
de cuatro departamentos de Colombia. Linea 1: Marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas), carriles2a 7 (A)y2a9
(B): muestras bajo analisis; carriles 8 (A) y 10 (B): controles negativos
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100
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Figura 3. Arbol filogenético basado en secuencias parciales
del gen TGB2 para aislamientos de PMTV obtenidos de
cultivos de papa de Colombia y el resto del mundo. Método
de maxima parsimonia utilizando la opcion Heuristic
search del programa PAUP 4,0 b. Los cambios se indican
en la parte superior y los valores de Bootstrap (> 50%) en la
parte inferior de las ramas. Los aislamientos secuenciados
corresponden a: AUn25 (HQ171918), AUnVa (HQ171919)
y BTu2 (HQ171920)

Para la region CP, el andlisis se realiz6 emplean-
do cuatro secuencias de este virus procedentes
de cultivos de papa de Colombia, una secuencia
obtenida por inmunocaptura post-ELISA del
control positivo del kit de Bioreba y 15 se-
cuencias de referencia obtenidas del GenBank
de cepas de PMTYV representando diferentes
origenes geograficos. Dicho analisis indico nive-
les de identidad para la region CP superiores al
98%; con excepcidn de los aislamientos CMal
(Madrid, Cundinamarca) y BTu2 (Turmequé,
Boyacd), los cuales presentaron niveles inferio-
res al 76% respecto a las otras cepas colombia-
nas y a las de referencia. El nivel de identidad
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de la secuencia utilizada como grupo externo
Beet soil-borne virus (BSBV) con relacion a
las demas cepas, fue inferior al 59%. El anali-
sis filogenético utiliz6 406 posiciones, 200 de
las cuales resultaron constantes, 109 variables
pero no informativas y 97 informativas para el
método de maxima parsimonia. El dendrograma
present6 un Clde 0,99, Rl de 0,98 y HIde 0,01 y
agrup¢ las cepas de PMTYV en estudio en dos cla-
dos (I y IT) soportados por valores de bootstrap
del 100%. En el primer clado (I) se agruparon las
cepas AUn25 y AUnVa (La Unién, Antioquia)
junto con todas las cepas de referencia, mientras
que en el segundo clado (II) se agruparon las
cepas colombianas CMal y BTu2 procedentes
del altiplano cundiboyacense (figura 4).

>1 IMEDKit Bioreha
>AMS03617 Aislamiento 201§ Finlandia
>AM303631 Aislamiento 50 Finlandia

= >EU016676 Aislamiento AUPo6 Tailandia
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>AMS03632 Aislamiento 64 Fmlandia
>AMS303626 Aislamiento 606 Finlandia

=AM 503623 Adsbamiento 5405 Finlandia

>AY327117 Aislamiento H2 Canadi

>DQI0238] Kometa Nemilkov Republica Checa
>AJ243719 Rara Sw Suecia

=AF487407 Raza Sw Dinamarca

F >AY196094 Alslamiento $4-15 Dinamarca
>((2503252 Adslamiento Pl Polonia

>AF393507 Aislamiento Kometa Republica Checa

>AF487408 Aislamiento 50-10 Dinamarca
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Figura 4. Arbol filogenético basado en secuencias parciales
de la capside viral para aislamientos de PMTV obtenidos de
cultivos de papa de Colombia y el resto mundo. Método
de maxima parsimonia utilizando la opcion Heuristic search
del programa PAUP 4,0 b. Los cambios se indican en la parte
superior y los valores de Bootstrap (> 50%) en la parte inferior
de las ramas. Los aislamientos secuenciados corresponden a:
AUn25 (HQ171914), AUnVa (HQ171915),CMal (HQ171916)
y BTu2 (HQ171917)
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Secuencias parciales del genoma viral de
PMTYV. Para la amplificacion de otras regiones
del genoma del virus PMTYV, se seleccionaron
dos aislamientos (AUn25 y AUnVa) del muni-
cipio de La Union (Antioquia), debido a la alta
disponibilidad de quistosoros en las muestras de
suelo originales. Se realizaron las reacciones
de RT-PCR como se indic6 anteriormente. Los
cebadores dirigidos al ARN1 (RdRP) FURO-
Hel-123end, no arrojaron los resultados espe-
rados para las cepas evaluadas en este estudio,
ya que las secuencias obtenidas de ~2.800 pb
no estuvieron relacionadas con el genoma de
PMTYV y correspondieron al genoma del hos-
pedante; sin embargo para los ARN1 y 2 si
fue posible la obtencion de los amplicones del
tamafio esperado (figura 5).
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Figura 5. Amplicones obtenidos con los cebadores PMTVF4-
123end (1067 pb) (carriles 2y 3) y PMTV759-PMTV1552R
(817 pb) (carriles 5 y 6), a partir de tejido de raiz de
Nicotiana benthamiana sembrado en sustrato infestado con
Spongospora subterranea f. sp. subterranea (carriles:
1: Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas); 4 y
7: controles negativos)

El ensamblaje de las secuencias para cada ARN
obtenido, se realiz6 con relacion a los genomas
completos de PMTV de diferentes origenes
geograficos. Asi, para el aislamiento AUn25 se
encontraron identidades superiores al 98% en
la secuencia de nucledtidos para el fragmento
de CP (ARN2) hacia el extremo 5°, ¢ identida-
des del 99% cuando se empled la secuencia de
aminoacidos. Para el fragmento de CP hacia el
extremo 3’ y con respecto al genoma de refe-
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rencia (NC_003724), se encontraron identidades
superiores al 97% para nucleotidos y de 95%
cuando se usaron aminoécidos en las compara-
ciones (figura 6).

NC 003724PMTV 1.2 3.138 nt

364 a 1.836 nt

Figura 6. Contextualizacion de las secuencias obtenidas
para la region CP de la cepa AUn25 de PMTV respecto
a la secuencia de referencia NC 003724. Se observan dos
fragmentos de CP para AUn25, uno cercano al extremo 5’
(707884MRPMTVCP 384-1.836) y el segundo cercano al
extremo 3’ (7SMR8IMYPMTVCP 1.853-2.959). La linea
superior representa la secuencia completa de referencia, las
dos flechas intermedias indican las porciones del ARN 2
secuenciadas en esta investigacion; la barra reticulada indica
la extension en pb del fragmento y las flechas inferiores
representan los ORF del fragmento respectivo en el genoma
viral

Para la misma cepa, las secuencias obtenidas
para la region TGB (ARN 3) se compararon
con cinco secuencias completas del GenBank,
presentandose identidades superiores al 97%
con respecto a los genomas de referencia en
nucleotidos y del 94% para aminoacidos. La se-
cuencia comparada corresponde a un fragmento
parcial de TGB1, TGB2, TGB3 y CRP.

Para el caso de la region CP de la cepa AUnVa
de PMTYV, se obtuvieron dos fragmentos de
tamafios menores a los alcanzados para la cepa
AUn25, que abarcaron ademas la region CPRT
hacia el centro del genoma (ensamblaje no
presentado). El andlisis se realiz6 utilizando
las mismas secuencias gendmicas de referencia
que se emplearon para AUn25, e indico para el
primer fragmento (CP), identidades del 99%
en las secuencias de nucledtidos y 100% para
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aminoacidos. Para el segundo fragmento (CPRT
y 3’ UTR) las identidades para las secuencias de
nucleotidos fueron del 98%, mientras que para
aminoacidos fueron superiores al 97%.

Para el analisis de la region TGB de la cepa
AUnVa, se evaluaron ademas cinco cepas de
referencia que contenian la porcion del genoma
comprendida entre TGBI1 parcial a CRP (en-
samblaje no presentado). El analisis de dichas
secuencias demostr6 identidades superiores al
97% paranucle6tidos y del 94% para aminoacidos.
Las secuencias de ambos aislamientos fueron
depositadas en el GenBank bajo los nimeros de
accesion: HQ285251, HQ285252, HQ335255,
HQ335256 y HQ335257.

DISCUSION

La papa es el cuarto cultivo de producciéon
mundial luego del arroz, maiz y trigo, que
provee la subsistencia basica a personas de
diferentes continentes y es considerado por al-
gunas sociedades como el segundo pan (Secor
y Rivera-Varas 2004). Este cultivo es afectado
por un sinniimero de patogenos, entre los cuales
se destacan los virus. Dichos patdgenos se han
venido reportando regularmente en los cultivos
de papa del pais, incluyendo PVY, PLRV, PVX,
PVS, PYVV (Gil et al. 2009, Guzman et al.
2004, Zapata 2004) y PMTV. Este ultimo fue
registrado recientemente por Vélez (2007) en los
municipios de Subachoque, Zipaquira (Cundi-
namarca) y Ventaquemada (Boyacd), en cultivos
con alta severidad de sarna polvosa.

La literatura describe que la sintomatologia
inducida por PMTYV en papa incluye moteados
amarillos y mosaicos en las hojas nuevas, al
igual que zonas cloroticas en forma de V'y con
tipo “aucuba” y acortamiento de entrenudos
hacia los brotes (sintoma del que proviene el
nombre de mop-top). Los sintomas en las hojas
parecen estar presentes solo en climas muy frios
y cuando el tubérculo semilla ha sido infectado
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con anterioridad. En algunas variedades, los tu-
bérculos desarrollan anillos necroticos concén-
tricos en la superficie o en su interior, sintoma
conocido como “Spraing” (Harrison y Reavy
2002). Partiendo de este precedente, las colec-
ciones en campo realizadas en nuestro trabajo,
estuvieron dirigidas a la consecucion de plantas
con dichos sintomas, especialmente en los sitios
mas altos de las zonas evaluadas. Aunque se
encontraron plantas con sintomas que podrian
asemejarse a los registrados para mop-top, como
moteados tipo “aucuba”, manchas cloroticas
en V y anillos necréticos en tubérculos, no fue
posible detectar este virus mediante ELISA o
RT-PCR a partir de tejido de papa, ni en raices
o tubérculos afectados por Sss. Esta situacion,
aunque no deseada, no resultd inesperada, por
cuanto diversos estudios en el mundo (Sokmen
etal. 1998, Xu et al. 2004) y en Colombia (Vélez
2007) han demostrado que PMTYV se presenta
en forma esporadica y con una distribucion al-
tamente irregular en las plantas de papa. Adicio-
nalmente, los cebadores y anticuerpos utilizados
en el trabajo, al ser disefiados fundamentalmente
con base en la informacion de aislamientos de
PMTYV de la zona templada, pueden conducir a
falsos negativos, pues no contemplan el rango
de variacion de dicho virus en la region Andina,
lo cual claramente ocurrid en este trabajo, al
encontrarse una variante del virus presentando
niveles de identidad en el gen CP inferiores al
76% con respecto al genotipo mundialmente
sefialado para este virus. Lo anterior, sumado a
los bajos niveles de titulo viral que generalmente
se presentan en materiales tolerantes a su infec-
cion, representa obstaculos para el diagndstico
efectivo de PMTYV, que deben ser superados
con estudios como el presente, que profundizan
en las caracteristicas genotipicas de las cepas
locales de este virus.

Debido a lo anterior, se decidi6 evaluar la pre-
sencia del PMTYV a partir de plantas sefiuelo de
N. benthamiana, siguiendo los registros exitosos
planteados por Sjoberg (2006) y Vélez (2007).

61



Actual Biol 33 (94): 69-84, 2011

De esta forma, se diagnostico la ocurrencia del
virus en al menos una muestra de los cuatro
departamentos evaluados; aunque dicho proce-
dimiento resulta muy ineficiente al requerirse un
periodo de al menos dos meses. Por esta razon,
persiste la necesidad de desarrollar metodolo-
gias de deteccion de PMTYV altamente sensibles
y especificas basadas en los genoma de las va-
riantes presentes en el pais y que sirvan para su
utilizacion directa en plantas de papa, de manera
que sea posible evaluar los niveles de incidencia
de PMTYV en las diferentes regiones cultivadoras
de papa del pais y su efecto en la degeneracion
del tubérculo semilla y en la produccion; lo
cual de resultar significativo, seria muy grave
al adicionar este problema al causado por Sss,
su agente vector, que en nuestro medio puede
ocasionar reducciones en rendimiento hasta del
40% (Gilchrist et al. 2009).

El anélisis filogenético realizado a partir de las
secuencias parciales de los genes CP y TGB2,
con cebadores utilizados por Vélez (2007),
indico la presencia de al menos dos varian-
tes principales de PMTV en el pais. Para el
caso del analisis del gen CP, dos de las cuatro
secuencias de cepas colombianas (AUn25 y
AUnVa), se agruparon en el mismo clado con
las secuencias de referencia de PMTV de otros
paises y compartiendo identidades superiores al
98%, mientras que las otras dos cepas (CMal
y BTu2) se ubicaron en un clado independiente
y con bajos niveles de identidad con respecto
al clado I (~76%). Esta situacion ya habia sido
registrada por Vélez (2007), al encontrar que
algunos aislamientos colombianos de PMTV
presentaban identidades cercanas al 80% en
la secuencia de nucledtidos que codifica para la
region de CP con relacion a las cepas cuyas se-
cuencias se encontraban disponibles en las bases
de datos moleculares. Desafortunadamente, las
secuencias obtenidas por Vélez (2007) no fueron
depositadas en el GenBank, imposibilitandose
la comparacion directa con los resultados de
nuestra investigacion.
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Con respecto a las secuencias obtenidas de la
region TGB2, se obtuvieron niveles de identidad
para nucledtidos superiores al 97% para dos
de las tres cepas colombianas, mientras que la
restante (BTu2) presento identidades cercanas al
86%. Como es de notar, las dos cepas que mos-
traron marcada diferencia respecto a las demas
para la region CP y esta tltima descrita para la
region TGB2, fueron procedentes de la sabana
cundiboyacense, lo que permite suponer que en
dicha zona concurren ambos tipos de variantes.
Sin embargo, el bajo nimero de cepas de PMTV
detectadas en otras regiones como Narifio y
Antioquia, no permite excluir la posibilidad de
que en estos departamentos estén igualmente
presentes dichas variantes o incluso que se
presenten otros genotipos no detectados en esta
investigacion. Lo anterior indica que el grado de
variacion que presenta el virus PMTV en Co-
lombia, para las regiones del genoma evaluadas
es alto y permite plantear la posibilidad de que
las cepas disimilares con las secuencias de refe-
rencia mundial del PMTYV, correspondan a una
especie viral diferente del género Pomovirus,
por cuanto Adams et al. (2009) al proponer re-
cientemente la constitucion de la nueva familia
viral Virgaviridae, indican que el criterio prin-
cipal para discriminar las especies dentro del
género Pomovirus (uno de sus géneros miem-
bro), es la ocurrencia de identidades inferiores
al 80 y 90% para la secuencia completa del
genoma y para el gen CP, respectivamente. De
esta manera en trabajos futuros es fundamental
considerar el analisis completo del genoma y
realizar estudios epidemioldgicos que evaliien
el efecto de dicha variante sobre la transmision
por Sss del virus, sus niveles de virulencia en
diferentes variedades de papa y su distribucion
al interior de la planta.

Diversos trabajos de variabilidad genética del
PMTYV se han realizado en el mundo, especial-
mente en la Peninsula Escandinava, Escocia,
Norteamérica y Pert. Nielsen y Nicolaisen (2003)
informaron la presencia en Dinamarca de dos
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variantes de PMTV basados en andlisis de las
secuencias de CP, encontrando que estos com-
partian 98% de identidad, pero con diferencias
notables en la reproduccion de sintomas en
plantas indicadoras. Una situacion similar fue
encontrada por Mayo et al. (1996) al comparar
las secuencias de CP de ocho aislamientos de
PMTYV obtenidos en los Andes peruanos y tres
procedentes de Escocia. Por otra parte, Xu et al.
(2004) comunicaron la presencia del virus en
EE. UU. y Canada, con altos niveles de identidad
respecto a los aislamientos registrados hasta ese
momento en Pert y Europa. En dicho trabajo se
confirmo la distribucion erratica del virus en la
planta y se planted la necesidad de tomar mues-
tras de distintas partes de un mismo tubérculo
para aumentar la probabilidad de detectar el
virus. Més recientemente, Latvala-Kilby et al.
(2009) realizaron un estudio de la variabilidad
genética de 37 aislamientos de PMTV de Finlan-
dia y Latvia a partir de la secuenciacion de CP
y CPRT (CP con lectura continua) del ARN 2 y
del gen 8K del ARN 3, con la presencia de dos
clases de genotipos tanto para el ARN 2 como 3,
los cuales fueron diferenciados mediante anali-
sis de RFLP, siendo los restrictotipos ARN 2-11
y ARN 3-B los predominantes en la poblacion
evaluada. Sin embargo, al comparar los niveles
de identidad entre las secuencias de las tres
regiones estudiadas con secuencias deposita-
das en el GenBank, se encontraron niveles de
identidad superiores al 96% en todos los casos.
Estos resultados contrastan con lo encontrado
en la presente investigacion, reafirmandose la
necesidad de profundizar en la secuenciacion
del genoma completo de las variantes de PMTV
detectadas en Colombia.

Un aspecto adicional que debe ser considerado
en futuros trabajos, corresponde a la relacion
entre los genotipos de PMTV vy la variabilidad
encontrada en Colombia entre aislamientos
de Sss por Carrefio (2009). En dicho estudio,
mediante analisis de secuencias y de SSCP de
la region ITS del ADNr de Sss, se determino la
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presencia de hasta cinco haplotipos del patégeno
y fue posible la separacion de los aislamientos
en dos grupos de acuerdo con el tejido de donde
este fue obtenido (tubérculo o raiz). La relacion
entre las diferencias encontradas entre las pobla-
ciones de ambos patdgenos son de interés debido
a que es CP y mas especificamente CPRT, la
proteina relacionada con la transmision del virus
por dicho plasmodioférido, segun lo observado
por Reavy et al. (1998), quienes encontraron
que el aislamiento PMTV-T, que carece de un
fragmento representativo de secuencia en el
ARN 2, no puede ser transmitido por Sss, pero
si mediante inoculacion mecanica. Esta situa-
cion aparentemente se debe a la delecion de una
porcidn de la region CPRT del ARN 2 del virus
(Sandgren et al. 2001).

La contextualizacion en el genoma viral de las
secuencias adicionales obtenidas en cepas de
PMTYV del departamento de Antioquia, reafirmé
que se tratan de aislamientos representativos
del genoma ordinario de PMTV y no de los
genotipos diferentes encontrados en el analisis
filogenético. Sus identidades para las porciones
secuenciadas del ARN 2 y ARN 3 fueron altas
(>97%) con respecto a los genomas informados
en trabajos anteriores (Cerovska et al. 2007,
Sandgren et al. 2001). Este resultado contribuye
al aumento del numero de secuencias disponi-
bles de PMTV en las bases de datos molecu-
lares, aspecto fundamental para el desarrollo
de herramientas de diagndstico viral de amplia
cobertura, pues aumenta la efectividad del di-
seno de los cebadores, sondas e incluso de los
anticuerpos obtenidos a partir de la utilizacion
de proteinas recombinantes y péptidos virales
como determinantes antigénicos.

Los resultados encontrados hasta el momento en
Colombia sobre Sss y PMTV permiten plantear
que la situacion de estos patogenos en los cul-
tivos de papa de Colombia es singular, dada la
presencia de al menos dos variantes genéticas
de PMTYV, de los altos niveles de afeccion que
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causa Sss en los cultivos y de las diferencias
notables en la manifestacion de sintomas de la
sarna polvosa entre las variedades comercia-
lizadas (Carrenio 2009, Gilchrist et al. 2009,
Jaramillo y Botero 2007). Estas condiciones
ameritan continuar con los estudios de dichos
patosistemas y especialmente evaluar su efecto
sobre la produccion y calidad del tubérculo
semilla en forma independiente y conjunta, asi
como desarrollar metodologias de diagnostico
que ofrezcan altos niveles de sensibilidad y
que estén fundamentados en las caracteristicas
genotipicas que presentan ambos patdgenos en
el pais.
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