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Resumen

Introduccion. Las enfermedades causadas por vi-
rus se han convertido en un factor limitante para los
cultivos de tomate de arbol presentes en diferentes
regiones de Colombia, incluyendo aquellos del de-
partamento de Narifio. Estudios previos apuntan a
un posible potyvirus y a diferentes virus isométricos
como asociados a estas enfermedades, aunque su
identidad taxonémica en el nivel de especie y su in-
cidencia no se habian determinado. Dicha situacion
fue abordada en este estudio utilizando pruebas de
ELISA, RT-PCR vy secuenciacion de la capside vi-
ral a partir de muestras de cinco cultivos afectados
por la virosis en el municipio de Cérdoba (Narifio).
Resultados. Los resultados indicaron la presen-
cia de potyvirus en todas las muestras analizadas,
mientras que los virus CMV (33%), ToMV (50%) y
PLRYV (75%) presentaban una alta incidencia en los
cultivos de la region. El analisis molecular permitié
identificar al potyvirus como miembro de la especie
PVY, compartiendo niveles de identidad superiores
al 92% con cepas obtenidas en cultivos de papa
de diferentes paises; mientras que las secuencias
del polerovirus presentaron identidades superiores
al 98% con cepas de PLRV de este mismo cultivo.
Conclusion. Esta investigacion confirma la ocur-
rencia de un complejo viral asociado a la virosis del
tomate de arbol en el departamento de Narifio, y
con base en los anadlisis de secuencias, plantea la
posible infeccidon cruzada de cepas de PVY y PLRV
entre los cultivos de papa y tomate de arbol de la
region, lo cual requiere confirmacion experimental
mediante evaluaciones de patogenicidad.

Palabras clave: CMV, ELISA, PLRV, potyvirus, PVY,
secuenciacion, ToMV.

Serological and molecular identification of
viruses in tree tomato (Solanum betaceum) in
crops from Cérdoba (Narifio, Colombia)

Abstract

Introduction. The diseases caused by viruses have
become an obstacle for tree tomato crops in several
Colombian regions, including those from the Narifio
province. Previous studies pointed at a possible po-
tyvirus and at several isometric viruses as associ-
ated to these diseases, though their taxonomic iden-
tity in the species level and their incidence had not
been determined yet. An approach to this situation
was made by the use of ELISA, RT-PCR and viral
sequence capsid tests from samples brought from
five crops affected by viruses in Coérdoba (Narifio).
Results. The results indicated the presence of poty-
virus in all of the samples analyzed, while CMV virus
(33%), ToMV (50%) and PLRV (75%) had a great
incidence in the crops from the region.The molecu-
lar analysis allowed the identification of potyvirus
as a member of the PVY species, sharing identity
levels above 92% with strains obtained in potato
crops from several countries, while the polerovi-
rus sequences obtained identities above 98% with
PLRV strains from the same crop. Conclusion. This
research work confirms that there is a viral complex
associated to viruses in tree tomatoes from the Na-
rifio province and, base on the sequence analysis,
exposes the possible crossed infection of PVY and
PLRYV strains in potato and tomato plantations in the
region, a fact which requires an experimental confir-
mation by pathogenicity evaluations.
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Identificagado serolégica e molecular de virus
do tomate de arvore (Solanum betaceum) em
cultivos de Cérdoba (Narifio, Colombia)

Resumo

Introdugdo. As doengas causadas por virus se
converteram num fator limitante para os cultivos de
tomate de arvore presentes em diferentes regides
da Colémbia, incluindo aqueles do departamento
de Narifio. Estudos prévios apontam a um possivel
potyvirus e a diferentes virus isométricos como so-
cios a estas doengas, ainda que sua identidade ta-
xonOmica no nivel de espécie e sua incidéncia nao
se tinham determinado. Dita situagdo foi abordada
neste estudo utilizando provas de ELISA, RT-PCR
e na sequencia da capside viral a partir de mostras

de cinco cultivos afetados pela viroses no municipio
de Cordoba (Narifio). Resultados. Os resultados in-
dicaram a presenca de potyvirus em todas as mos-
tras analisadas, enquanto os virus CMV (33%), ToMV
(50%) e PLRV (75%) apresentavam uma alta incidén-
cia nos cultivos da regido. A analise molecular permitiu
identificar ao potyvirus como membro da espécie PVY,
compartilhando niveis de identidade superiores a 92%
com cepas obtidas em cultivos de papa de diferentes
paises; enquanto as sequéncias do polerovirus apre-
sentaram identidades superiores ao 98% com cepas
de PLRV deste mesmo cultivo. Conclusdo. Esta in-
vestigagéo confirma a ocorréncia de um complexo viral
s6cio a viroses do tomate de arvore no departamento
de Narifio, e com base nas analises de seqliéncias,
propde a possivel infecgao cruzada de cepas de PVY
e PLRV entre os cultivos de papa e tomate de arvore
da regido, o qual requer confirmagéo experimental me-
diante avaliagdes de patogenia.

Palavras importantes: CMV, ELISA, PLRV, potyvi-
rus, PVY, seqlencia, ToMV.

Introduccion

Las enfermedades de plantas causadas por
virus producen sintomas como disminucion en
el crecimiento, deformacion de tejidos, mosai-
cos foliares y reduccién en la produccion, lo
que lleva a grandes pérdidas en el rendimiento
y/o la longevidad de una amplia variedad de
cultivos de importancia agricola. Las estrate-
gias empleadas para su manejo se basan en
prevenir que los virus lleguen o se establezcan
en los cultivos mediante el manejo biolégico o
quimico de los vectores que los transmiten, el
uso de variedades resistentes, el empleo de
material de siembra certificado y las practicas
de exclusién’.

En Colombia, los cultivos de solanaceas que
se ven mas afectados por estos patdégenos
son el de la papa (Solanum tuberosum), con
enfermedades como el mosaico rugoso cau-
sado por PVY, el enrollamiento foliar (PLRV) y
el amarillamiento de las venas (PYVV); y el de
tomate de arbol (Solanum betaceum), con una
enfermedad que en forma genérica se deno-
mina como “Virosis” y que produce sintomas
variados, pero cuyos agentes causales aun
no han sido plenamente establecidos, aunque
existen diferentes reportes que indican que al
menos uno de los virus asociados a este culti-
vo pertenece a la familia Potyviridae?3. Estos

virus se caracterizan por tener forma de par-
ticula flexuosa helicoidal de 730 x 11 nm, un
genoma de ARN monocatenario positivo de 10
kb y diversos mecanismos de transmision, en-
tre los que se destacan los afidos y los medios
mecanicos. Recientemente, ademas de poty-
virus, se han identificado en cultivos de varias
regiones del pais, diferentes virus isométricos
de los géneros Polerovirus, Cucumovirus 'y Al-
famovirus, entre otros*.

El tomate de arbol se ha convertido en una de
las alternativas viables para reemplazar los cul-
tivos tradicionales que dejan bajos niveles de
rentabilidad y para sustituir los cultivos ilicitos
en diversas regiones del pais, dadas sus exce-
lentes caracteristicas organolépticas y su gran
aporte nutricional, que lo hacen muy atractivo
para la industria de bebidas y alimentos®. En
Narifno, 18 municipios cultivan tomate de arbol
lo que lo constituye en uno de los frutales con
mayor importancia econémica en el departa-
mento. Los principales productores de tomate
de arbol son Samaniego, Funes, Contadero
y Santacruz, mientras que municipios como
Cérdoba, El Rosario y Taminango, a pesar de
tener una baja produccién, se consideran pro-
misorios para la expansion de su siembra, por
contar con condiciones climaticas y edaficas
propicias para su cultivo®. Sin embargo, la fuer-
te incidencia y severidad de las enfermedades
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virales que se presenta en la actualidad en di-
chos municipios es una limitante significativa
para el aumento de las areas destinadas a la
siembra de este frutal.

En Colombia la primera enfermedad viral del
tomate de arbol se detecté en 1980 en Boyaca
con la presencia del virus de la necrosis anu-
lar’, y en Antioquia con el mosaico del tomate
de arbol®. En el departamento de Narifio, Be-
tancourth; et aP, reportaron la presencia de un
posible potyvirus que afecta los cultivos de to-
mate de arbol, caracterizado por la morfologia
de varilla flexuosa de 800 nm y su transmisién
mediante afidos de la especie Myzus persicae;
sin embargo, su identificacion en la especie era
incierta.

La presencia de mezclas de virus que afectan
el tomate de arbol se ha reportado en paises
como Nueva Zelanda y Ecuador, donde se han
detectado miembros de las familias Potyviri-
dae, Flexiviridae, Bromoviridae, Bunyaviridae,
Luteoviridae y Comoviridae como agentes
causales de las enfermedades virales de este
cultivo'©-2,

A pesar de la gran limitante que representan
las “virosis” para el cultivo del tomate de arbol
en Colombia, la identificacidén de las especies
virales asociadas a los cultivos en las diferen-
tes regiones del pais es parcial. Esta situacion
es claramente inconveniente para el disefio de
las estrategias de control de estas enferme-
dades y requiere ser abordada con celeridad.
Apuntando a dicha necesidad, esta investiga-
cion tuvo como principal objetivo la determina-
cion de los agentes causales de la “virosis” del
cultivo de tomate de arbol en el municipio de
Cordoba (Narifio), mediante la utilizacion de
técnicas seroldgicas y moleculares.

Materiales y métodos

Localizacion. Las muestras de plantas de to-
mate de arbol con sintomatologias virales fue-
ron colectadas en las veredas San Juan Chico,
El Chair y Guacas del municipio de Cérdoba
(Narifo), que se encuentra ubicado a los 00°
51’ 18" latitud Norte y 77° 31’ 16” longitud Oes-
te, a una distancia de 90 Km de la ciudad de
Pasto y a una altura de 2.800 m.s.n.m. Tiene
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una temperatura media de 12°C y precipitacién
media anual de 1.020 mm.

Descripcion de sintomatologias virales. Se
visitaron cuatro cultivos de tomate de arbol y
en cada uno se tomaron 30 muestras aleatorias
consistentes de cuatro hojas jévenes. Se rea-
lizé una caracterizacion de las sintomatologias
encontradas teniendo en cuenta el tejido foliar,
frutos, flores y estado general de las plantas
afectadas (presencia de enanismos, defoliacio-
nes, etc.). Las muestras fueron transportadas
al laboratorio de Biologia celular y molecular
de la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin, para su analisis posterior.

Deteccion serolégica de los virus. Se rea-
lizaron pruebas de ELISA mediante el uso de
anticuerpos especificos para los virus PLRV,
Potyvirus, CMV, ToMV, ToRSV y TSWYV, de la
compafiia AGDIA (Indiana, EE. UU.). Para esto
se formaron 12 muestras compuestas (3 bulk/
lote; 10 muestras/bulk) de 100 mg de tejido
afectado, se maceraron en buffer de extraccion
1X y se siguieron las instrucciones del fabri-
cante. Los resultados colorimétricos fueron
cuantificados en un equipo Multiscan (Labsys-
tem, Finlandia). Cada prueba incluyo un con-
trol positivo (suministrado por el fabricante en
forma liofilizada) y un control negativo (buffer
de extraccion). Los pozos considerados con
reaccion positiva fueron aquellos en los cua-
les la lectura de absorbancia a 405 nm tuvo un
valor minimo del doble de la lectura obtenida
en el control negativo, siguiendo el criterio de
Matthews.

Identificacion molecular de los virus. Una
vez detectada la presencia de los virus me-
diante ELISA, se llevd a cabo la extraccion
de ARN total mediante el kit RNAeasy plant
mini (Qiagen, California, EEUU), macerando
100 mg de tejido foliar con nitrégeno liquido y
utilizando 450 yL de buffer RLT y 10 pL de B-
mercaptoetanol, para evitar la oxidacion de la
muestra. Posteriormente, se siguio el protocolo
del fabricante hasta obtener ARN, el cual fue
resuspendido en 30 pL de agua destilada esté-
ril libre de ARNasas.

Las reacciones de RT-PCR se realizaron con
el kit QIAGEN OneStep RT-PCR (Qiagen) e in-
cluyeron 5 pL de ARN total, 0,6 uM de cada ce-



bador especifico para la amplificaciéon de una
region diagnostica de la capside de cada virus
(Tabla 1), 1X de Buffer QIAGEN One-Step RT-
PCR Buffer, 400 uM de dNTPs y 2 uL de mez-
cla de enzimas QIAGEN (transcriptasa reversa
Omniscript, transcriptasa reversa Sensiscript y
Polimerasa de ADN HotStarTaq). El pro-

grama de amplificacién utilizado consté de una
fase inicial de sintesis de la primera cadena a
50°C por 30 min, seguido de la activaciéon 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.

Tabla 1. Cebadores especificos utilizados para la regiéon de la capside de virus evaluados
en muestras de tejido de tomate de arbol afectado por la Virosis en Narifo.

Virus Cebadores Secuencia Amplicéon de An-:;;aling
AMV  F 5-CCATCATGAGTT CTT CAC AAAAG-3 351 pb 58°C
R 5-TCG TCA CGT CAT CAG TGA GAC-3’ 351 pb 58°C
CMV  FCP 5-GAT CCG CTT CTT CTC CGC GAG-3 ARN.S 570 b 52°C
RCP 5-GCC GTAAGC TGG ATG GAC-3’ ﬁgs:g 2?8 Sg 52°C
CMV-spainF: 5-GTAGACATCTGTGACGCGA-3 510 pb 54°C
CMV-spainR: 5-GCGCGAAACAAGCTTCTTATC-3’ 510 pb 54°C
PLRV F 5-CGC GCTAAC AGA GTT CAG CC-3’ 336 pb 54°C
R 5-GCAATG GGG GTC CAACTC CAACTC AT-3' 336 pb 54°C
PVY F 5-ACG TCC AAAATG AGAATG CC-3 480 pb 53°C
R 5-TGG TGT TCG TGATGT GAC CT-3 480 pb 53°C
PVA F 5-GTT GGA GAATTC AAG ATC CTG G-3' 255 pb 52°C
R 5-TTT CTC TGC CAC CTC ATC G-3 255 pb
ToMV 1 5-TGG GCC CCAACC GGG GGT-3' 549 pb 52°C
3 5-TTC AAC AGC AGT TCA GCG AG-3’ 549 pb 52°C
ToRSV U1 5-GAC GAA GTT ATC AAT GGC AGC-3’ 499 pb 55°C
D1 5-TCC GTC CAATCACGC GAAT-3 499 pb 55°C
TSWV F 5-GCC ATT GTT CTC CGG AAG ATT CAG-3’ 273 pb 55°C
R 5-CAA CCC TAG TTAATTTCG TTG GTG-3 273 pb 55°C

Los productos amplificados se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, su-
plementado con 4 pL de bromuro de etidio
(10mg/mL), y fueron visualizados utilizando un
transiluminador UV (Biometra, Gottingen, Ale-
mania). Su tamafo se verific6 comparando con
el marcador de peso molecular Generuler 100
pb DNA ladder (Fermentas). La purificacion de
los amplicones de los virus que tuvieron el ta-
mafo esperado se realizé6 mediante el kit PCR-

purification (Qiagen) para su posterior secuen-
ciacion en la compania Macrogen (Corea del
Sur).

Las secuencias obtenidas con cada cebador
fueron editadas mediante el software BioEdit
6.0.6, construyéndose secuencias consenso y
confirmandose su identidad con genes virales
por comparacioén con las bases de datos mole-
culares, mediante el programa BLASTn. Esta
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informacion permitié realizar comparaciones
de los niveles de identidad entre las regiones
secuenciadas de las cepas virales que afec-
tan los cultivos de tomate de arbol en Cérdoba
(Narifo) y aquellas reportadas en el GenBank
para otros cultivos y paises, a partir del alinea-
miento de las secuencias mediante el software
Clustal W.

Resultados

Descripcion de sintomatologias virales

Se encontr6 una sintomatologia general predo-
minante, que corresponde a mosaicos foliares
con ampollamientos, deformacién de brotes y
cambios en la apariencia (color, consistencia,
forma) de flores y frutos. Estos sintomas estu-
vieron, ademas, acompafnados por la presen-
cia de manchas aceitosas en la superficie foliar
y la formacion de anillos necréticos en las ho-
jas. Un sintoma generalizado en estados mas

avanzados de la infeccion fue la defoliacion
y reducciéon en el crecimiento de las plantas;
aunque oftros factores bidticos y abiéticos tam-
bién pudieran ser corresponsables de dichos
cuadros sintomaticos

Deteccién serolégica de los virus

Las pruebas de ELISA revelaron que la inci-
dencia de potyvirus en los 12 bulk de muestras
bajo analisis fue del 100%, al obtener valores
de absorbancia mucho mayores que el doble
del control negativo en todas las muestras.
En cuanto al PLRYV, se observé una incidencia
del 75%, mientras que ToMV y CMV presenta-
ron frecuencias de deteccion del 50% y 33%,
respectivamente. Con la utilizacién de los an-
ticuerpos utilizados no fue posible detectar los
virus TORSV, ni TSWV en ninguna de las mues-
tras analizadas. En la tabla 2 se presentan los
valores de absorbancia para los bulk de mues-
tras realizados en cada lote.

Tabla 2. Valores de absorbancia obtenidos en las pruebas de ELISA para los virus
evaluados en plantas de tomate de arbol del municipio de Cérdoba (Narifio).
Las celdas resaltadas corresponden a las muestras que resultaron positivas

bajo el criterio de dos veces el valor del control negativo.

Vereda Lote Potyvirus PLRV CMV ToMV ToRSV  TSWV
Al 0,848 0,721 0,16 0,075 0,115 0,098

Chair All 0,637 0,589 0,143 0,068 0,102 0,099
Alll 1,401 0,485 0,282 0,066 0,11 0,075

BI 3,497 0,224 0108 0,072 0,094 0,092

BII 3,332 0,506 0,099 0,061 0,092 0,089

San Juan BIII 1,809 0,32 0,122 0,068 0,096 0,091
Chico Cl 1,82 0,532 0,196 0,13 0,096 0,095
Cll 1,488 0,184 0123 0,16 0,096 0,106

clil 2,604 0465 0127 0,148 0,101 0,092

DI 0,507 0,106 0,381 0,154 0,089 0,094

Guacas DIl 2,129 0,084 0162 0,152 0,088 0,101
DIlI 1,063 0,073 0,295 0,151 0,102 0,095

C+ 3,369 0,285 3,369 0,681 0,182 0,162

C- 0,086 0,078 0,086 0062 0,078 0,078

Doble C - 0,172 0.156 0,172 0,124 0,156 0,156

o4
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Identificacion molecular de los virus

Ademas de los virus PVA, PVY, PLRV, ToRSV
y ToMV, se evaluaron cebadores para el virus
PVX que afecta el cultivo de la papa y podria
también presentarse en tomate de arbol y del
virus AMV, reportado en este cultivo en otros
paises' 5. Estas pruebas permitieron obte-
ner los amplicones del tamafio esperado para
PLRV y PVY, en muestras pertenecientes a cul-
tivos de las veredas: San Juan Chico, EI Chair
y Guacas del municipio de Cérdoba.

Para el caso del PVY, se obtuvieron bandas del
tamafio esperado de 480 pb en siete muestras
(figura 1), dos de las cuales fueron confirma-
das como pertenecientes a una porcion del gen
de la capside viral mediante su secuenciacién
posterior. Una vez establecidas las secuencias
consenso, su comparacion con cepas de refe-
rencia de este virus, obtenidas del GenBank y

procedentes de diferentes lugares del mundo
(Japon, Estados Unidos, China, Corea del Sur
y Reino Unido), permitieron definir niveles de
identidad superiores al 92% (Tabla 3). Para el
virus PLRV se obtuvieron amplicones del ta-
mario esperado (336 pb) en dos muestras de
la vereda El Chair del municipio de Cérdoba
(figura 2), las cuales fueron purificadas y en-
viadas para su secuenciacion, y se confirmé
su naturaleza viral, especificamente de una re-
gién que codifica para la capside. Al alinearse
las secuencias obtenidas con las depositadas
en el Genbank, se obtuvieron porcentajes de
identidad del 98% y 99% con cepas de PLRV
procedentes de Iran, China, Filipinas, Republi-
ca Checa e India, entre otros, cuyos numeros
de accesion son indicados en la tabla 4. Las
secuencias obtenidas en esta investigacion
fueron depositadas en el GenBank bajo las
accesiones: PVY45Col: HQ171921, PVY46Col
HQ171922, PLRV25Col: HQ171923, PLRV28-
Col: HQ171924.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de muestras de tomate de arbol procedentes del
Municipio de Cérdoba (Narifo). Productos de PCR con cebadores para PVY. 2-11: mues-
tras con amplicones inespecificos para PVY. 12:C1ANPVY, 13: CIMAPVY, 14: C2ANPVY,

15: C2MAPVY, 16: C3ANPVY, 17: C3MAPVY, 18: C4AANPVY, 20: CAMAPVY. Las muestras
enviadas para secuenciacion corresponden a los pozos 14 (45Col) y 20 (46Col).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de muestras de tomate de arbol procedentes
del Municipio de Cérdoba (Narifio). Productos de PCR con cebadores para PLRV y PVX.
1: Marcador de peso molecular 100 pb. 2: V3 PLRV, 3: V2 PLRV, 4: V1 PLRV, 5: Control
negativo, 6: V4 PVX, 7: V3 PVX, 8: V2 PVX. Las dos muestras enviadas para secuenciacion
corresponden a los pozos 3 (25Col) y 4 (28Col).

Tabla 3. Porcentajes de identidad entre secuencias del virus PVY obtenidas de papa
de diferentes paises del mundo y en cultivos de tomate de arbol del
municipio de Cérdoba (Nariiio) (45Col y 46Col).

Procedencia Accesion Raza % de identidad

Japén1 AB331548.1 NTN 92%
Japon2 AB331517.1 NTN 92%
EE.UU1 AY884984.1 NA-N/NTN 92%
China FJ766534.1 - 92%
Japén3 AB331549.1 NTN 92%
Reino Unido1 EF027861.1 N 92%

Reino Unido2 EF027859.1 N 92%
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Tabla 4. Porcentajes de identidad entre secuencias del virus PLRV obtenidas
de papa de diferentes paises del mundo y en cultivos de tomate de arbol
del municipio de Cérdoba (Narifio) (25 Col y 28 Col).

Procedencia Accesion % de identidad
Shiraz, Iran FJ481107.1 99%
No definido M89926.1 99%
Yunnan, China 1 FJ859021.1 98%
Jordan, Filipinas EU073862.1 98%
Jordan, Filipinas EU073861.1 98%
Republica Checa EU717545.1 98%
India AF539791.1 98%
Canada D13954.1 98%
Australia D13953.1 98%
Clon D13753.1 98%
China 2 EF063711.1 98%
Discusion este estudio. Adicionalmente, las pruebas de

Al analizarse las muestras foliares procedentes
de cultivos de tomate de arbol en Cérdoba (Na-
rifo), se observaron diversas sintomatologias
que incluyen la reduccion en crecimiento de las
plantas, distorsion en la forma de las hojas y de
los brotes, mosaicos diversos, ampollamien-
tos, manchas cloréticas y necréticas y amarilla-
miento de la superficie foliar, entre otros; todos
estos, sintomas caracteristicos de las infeccio-
nes virales de tomate de arbol'® y previamente
reportados por varios autores del pais'-1920-23 y
de otros lugares del mundo?+2,

Betancourth; et al” reportaron la sintomatolo-
gia de manchas aceitosas que afectan cultivos
de tomate de arbol en Ipiales (Narifio) y a par-
tir de observaciones de microscopia electro-
nica determinaron la presencia de particulas
flexuosas de 800 nm probablemente asociadas
a especies del género Potyvirus. En el presen-
te estudio las muestras fueron evaluadas sero-
l6gicamente con anticuerpos especificos para
diferentes virus, y se logré confirmar la presen-
cia de potyvirus en este cultivo, los que ade-
mas resultaron con una incidencia del 100%
en las muestras bajo analisis. De gran interés
resultara en el futuro la realizacion de pruebas
de ELISA especificas para las diferentes es-
pecies de potyvirus reportadas en tomate de
arbol (PVY, TAMV, TaLMV y PVA), de manera
que sea posible detallar su participacion en la
incidencia general de potyvirus, encontrada en

ELISA permitieron detectar la presencia de los
virus PLRV, ToMV y en menor grado de CMV
en dichas muestras, situacion que confirma
que la enfermedad denominada en términos
genéricos como “Virosis” del tomate de arbol
es causada por un complejo viral, que presen-
ta al menos un potyvirus ademas de diferentes
virus isométricos de los géneros Polerovirus
Cucumovirus y de un tobamovirus (ToMV).
Resultados similares fueron recientemente en-
contrados por Jaramillo?® para cultivos de An-
tioquia, Cundinamarca y Boyaca, y por Ochoa
e Insuasti?® en Ecuador.

Con el fin de corroborar la identidad taxonomi-
ca de los virus detectados serolégicamente, se
realizaron pruebas de RT-PCR, y se logro la
amplificacion de fragmentos del gen que codi-
fica para la proteina de la capside de los virus
PVY y PLRV, pero no para CMV. Dos de las
secuencias obtenidas de cepas aisladas de
hojas sintomaticas de tomate de arbol pudie-
ron ser identificadas como pertenecientes a
dicha regién del genoma, dado que presenta-
ron identidades superiores al 92% con cepas
de diferentes razas de PVY. De acuerdo con lo
anterior y teniendo en cuenta que la capside es
una proteina viral involucrada en la mayoria de
procesos virales, como asistencia en la repli-
cacion del genoma, movimiento entre células
y transmisién mediante vectores, la secuencia
nucleotidica que codifica para dicha proteina
presenta regiones altamente conservadas asi
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como variables (responsables de la especifici-
dad de la transmisién y de los hospederos de
los virus), y su comparacion con secuencias ho-
moélogas permite la identificacién taxonémica de
la mayoria de virus que afectan a plantas®.

Los criterios actuales para la identificacién
taxondémica de los virus se basan en el porcen-
taje de identidad en las secuencias de nucleo-
tidos y de aminoacidos que forman diferentes
proteinas. En el caso de los potyvirus, un cri-
terio valido para la demarcacion de especies
dentro de la familia Potyviridae corresponde
al porcentaje de identidad superior al 76% en
la secuencia nucleotidica que codifica para la
capside; esto cuando no se cuenta con toda la
secuencia del genoma viral®".

De acuerdo con lo mencionado anteriormen-
te, se podria afirmar que las secuencias bajo
analisis pertenecen al virus PVY, aunque no es
posible definir su afinidad en razas, pues para
esto se requeriria la secuenciacion de regiones
mas variables como la proteina P1, que en es-
tudios anteriores han permitido la identificacion
de cepas de PVYNy PVY©32 ¢ del genoma viral
completo, de tal forma que sea posible la ubi-
cacion de los sitios de recombinacion reporta-
dos para cepas como PVYN™N y PVYN:Wiga 33,

Esto indica la necesidad de avanzar en la se-
cuenciacion del genoma completo de las ce-
pas de PVY obtenidas en este estudio a partir
de plantas de tomate de arbol, de tal manera
que puedan abordarse importantes preguntas
epidemioldgicas como la posible patogenicidad
cruzada de dicho virus entre solanaceas que
comparten los agroecosistemas andinos de
Colombia como papa, tomate de mesa, tomate
de arbol, lulo y uchuva.

Por otra parte, los analisis moleculares también
lograron confirmar la identidad del virus PLRV
como un miembro del complejo viral que afecta
el cultivo de tomate de arbol de Cérdoba. Este
virus es uno de los mas frecuentemente encon-
trados en cultivos de papa en todo el mundo3.
La raza que afecta papa esta a su vez, dividida
en tres linajes filogenéticos: el linaje Il corres-
ponde a cepas exclusivamente del continente
australiano, mientras que los linajes | y lll estan
conformados por cepas de diferentes regiones
geograficas que no presentan diferencias en
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su eficiencia de transmisién por afidos o grado
de virulencia en papa®. No obstante, sus dife-
rencias de origen geografico no estan refleja-
das en el incremento de variabilidad genética,
como ha ocurrido con otros virus; por el contra-
rio PLRV es uno de los virus conocidos cuyos
genomas son mas conservados?*. Dicha situa-
cion es evidente en el presente trabajo, pues-
to que las secuencias obtenidas de este virus
compartieron altos niveles de identidad con las
secuencias de PLRV provenientes de cultivos
de papa de diferentes paises del mundo. Un
analisis adicional que se requiere realizar para
evaluar la uniformidad en las secuencias de las
cepas de Cordoba de PLRV bajo estudio, co-
rresponde a la secuenciacion de los ORF 0y 1,
que segun Guyader & Ducray?*, son mas varia-
bles que aquellos que codifican para la protei-
na de la capside (ORF 3) y para la proteina de
movimiento (ORF4). La confirmacién mediante
secuenciacion de las especies virales detecta-
das mediante ELISA solamente se obtuvo para
PVY y PLRV, y no se logré obtener secuencias
especificas para los demas virus bajo estudio.

Estos resultados pueden ser analizados desde
dos perspectivas: a) los cebadores utilizados
al ser disefiados con base en secuencias de
cepas virales obtenidas en otros cultivos y re-
giones del mundo podrian no ser lo suficiente-
mente genéricos para cubrir todo el rango de
variacion de cada especie viral, mas cuando
se considera que no existe ninguna secuencia
depositada en las bases de datos moleculares
para virus de estas especies procedentes de
tomate de arbol; y b) que los cebadores presen-
tan regiones complementarias en el genoma de
S. betaceum, que conducen a amplificaciones
inespecificas, favorecidas por las relativamente
bajas temperaturas de alineamiento (menores
a 58°C) sugeridas por la literatura para el uso
de dichos cebadores. La ausencia de amplifi-
cacion en algunos de los virus evaluados hace
necesario formular propuestas de investiga-
cién que permitan secuenciar completamente
los genomas de las cepas virales presentes en
cultivos de tomate de arbol, partiendo de me-
todologias clasicas de virologia vegetal como
la purificacion de virus, separacion de mezclas
de virus a partir de inoculaciones en diferentes
plantas indicadoras y la generacion de ADN
copia (ADNc) con cebadores genéricos como
hexameros y oligo-dt (para aquellos virus que



presenten colas de poli-A en sus extremos 3°).
Este estudio representa un aporte cientifico
para continuar aumentando la base de infor-
macion disponible en el pais sobre el complejo
viral que afecta los cultivos de tomate de arbol
y se espera contribuya al disefio de las estra-
tegias de manejo de esta enfermedad en Co-
lombia, de manera que este frutal se constituya
nuevamente en una opcion productiva para los
agricultores de la region andina del pais.

Conclusiones

La enfermedad denominada en campo como
“Virosis” en el municipio de Coérdoba (Narifio),
es causada por un complejo viral constituido
por miembros de los géneros Potyvirus (PVY),
Cucumovirus (CMV), Tobamovirus (ToMV) y
Polerovirus (PLRV) que generan diversidad de
sintomatologias en este cultivo. Es necesario
continuar con estudios que evaluen el efecto
individual de estos virus sobre el cultivo, sus
mecanismos de transmision, niveles de vari-
bilidad intraespecifica y posible patogenicidad
cruzada con otros hospedantes.
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