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VARIABILIDAD GENETICA DE AISLAMIENTOS COLOMBIANOS DEL
POTATO MOP-TOP VIRUS (PMTV)!

Inés Osorio-Giraldo?, Pablo Gutiérrez-Sdnchez?, Mauricio Marin-Montoya®

RESUMEN

Variabilidad genética de aislamientos colombianos
del Potato mop-top virus (PMTV). El objetivo de este
trabajo fue evaluar los niveles de variacién de aislamientos
de PMTYV en cultivos de papa de Colombia durante los afios
2010 y 2011. Se obtuvieron secuencias de los genes de la
cépside viral (CP, ARN 2) y del Triple Bloque de Genes
(TGB2, ARN 3) de cepas de PMTV de los departamentos
de Antioquia, Boyacd, Cundinamarca y Narifio. Adicional-
mente, dos de los aislamientos fueron secuenciados en >83%
de sus ARN 2 y 3. Los andlisis filogenéticos basados en CP
indicaron la presencia de dos clados. El primero contiene
cepas de referencia mundial de PMTYV en conjunto con 19
de las cepas de este estudio; mientras que el segundo clado
s6lo agrup6 cepas de Colombia, las que compartieron menos
de 76% de identidad con el primer grupo. Esto posiblemente
indica la ocurrencia de una nueva especie de pomovirus,
aunque se requiere secuenciacion de todo el genoma para
confirmar dicha hipétesis taxondmica. El andlisis del TGB2
gener$ un solo clado, agrupando indistintamente las cepas
colombianas de PMTYV con las de otros paises. El andlisis de
los segmentos 2 y 3 del genoma viral, indicé que los dos ais-
lamientos colombianos secuenciados compartian >94% de
identidad con las secuencias de cepas de Republica Checa y
Suecia. Estos resultados pueden ser utilizados para el disefio
de herramientas de diagnéstico del PMTV en los Andes, que
apoyen los programas de certificacion de tubérculo-semilla
y mejoramiento genético de papa.

Palabras clave: RT-PCR, secuenciacion, Solanum
tuberosum.

ABSTRACT

Genetic variability of colombian isolates of Potato
mop-top virus (PMTYV). The objective of this work was
to study the level of variation of PMTV isolates from
Colombian potato crops through 2010 and 2011. Genes
encoding for the viral coat protein (CP, ARN 2) and the
Triple Gene Block (TGB2, ARN 3) were sequenced from
PMTYV isolates obtained in the provinces of Antioquia,
Boyacd, Cundinamarca y Narifio. Additionally, RNA 2
and RNA 3 from two isolates were almost sequenced to
completion (>83%). Phylogenetic analysis based on the
CP sequence revealed the presences of two clades. The
first clade included PMTYV reference strains from all over
the world and 19 Colombian isolates used in this study.
The second class grouped only Colombian isolates and
shared less than 76% identity with clade 1, suggesting a
new pomovirus species. Complete genome sequencing is
required to confirm this hypothesis. Phylogenetic analysis
using the TGB2 gene grouped all sequences in a single clade.
Sequence analysis of segments 2 and 3 of the viral genomes
revealed >94% sequence identity with PMTYV isolates from
Czech Republic and Sweden. These findings will be helpful
in the development of diagnostic tools for PMTV in the
Andes in order to support tuber-seed certification and genetic
improvement programs.
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INTRODUCCION

El Potato mop-top virus (PMTV), es la especie
tipo del género Pomovirus y recientemente se ha
clasificado en la nueva familia Virgaviridae (Adams
et al. 2009). Su ambito de hospedantes incluye un
nimero limitado de especies de las familias Sola-
naceae y Chenopodiaceae, siendo la papa (Solanum
tuberosum L.) su principal hospedante desde el punto
de vista econémico (Kirk 2008). PMTV es transmitido
por tubérculo semilla infectado y por zoosporas del
plasmodioférido Spongospora subterranea f. sp. sub-
terranea (Wallr.) (Lagerh) (Sss), agente causal de la
sarna polvosa de la papa (Harrison y Jones 1970). Su
presencia se ha registrado principalmente en regiones
con climas himedos y frios como el Norte de Europa,
las islas Britanicas, Estados Unidos y Canada, Japon,
las zonas montafiosas de Costa Rica y los Andes (Xu
et al. 2004, Salazar 2006, Montero-Astia et al. 2008,
Nakayama et al. 2010, Santala et al. 2010). A pesar
de que se considera que PMTV es originario de los
Andes, su ocurrencia en Colombia solo fue detectada
en el ano 2007 (Vélez 2007) y reconfirmada por Gil
etal. (2011).

El PMTV puede causar pérdidas de hasta 26% en
el rendimiento del cultivo de la papa, lo que sumado al
efecto del dafio ocasionado por su vector Sss, pudiera
ascender a niveles de 50 a 80% (Jones y Harrison
1972, Guerrero 2000). Sin embargo, dichos niveles de
pérdidas dependen de la susceptibilidad de las varie-
dades cultivadas (Xu et al. 2004, Santala et al. 2010),
las variantes del patégeno (Harrison y Jones 1970,
Nielsen y Nicolaisen 2003) y fundamentalmente de las
condiciones ambientales prevalentes durante su infec-
cién (Davey 2009, Latvala-Kilby ez al. 2009).

El PMTYV es un virus tripartita con morfologia de
varilla rigida de 18-20 nm en didmetro y longitudes de
290-310 nm, 150-160 nm y 65-80 nm. Cada particula
contiene una molécula de ARN de cadena sencilla
con polaridad positiva (ARNss+). El ARN 1, de 6043
nucledtidos (nt) codifica para una proteina que tiene
motivos de metiltransferasa y helicasa (ORF 1) y una
proteina generada por supresion del codén de finaliza-
cién del ORF 1 con motivos de ARN polimerasa ARN
dependiente (RdRp) (Savenkov et al. 1999, 2003). El
ARN 2 (3134 nt) contiene un ORF para la proteina
de la capside (CP) de 20 kDa. También codifica para
una proteina de 90 kDa generada por lectura continua
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(readthrough, CP-RT), a través de un codén dmbar en
el gen de la CP. Diversos estudios han indicado que
esta proteina RT estd involucrada en la transmisién por
Sss del PMTYV, siendo demostrada mediante anélisis de
inmuno-marcaje, su localizacién en los extremos de
las particulas virales (Cowan et al. 1997).

El ARN 3 (2694 nt) codifica para cuatro polipép-
tidos de 51, 21, 13 y 8 kDa, respectivamente. Los pri-
meros tres presentan secuencias similares a proteinas
del Triple Bloque de Genes (TGB) involucradas en
el movimiento de célula a célula de algunos virus de
plantas. Las TGBs de los pomovirus corresponden a la
clase 1 o grupo hordei de estas proteinas, en conjunto
con las codificadas por otros géneros de la familia
Virgaviridae y del género Hordeivirus. Se cree que
TGB2 y TGB3 asisten a TGB1 en su funcién de tras-
portar el genoma viral a través de los plasmodesmos
(Lim et al. 2009). La cuarta proteina (8 kDa) es rica
en cisteina (CRP) y aparentemente estd involucrada en
el movimiento sistémico del PMTV y en la expresion
de sintomas necréticos en hospedantes experimentales
(Savenkov et al. 1999, 2003).

Los sintomas que causa PMTYV en papa se mani-
fiestan por agrietamientos en la superficie de los tubér-
culos, pudiendo estar acompafiados por la presencia
de anillos necrdticos en la corteza e incluso la parte
interna del mismo, sintoma conocido como “Spraing”
(Harrison y Jones 1970). En las hojas de las plantas in-
fectadas se puede observar un moteado en forma de V
tipo “aucuba”, ademads de la deformacion del follaje y
el acortamiento de los entrenudos (mop-top) (Xu et al.
2004). En la region Andina, no es frecuente observar la
sintomatologia en los tubérculos ni los moteados tipo
“aucuba”, no siendo posible asociar sintomas especifi-
cos con la presencia de PMTYV, situacion que explica
en buena parte el porqué del desconocimiento de su
efecto sobre las variedades sembradas en esta region
suramericana (Tenorio et al. 2006, Gil et al. 2011). Sin
embargo, segtin Salazar (2006), el PMTV es uno de los
virus prevalentes en el cultivo de la papa en los Andes.

A nivel mundial, se ha reportado la presencia de
bajos niveles de variacioén entre genotipos de PMTV
(Mayo et al. 1996, Santala et al. 2010). Latvala-Kilby
et al. (2009), comparando secuencias de CP de 23
aislamientos de Finlandia y Letonia con respecto a
secuencias disponibles en GenBank para cepas de
Escocia, Dinamarca, Suecia y Reptblica Checa, en-
contraron identidades superiores al 98% entre estas,
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con solo siete diferencias a nivel de aminodcidos (aa)
entre todas las comparaciones. Las evaluaciones de
secuencias de CP-RT, también presentaron altos nive-
les de identidad (98 a 100%), aunque en este caso 24
posiciones en las secuencias de aa fueron variables.
Resultados similares reportaron Mayo et al. (1996) al
comparar las secuencias de CP de tres aislamientos de
Escocia y ocho de Pert; mientras que Xu et al. (2004),
encontraron que seis de las secuencias de CP de aisla-
mientos de PMTV de Norteamérica presentaron iden-
tidades superiores al 97% con respecto a secuencias de
aislamientos de diferentes paises de Europa. A pesar
de estos bajos niveles de variacion, cuando se realizan
analisis filogenéticos con dichas secuencias, se han
encontrado dos clados que dividen los aislamientos de
PMTYV y que pueden ser identificados por andlisis de
RFLPs (Nielsen y Nicolaisen 2003).

En Colombia, Vélez (2007), encontré por lo me-
nos dos genotipos de PMTV definidos a partir de la
secuencias del gen CP: un grupo que presentaba altos
niveles de identidad con respecto aislamientos de Eu-
ropa y Canadd, y otro grupo constituido exclusivamen-
te por aislamientos colombianos. Esta situacién fue
confirmada posteriormente por Gil et al. (2011), quie-
nes encontraron que las variantes de PMTV tan solo
presentaban un 76% y 86% de identidad para CP y
TGB2 y con respecto a los aislamientos mundialmente
reportados de PMTV. Sin embargo dichos anilisis
fueron conducidos con un bajo nimero de secuencias
(cuatro para CP y tres para TGB2) debido a las difi-
cultades experimentales que representa el trabajo con
este virus (bajo titulo en plantas de papa, distribucién
erratica, ausencia de cebadores especificos para cepas
andinas, etc).

El objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles de
variacién de aislamientos de PMTYV en cultivos de papa
de Colombia durante los afios 2010 y 2011. El propdsito
fue ampliar el nimero de secuencias nucleétidas para
la CP y TGB2 de aislamientos de PMTV obtenidos en
diferentes regiones productoras de papa de Colombia, de
manera que fuera posible determinar si la presencia de
las variantes de este virus corresponde a una situacién
generalizada o por el contrario responde al efecto de
muestra dado el bajo niimero de cepas analizadas por Vé-
lez (2007) y Gil et al. (2011). Adicionalmente, se realizd
la secuenciacién de gran parte de los ARN 2 y ARN 3 de
dos cepas de PMTV obtenidas en los Departamentos de
Antioquia y Boyacd (Colombia), realizdndose un an4lisis
de variacién con respecto a las secuencias de referencia
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de genomas completos disponibles en las bases de datos
moleculares.

MATERIALES Y METODOS
Coleccion y preparacion de muestras

Se obtuvieron muestras de raices y tubérculos
de papa con sintomas de sarna polvosa, asi como de
suelos de lotes con reportes de la presencia de Sss,
en las zonas colombianas productoras de papa de los
municipios de la Unién y Santa Rosa de Osos (An-
tioquia); Zipaquird, Tabio, Subachoque y Villapinzén
(Cundinamarca); Tunja, Siachoque, Soracd y Oicata
(Boyacd) y Pasto e Ipiales (Narifio) (Figura 1). Para
la separacion de los quistosoros del suelo, se siguid
la metodologia de Jaramillo y Botero (2007), en la
cual las muestras de suelo (500g) son pasadas por un
juego de tamices de 100 y 25 ym. Aproximadamente,
1 g de los quistosoros obtenidos fueron inoculados en
Nicotiana benthamiana 'y Solanum phureja, utilizadas
como plantas sefiuelo para incrementar el indculo de
PMTYV a partir de la infeccion de su vector Sss (Gil
et al. 2011). El material vegetal fue mantenido en
macetas con 250 g de turba como sustrato, bajo con-
diciones de casa de malla en el Centro Experimental
Paysandu, de la Universidad Nacional de Colombia
(sede Medellin) ubicada en el corregimiento de Santa
Elena, municipio de Medellin. La zona de vida es bh-
MB (Holdridge 1987), con una altitud de 2550 msnm,
temperatura media 14°C y precipitaciéon promedio
anual de 2000 mm. Tres meses después de la siembra,
se recolectaron las hojas y raices de las plantas sefiuelo
para su procesamiento en el laboratorio.

Secuenciacion de CP y TGB2

Se obtuvo el ARN total de plantas de N. bentha-
miana y S. phureja mediante el RNeasy plant mini
kit, a partir de 100 mg de tejido, utilizando 450 pl de
buffer RLT para tejido foliar o RLC para raices y 4,5
ul de B-mercaptoetanol, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Al finalizar el procedimiento, el ARN
obtenido se eluyé en 40 ul de agua destilada estéril
tratada con DEPC.

Las reacciones de RT-PCR se realizaron en dos
pasos. Para la retrotranscripcion (RT) se utilizé un
volumen final de 20 pl, incluyendo 0,5 pl de agua

AGRONOMIA MESOAMERICANA 24(1):01-14. 2013



4 OSORIO et al.: VARIABILIDAD DE PMTV EN COLOMBIA

Antioquia
1. Santa Rosa
2. La Unign

6. Siachoque

Cundinamarca
7. Villapinzén
8. Subachoque
9. Madrid

Narifio
10. Pasto
11. Ipiales

DQ102381 PMTV Republica Checa
AJ243719 PMTV Suecia

AY327117 PMTV Canada
AMS503623 PMTV Finlandia
AM503626 PMTV Finlandia
AMS03632 PMTV Finlandia

45| AF487408 PMTV Dinamarca

o

42|

I

y!

100

AF487407 PMTV Dinamarca

GQ503252 PMTV Polonia

- AY196094 PMTV Dinamarca

AF393507 PMTV Republica Checa

11MED PMTV Kit Bioreba

AMS03617 PMTV Finlandia

) AM503631 PMTV Finlandia

EU016676 PMTV Tailandia

016193 PMTV Japén

L SRL4 Santa Rosa (Ant.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
- 24T La Unién (Ant.) Suelo S. tuberosum var. Capiro

I 7OMR La Unidn (Ant.) Suelo S. fuberosum

7T1IMR La Union (Ant.) Suelo S. fuberosum

“li2aT La Union (Ant.) Suelo S. tuberosum var. Capiro

25 La Unién (Ant.) Suelo S. tuberosum

BS12P Tunja (Boy.) Suelo con pasto

NS8F Pasto (Nar.) Suelo 5. tuberosum

SRLS Santa Rosa (Ant.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
BS11T Tunja (Boy.) Suelo S. tuberosum var. UNICA

+ BSBT Soraca (Boy.) Suelo S. tuberosum

Valle La Unidn (Ant) Suelo S. fuberosum

SRLE Santa Rosa (Ant.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
BS4P Siachoque (Boy.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
BS4T Siachoque (Boy.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
BS9T Soraca (Boy.) Suelo con pasto

CS6P Villapinzén (Cund.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
I BS2T Oicata (Boy.) Suelo S. tuberosum

CS81T Subachoque (Cund.) Suelo S. fuberosum var. Parda Pastusa
SRL7 Santa Rosa (Ant.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
BS511P Tunja (Boy.) Suelo S. tuberosum var. UNICA

TIMY Madrnd (Cund.)Suelo S. tuberosum

T2MY Siguinegue (Boy.) Suelo S. tuberosum

C52T Subachoque (Cund.) Suelo 5. tuberosum

NS6P Pasto (Nar.) Suelo 8. fuberosum var. Capiro
CS2P Subachoque (Cund.) Suelo S. tuberosum

NS2T Pasto (Nar.) Suelo S. tuberosum
Mad Madrid (Cund.) Suelo S. tuberosum
100'NS1P Pasto (Nar.) Suelo S. tuberosum

EF545141 Beet soi-bome virus. China

R —
0,05

Figura 1.  Arbol filogenético basado en secuencias de la regién CP del ARN 2 de aislamientos de Potato mop-top virus
(PMTV) y secuencias obtenidas del GenBank, para aislamientos de Colombia y otros paises. Los valores de
bootstrap se indican en la parte inferior de las ramas. Colombia. 2011.
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destilada estéril, 1,5 ul de PBST (0,5%), 4 u1 de buffer
RT (5X), 4 ul de MgCl, (25 mM), 2 ul de dNTPs (10
mM), 2 ul del cebador reverso especifico 123_end
(10 uM) (Savenkov et al. 1999), 0,5 ul de inhibidor
de ARNasas (40U/ul), 0,5 ul de retrotranscriptasa del
virus de la leucemia murina (M-MuLV) (20 U/ul) y 5
ulde ARN o alternativamente una dilucién 1:5. El pro-
grama de RT fue de 37°C por 60 min, seguido de 70°C
por 10 min, para inactivar la enzima. Las muestras del
ADN copia (ADNc) se almacenaron a 4°C hasta su
uso posterior. Como control positivo de amplificacién
de PMTYV, se utiliz6 la muestra proveida para este
fin por el Kit de ELISA de Bioreba, realizandose la
extraccion de RNA en la misma forma que para las
demads muestras.

Para las reacciones de PCR se emplearon los ceba-
dores especificos H360 y C819 (MacKenzie 1996) para
amplificar una regién de 459 pb del gen CP entre las
posiciones 385 y 844 del genoma viral; asi como los ce-
badores PMTVF4 y PMTVR4 para obtener amplicones
de 415 pb del TGB2, entre las posiciones 1726 y 2141
del ARN 2 (Xu et al. 2004). Para algunos aislamientos
en los que se dificultaba la amplificacién del TGB2, se
utilizaron los cebadores PMTV5 y PMTV7 (Lambert
et al. 2003) que amplifican un fragmento de 646 pb y
se extienden entre las posiciones del genoma 1417 a
2063. Las PCR se realizaron en 25 pl incluyendo 15,8
ul de agua destilada estéril, 2,5 ul del amortiguador
para la enzima (10X), 1,8 ul de MgCl, (25 mM), 0.5 ul
de dNTPs (10 mM), 0,5 u1 de cada cebador (10 uM),
0,2 ul de albimina de suero bovino (20 mg/ml), 0,2 ul
de Taq ADN polimerasa (5 U/ul) y 3 ul de ADNCc. El
programa consistié de una desnaturalizacién inicial a
98°C por 3 min, seguida por 40 ciclos de 94°C por 30
8, 53°C por 45 s, 72°C por 1 min y un periodo final de
extension a 72°C por 10 min. Luego de la amplifica-
cién, se tomaron 5 ul de los productos de reaccién y se
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
suplementado con bromuro de etidio (10 mg/ml) y su
tamafio se verific6 por comparacién con el marcador de
peso molecular Generuler 100 pb.

Los amplicones del tamafio esperado correspon-
dientes al menos a cuatro aislamientos representativos
de cada uno de los cuatro departamentos bajo estudio,
fueron purificados del gel mediante el kit QIAquick
Gel Extraction, para realizar su secuenciacion directa
en ambos sentidos utilizando los mismos cebadores
empleados en la PCR y el Big Dye Terminator Cycle

ISSN: 1021-7444

Sequencing Ready Reaction kit. Su corrido y separa-
cién se realiz6 en un secuenciador ABI Prism 3730xl.

A partir de las secuencias obtenidas con cada
cebador, se construyeron las secuencias consenso
mediante los programas bioinformaticos BioEdit 6.0.6
(Hall 1999) y Chromas Lite (Technelysium 2009).
Posteriormente se confirmé su origen viral por compa-
racion con las bases de datos moleculares con el pro-
grama BLAST (Altschul et al. 1990) y se obtuvieron
secuencias de PMTV del GenBank de otras regiones
del mundo, para realizar un andlisis filogenético. Para
esto, se generé un alineamiento mediante Clustal W
(Larkin et al. 2007) del programa Bioedit 6.0.6. Los
alineamientos fueron utilizados en una matriz de dis-
tancia genética utilizando el método de Mdxima Vero-
similitud basado en el modelo de Tamura-Nei (1993)
implementado en el programa MEGA v4.0 (Tamura et
al. 2007). Para evaluar el soporte estadistico de cada
agrupacion, se realiz6 un andlisis de Bootstrap con
1000 remuestreos (Felsenstein 1985).

Secuenciacion del ARN 2 y ARN 3 de aislamientos
colombianos de PMTV

Con el fin de obtener un mayor nivel de informacién
sobre las caracteristicas de los segmentos ARN 2 y
ARN 3 del genoma de aislamientos colombianos de
PMTYV, se realiz6 un proceso de secuenciacién con
minado de cebadores, previamente reportados para la
amplificacion de diferentes regiones de dichos segmentos
(Cuadro 1) y buscando que generaran traslape de
secuencias para la construccién de un contig. Para
esto se utilizaron dos cepas de PMTV de Antioquia
(23T) y Boyaca (BS4T), seleccionadas gracias a la
disponibilidad del material biolégico necesario para su
evaluacion. Con cada cepa se realizaron por lo menos
dos amplificaciones con cada cebador, de manera que
las secuencias reportadas correspondieran al consenso
para cada amplicén. Los procedimientos de extraccion
de ARN, PCR y secuenciacién fueron similares a los
descritos anteriormente, aunque las RT se realizaron con
la enzima Transcriptasa Reversa Mdéxima, que ofrece
mayores niveles de estabilidad térmica (hasta 65°C) y
eficiencia que las transcriptasas reversas convencionales.
En este caso las reacciones de RT consistieron de 9,5
ul de agua libre de nucleasas, 4 ul de buffer RT (5X),
1 ul de dNTPs (10 mM), 1 ul de cebador reverso (10
uM), 0,5 ul de inhibidor de ARNasas (40U/ul), 1 ul de
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Cuadro 1. Cebadores especificos utilizados en la RT-PCR para la amplificacién de los segmentos de ARN 2 y 3 del genoma del

Potato mop-top virus (PMTV). Colombia. 2011.

Cebador (posicion)

Secuencia 5°- 3°

Referencia

RNA2

H360 (385 a 407)
C819 (822 a 844)
PMTV759F (1072 a 1094)
PMTV1552R (1865 a 1888)
1948F (2470-2489)
2017R (2518 a 2539)
123 end (2938 a 2963)

CAT GAA GGC TGC CGT GAG GAAGT
CTA TGC ACC AGC CCA GCG TAACC
ACC TGA GGT CAG AGT TAT CGA CG
GCC AAT TGT CTC AAT CAT ACA CTG
GTG ATC AGATCC GCG TCCTT
CCA CTG CAAAAG AACCGATTTC

GTG AAC CAC GGT TTARCC CTG KAA GC

MacKenzie (1996)
MacKenzie (1996)
Gil et al. (2011)
Gil et al. (2011)
Mumford et al. (2000)
Mumford et al. (2000)
Savenkov et al. (1999)

RNA3
RNA3F1 (1a19) GTATTTCAACTCTACCTAG Torrance et al. (1999)
F388 (299 a 318) GAAGTAGACCACACAGAGTG Torrance et al. (1999)

PMTV5 USA RNA3 (1417 a 1436)
PMTVF4 (1726 a 1746)
PMTV7 USA RNA3 (2044 a 2063)

GGT GAA CAC GAG GAC AAG GT
CAG CAA CCA CAAACA GAC AGG
AAC AGT CCG GTC TTG TGA AC
AGC CAC TAACAAAACATACTG C

Lambert et al. (2003)
Xu et al. (2004)
Lambert et al. (2003)

PMTVR4 (2120 a 2141)
123 end (2559 a 2584)

GTG AAC CAC GGT TTARCC CTG KAA GC

Xu et al. (2004)
Savenkov et al. (1999)

Transcriptasa Reversa (200 U/ul) y 3 ul de ARN, para un
volumen final de 20 u1. La incubacién se realizé a 50°C
por 30 min y la enzima se inactivé a 85°C por 5 min.

Las secuencias se editaron mediante el programa
Chromas Lite, generdndose los consensos con ambos
cebadores con el programa Bioedit 6.0.6 y se procedié
al ensamblaje de los contigs resultantes con el progra-
ma CAP3 (Huang y Madan 1999). Posteriormente, se
verific6 el marco de lectura correcto utilizando el portal
bioinformatico Expasy (Artimo et al. 2012) y se realiz6
su alineamiento con respecto a las secuencias de los
dos segmentos gendmicos de aislamientos cuyas se-
cuencias completas se encontraban disponibles en Gen-
Bank (DQ102381, DQ144451, AJ243719, AJ277556)
(Sandgren et al. 2001, Cerovska et al. 2007).

Las secuencias de nucledtidos fueron traducidas y
se compararon los porcentajes de identidad y nimero
de posiciones variables a lo largo de las regiones bajo
estudio y generdandose 4rboles filogenéticos basados
en los contigs obtenidos en la investigacién, mediante
el programa Mega v. 4.0, bajo los pardmetros antes
descritos.

ISSN: 1021-7444

Los nimeros de accesion de las secuencias ob-
tenidas en este trabajo corresponden a las series:
JX889608-1X889611 y JX885612-JX885631.

RESULTADOS Y DISCUSION
Variabilidad genética de PMTYV en Colombia

En total se obtuvieron 25 secuencias para la
regiéon amplificada de CP y 38 para TGB2. Estas
correspondieron a por lo menos cuatro aislamientos
por cada departamento bajo andlisis (Cuadro 2). De
esta forma se aumentaron las secuencias parciales
de los genes CP y TGB2 de PMTV con respecto al
trabajo reciente realizado por Gil et al. (2011) en
donde solo se obtuvieron cuatro y tres secuencias,
para CP y TGB2; lo cual implica que las diferentes
modificaciones realizadas a los procedimientos
necesarios para el estudio de este virus, desde la forma
de obtencién de las muestras hasta la purificacién
de los amplicones, pasando por la eliminacién de
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Cuadro 2. Procedencia de muestras de raices y tubérculos de papa para la obtencion de aislamientos de Potato mop-top virus
(PMTV) en cuatro departamentos cultivadores de papa de Colombia. 2010-2011.

Muestra Municipio Procedencia CP TGB
23T La Unidn, Antioquia Suelo S. tuberosum var. Capiro X X
24T La Unidn, Antioquia Suelo S. tuberosum var. Capiro X X

25 La Unién, Antioquia Suelo S. tuberosum X X
Valle La Unién, Antioquia Suelo S. tuberosum X X
SRL4 Santa Rosa, Antioquia S. tuberosum var. Capiro X X
SRL6 Santa Rosa, Antioquia Suelo S. tuberosum var. Capiro X X
SRL7 Santa Rosa, Antioquia Suelo S. tuberosum var. Capiro X X
BS2T Oicata, Boyaca Suelo S. tuberosum X
BS4P Siachoque, Boyaca Suelo S. tuberosum var. Capiro X X
BS4T Siachoque, Boyaca Suelo S. tuberosum var. Capiro X X
BS8T Soracd, Boyaca Suelo S. tuberosum X X
BSOT Soracé, Boyaca Suelo con P. clandestinum X X

BS11P Tunja, Boyaca Suelo S. tuberosum var. UNICA X
BSIIT Tunja, Boyaca Suelo S. tuberosum var. UNICA X X
BS12P Tunja, Boyaca Suelo con P. clandestinum X
BSI1P1 Oicatd, Boyacd Suelo S. tuberosum var. Capiro X
BS13P Tunja, Boyaca Suelo S. tuberosum X
CSI1T Subachoque, Cundinamarca Suelo S. tuberosum var. Pastusa X
CS2P Subachoque, Cundinamarca Suelo S. tuberosum X X
CS2T Subachoque, Cundinamarca Suelo S. tuberosum X
CS6P Villapinzén, Cundinamarca Suelo S. tuberosum var. Capiro X X
CS1P1 Subachoque, Cundinamarca Suelo S. tuberosum var. Pastusa X
Mad Madrid, Cundinamarca Suelo S. tuberosum X
Villal Villapinzén, Cundinamarca Suelo S. tuberosum X
NS1P Pasto, Narifio Suelo S. tuberosum X
NS2T Pasto, Narifio Suelo S. tuberosum X
NS6P Pasto, Narifio Suelo S. tuberosum var. Capiro X X
NS8P Pasto, Narifio Suelo S. tuberosum X X
NS3P1 Pasto, Narifio Suelo S. tuberosum var. Capiro X
NS10T Pasto, Narifio Suelo S. tuberosum var. Capiro X
NS19P1 Ipiales, Narifio Suelo S. tuberosum X
NS22P1 Ipiales, Narifio Suelo S. tuberosum X

En las columnas CP y TGB se indican las muestras secuenciadas parcialmente para cada gen.

ISSN: 1021-7444
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inhibidores de las polimerasas, resultaron altamente
eficientes. Esta situacion abre la posibilidad de
plantear en el futuro un estudio de incidencia de
PMTYV basado en la deteccién del virus mediante RT-
PCR, con un muestreo estratificado en los diferentes
pisos térmicos donde se cultiva la papa en Colombia
y realizando comparaciones con respecto a los niveles
de incidencia de Sss, de manera que sea posible
determinar la dimensién del grado de dispersion
de este virus en Colombia. Un trabajo similar fue
realizado por Montero-Astia et al. (2008) en Costa
Rica pero utilizando pruebas de ELISA tanto para
la deteccién de Sss como de PMTV. En este caso
se encontr6 que el virus era mas frecuentemente
detectado en las regiones con mayores altitudes, donde
las condiciones de alta humedad y bajas temperaturas
aparentemente favorecen su infeccién. Sin embargo,
es probable que la utilizacion de pruebas de ELISA,
haya conducido a una subestimacién de los niveles
de incidencia detectados en dicho trabajo, pues
la distribucion errdtica del virus, su capacidad de
movimiento célula-célula con ayuda de proteinas de
movimiento codificadas por el TGB y la utilizacién
de anticuerpos disefiados a partir de cepas del norte de
Europa, pueden influir negativamente en la deteccién
seroldgica del PMTYV; aunque la problematica de la

distribucién del virus, también afecta la deteccion de
técnicas como el RT-PCR (Gallo 2012).

El andlisis filogenético para CP incluyé 404 po-
siciones a partir de 46 secuencias, 15 de las cuales
corresponden a aislamientos de referencia de Europa,
Asia y Norteamérica (Estados Unidos y Canada),
cuatro fueron previamente reportadas de aislamientos
colombianos por Gil et al. (2011), 25 fueron obtenidas
en este estudio y las dos restantes corresponden al
grupo externo de andlisis (Beet soil-borne virus) y a
una secuencia utilizada como control positivo obtenida
de un kit comercial de ELISA para PMTV. El dendro-
grama presentd dos grupos soportados por valores de
bootstrap del 100% (Figura 1). El primer clado agrupé
todas las secuencias de referencia con 19 de los ais-
lamientos colombianos obtenidos en este estudio y
presentaron niveles de identidad superiores al 99% en
todos los casos (Cuadro 3). Por otra parte, el segundo
clado present6 exclusivamente secuencias de cepas
colombianas, incluyendo seis de las obtenidas en este
estudio y dos de las reportadas por Gil e al. (2011). Al
interior de este clado, se presentaron mayores niveles
de variacién (11 a 13%) y su identidad con respecto a
los miembros del primer clado fue de tan solo 76%. De
manera interesante, en este clado no se ubic6 ninguno
de los aislamientos de PMTYV obtenidos en Antioquia,

Cuadro 3. Matriz de identidad basada en secuencias de la region CP de aislamientos de Potato mop-top virus (PMTV) de Colombia

y otros paises del mundo. 2011.

Muestras BS4T CS1T NS2T NSe6P 71IMY DQ102381 AJ243719 EF545141

Boyaca  Cundina-  Nariio Narifio  Cundina- PMTV PMTV Beet soil-
marca marca Republica Suecia  borne virus.
Checa China

BS4T Boyaca ID

CSI1T Cundinamarca 0,997 ID

NS2T Narifio 0,764 0,764 ID

NS6P Narifio 0,752 0,752 0,891 ID

71MY Cundinamarca 0,762 0,762 0,876 0,967 ID

DQ102381 PMTV

Republica Checa 0,995 0,992 0,769 0,752 0,762 ID

AJ243719 PMTV Suecia 0,995 0,992 0,769 0,752 0,762 1 ID

EF545141 Beet soil-bor-

ne virus. China 0,599 0,599 0,571 0,596 0,599 0,594 0,594 ID

Se incluye a Beet soil-borne virus como grupo externo de andlisis. 2011.

ISSN: 1021-7444
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a pesar de que el material de siembra de papa utilizado
en este departamento, generalmente es adquirido en la
sabana Cundiboyacense y Narifio, lugares en donde si
se detectaron las variantes de PMTYV. Por esto, dicho
hallazgo deberia ser considerado en estudios futuros,
para evaluar si se trata de una situacion aleatoria debi-
do al tamafio de muestra o a factores no evaluados en
este trabajo, como las caracteristicas de los genotipos
del vector Sss presentes en este departamento o a di-
ferencias en las condiciones agroclimdticas propias de
los municipios antioquefios cultivadores de papa, entre
otros aspectos.

La secuencia de Beet soil-borne virus de China,
utilizada como grupo externo de andlisis, efectiva-
mente se ubic en posicion externa a los dos clados y
compartié niveles de identidad inferiores al 59% con
respecto a los aislamientos de PMTV.

Estos resultados confirman los hallazgos de Vélez
(2007) y Gil et al. (2011) en referencia a la presencia de
una variante viral de PMTYV en Colombia, que incluso
bajo los pardmetros definidos por Adams et al. (2009),
para la definicién de especies al interior de la familia
Virgaviridae (ej. cepas con identidades superiores a 80
y 90% a nivel de secuencias de CP y del genoma com-
pleto, respectivamente) podria representar una nueva
especie de pomovirus. Si se considera que seis de las 25
secuencias de CP obtenidas en este trabajo correspon-
dieron a dicha variante, es evidente que su presencia
no es marginal en los cultivos de papa de Colombia, ya
que para la muestra obtenida, aunque evidentemente
sesgada por la coleccion de suelos y tejidos con pre-
sencia de estructuras de Sss, su proporcion es del 23%.

Estos resultados difieren con respecto a lo en-
contrado en los estudios de variabilidad de PMTV
con base en secuencias de CP de diferentes origenes
geograficos, por cuanto indistintamente se habia en-
contrado que los niveles de identidad presentes en este
gen superaban el 98% en todas las comparaciones es-
tablecidas. Asi por ejemplo, al comparar 28 secuencias
de Finlandia, Letonia, Escocia, Dinamarca, Republica
Checa y Suecia, casi todas eran idénticas, siendo tan
solo detectado un 2% de variacion entre las mas dis-
tantes, lo cual representaba cambios en tan solo siete
posiciones a nivel de la secuencia de aa de la proteina
resultante (Latvala-Kirby er al. 2009). Similarmente,
Xu et al. (2004) reportaron que aislamientos de PMTV
de Estados Unidos y Canad4 eran idénticos y que estos
a su vez tan solo diferian en maximo 3% de sus se-
cuencias de CP con respecto a cepas de Perti (Mayo et
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al. 1996), Escocia y Escandinavia (Reavy et al. 1997).
Los mayores niveles de diversidad encontrados en este
trabajo para aislamientos de PMTYV, pueden deberse al
hecho que la regién Andina de Colombia hace parte
del centro de origen de la papa, y es ampliamente
aceptado que en estas zonas geograficas ocurren ma-
yores niveles de variacion no solo en los hospedantes,
sino también en sus patdgenos, dados los largos perio-
dos de coevolucion entre estos (Salazar 2006). De esta
forma, de gran interés resultard emprender estudios
que permitan evaluar las diferencias bioldgicas de di-
chas variantes de PMTYV sobre distintas variedades de
papa e incluso sobre hospedantes experimentales, de-
bido a que si existen diferencias de patogenicidad en-
tre aislamientos de PMTYV que presentan bajos niveles
de variacién (Nielsen y Nicolaisen 2003), es posible
que dicho efecto sea ain mayor cuando se evalden las
variantes aqui reportadas.

Con respecto al andlisis filogenético basado en las
secuencias de TGB2, se incluyeron 330 posiciones de
49 secuencias, siete de las cuales fueron de aislamien-
tos de referencia de diferentes paises y tres de Colom-
bia previamente analizadas (Gil et al. 2011). El den-
drograma generado present6 un solo clado que incluyd
todas las secuencias (Figura 2), las que compartieron
niveles de identidad superiores a 98% (Cuadro 4).

Estos resultados son un indicativo de que la varia-
cién encontrada entre aislamientos colombianos con
respecto a CP, no necesariamente se presentan a lo lar-
go de los diferentes segmentos gendmicos de PMTV, y
especificamente no se ven reflejadas en las secuencias
de TGB2; que en los pocos estudios donde se ha se-
cuenciado, presenta niveles de identidad superiores a
94.8%. Incluso se ha encontrado que aislamientos de
origenes geogréficos diferentes pueden compartir has-
ta el 100% de identidad en la secuencia de aa para este
gen (ej. aislamiento Korneta-Nemilkov de Republica
Checa y aislamientos 54-15 y 54-19 de Dinamarca)
(Cerovska et al. 2003, 2007).

Los altos niveles de conservacion de este gen
entre aislamientos de PMTYV, posibilitan que los
cebadores utilizados para su amplificacién sean una
herramienta util para el diagndstico de este virus.
Asi por ejemplo, Lambert et al. (2003) disefiaron los
cebadores PMTV5 y PMTV7 dirigidos a amplificar
una regién de 646 pb comprendida entre TGB1 y
TGB2 cuando reportaron por primera vez la presencia
del PMTV en EEUU vy posteriormente Xu et al.
(2004), utilizaron la regién que codifica para TGB2

AGRONOMIA MESOAMERICANA 24(1):01-14. 2013
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NS22P1 Ipiales (Nar.) Suelo S. tuberosum
NS22P2 Ipiales (Nar.) Suelo S. tuberosum
BS13P Tunja (Boy.) Suelo S. tuberosum

NS3P1 Pasto (Nar.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
Valle1 La Unién f‘mt_) Suelo S. tuberosum

]

4 CS6P Villapinzon (Cund.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
NS3P2 Pasto (Nar.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
NSEP Pasto E ar.) Suelo S. tuberosum var. Capiro_
BS1P1 Oicata (Boy.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
NS19P1 Ipiales (Nar.) Suelo S. tuberosum ;
NS3P3 Pasto (Nar.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
[GRL4 Santa Rosa (Ant.) Suelo S. fuberosum var. Capiro
52 23T La Unién t.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
24T La Union (Ant.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
BS1P2 Oicata (Boy.) Suelo S. fuberosum var. Capiro
Valle2 La Unién (Ant.) Suelo S. tuberosum
25;12&1 Unién t.) Suelo S. tuberosum

25(2) La Unién (Ant.) Suelo S. tuberosum )
SELE Santa Rosa (Ant.) Suelo S. tuberosum var. Capiro

SRL7 Santa Rosa (Ant.) Suelo S. tuberosum var. Capiro

66MR La Union (Ant.) Suelo S. tuberosum

67MR La Union (Ant.) Suelo S. tuberosum

ﬁCS1P1 Subachoque (Cund.) Suelo S. tuberosum var. Parda Pastusa
CS1P2 Subachoque (Cund.) Suelo S. tuberosum var. Parda Pastusa
SRL5 Santa Rosa }Aﬂ ) Suelo S. tuberasum var. Capiro

NS10T Pasto (Nar.) Suelo S. fuberosumvar. Capiro
BS4T1 Siachoque Boy.; Suelo S. tuberosum var. Capiro
BS4T2 Siachoque (Boy.) Suelo S. tuberosum var. Capiro
BS8T1 Soraca (Boy.) Suelo S. tuberosum
BS8T2 Soraca (Boy.) Suelo S. tuberosum

BS9T1 Soraca (Boy.) Suelo con pasto

BS9T2 Soraca (Boy.) Suelo con pasto
28/ BSOT3 Soraca (Boy.) Suelo con pasto

BS11T1 Tunja (Boy.) Suelo S. tuberosum var. UNICA
CS2P Subachoque (Cund.) Suelo S. fuberosum
Villa1 Villapinzén (Cund.) Suelo S. tuberosum
BS11T2 Tunja (Boy.) Suelo S. tuberosum var. UNICA
iN_SSPF Pasto (Nar.) Suelo S. tuberosum

Villa2 Villapinzén (Cund.) Suelo S. tuberosum

NS19P2 Iﬁ)iales Nar.) Suelo S. tuberosum
r DQ144451 PMTV Repiblica Checa
AY187010 PMTV Republica Checa
AY426745 PMTV Dinamarca
—AY353719 PMTV Dinamarca

9MED PMTV Kit Bioreba

AJ277556 PMTV Suecia.

NC 003725 PMTV Suecia

D30753 PMTV Reino Unido

EF545142 Beet soil-borne virus. China

0,05

Figura 2.

Arbol filogenético basado en secuencias de la regién TGB2 del ARN 2 de aislamientos
de Potato mop-top virus (PMTV) y secuencias obtenidas del GenBank para aislamien-

tos de Colombia y otros paises. Los valores de bootstrap se indican en la parte inferior
de las ramas. Colombia. 2011.

Cuadro 4. Matriz de identidad basada en secuencias de la region TGB2 de aislamientos de PMTV de Colombia y otros paises del

mundo. Colombia. 2011.

Muestras 23T NS22P1  Villa2 Cun- DQ144451 NC_003725 EF545142 Beet soil-
Antioquia  Nariifio dinamarca Repuiblica Checa Suecia borne virus. China

23T Antioquia ID

NS22P1 Nariflo 0,981 1D

Villa2 Cundinamarca 0,981 0,99 D

DQ144451 Repiblica Checa 0,984 0,984 0,987 ID

NC_003725 Suecia 0,981 0,981 0,984 0,99 1D

EF545142 Beet soil-borne

virus. China 0,699 0,708 0,708 0,714 0,711 ID

Se incluye a Beet soil-borne virus como grupo externo de andlisis.
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para el disefio de los cebadores PMTVF4 y PMTVR4
en su estudio de evaluacién de distribuciéon de PMTV
en EEUU y Canada.

Secuenciacion del ARN 2 y ARN 3 de aislamientos
colombianos de PMTV

Para el ARN 2 se obtuvieron contigs de 2577 nt
y 2584 para los aislamientos de Antioquia y Boyacd;
mientras que para el ARN 3 los contigs tuvieron una
extension de 2617 y 2360 nt, respectivamente. Esto
implica que para el ARN 2 se obtuvo un porcentaje de
cobertura del 83% de este segmento genémico y del
87% para el ARN 3, en comparacion con el aislamien-
to Sw de PMTV (AJ243719 y AJ277556) (Sandgren
et al. 2001).

En términos de aa los contigs del ARN2 incluye-
ron 150 de los aa de CP (posiciones 26 a 176) y 799 de
CP-RT (posiciones 26 a 825). Para el ARN 3 se obtuvo
la secuencia completa de aa de TGB1 (463 aa) y TGB2
(119 aa), asi como 146 de 190 aa de TGB3 (posiciones

A

1 a 146) para el aislamiento de Boyacd y la totalidad
de dicha protefna para la cepa de Antioquia. Las demads
secuencias obtenidas corresponden a regiones UTR de
los extremos 3" para el ARN 2 y 5” para el ARN 3.
Con el fin de realizar un anélisis de variacion de
las secuencias de las dos cepas obtenidas con respecto
al genoma de la de PMTYV de Suecia — Sw (Savenkov
et al. 1999, Sandgren et al. 2001), se incluyeron 1956
nt (651 aa) para CP-RT, 531 nt (176 aa) para CPy
1392 (463 aa) para las tres regiones del TGB. En
términos generales se encontraron muy altos niveles
de identidad en las tres regiones analizadas, siendo
la CP la més uniforme con 99% en la secuencia de nt
y 100% en aa para las tres cepas. CP-RT present6 un
nivel de identidad para nt de 99,4% entre las cepas de
Antioquia y Boyacd y del 97,5 - 97,6% con respecto
a la secuencia de referencia; mientras que estos valo-
res fueron superiores al 98,2% cuando se comparé la
secuencia de aa. Para TGB se encontré que todos los
aislamientos compartieron un 99,.9% de identidad en
nt y aa (Figura 3). Las pocas diferencias a nivel de aa

CP CP-RT TGB
PMTV PMTV PMTV
(NC_003724) (NC_003724) (NC_003725)
N 99,9 N 97,6 I 99,9
Antioquia (100) Antiogquia (98.3) Antioquia (99.9)
. 99,9 (99,9 . 97,5 99,4 . 999 | 99,9
Boyacd | (100) |(100) | |BVa (gg2) [ (o08) | BYeR |(999) |(99)9)
B CP-RT
1] 102 152 156 310 335 408 434 466 502 516 534 573 616 618
EMTV R---- R M G v R P 8 I P 8 G V
Ant. VPEVR S T E A 6 L F N 8 R § G

Bo: VPEVR

~

v
v T

E A G L F

K
Y. s K N 5 R 8 G
I I N

TGB

39 42 66 80 BB

PMITV K NN N T
EI E A D

174
v

350 361 367
8§ Y A
8

431
A

Ant. T Y P v
Boy. K EI ET v G - N v
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Figura 3.  Analisis de variacion de las secuencias de cepas de Potato mop-top virus (PMTV) de
Antioquia y Boyaca (Colombia) con respecto al genoma de la cepa Sw de Suecia. A.
Niveles de identidad en nt y aa (entre paréntesis). B. Diferencias en aa para la regién
CP-RT (se analizan 1956 nt y 651 aa) y para CP (se analizan 531 nt y 176 aa). C.

Diferencias en aa para la region TGB (se analizan 1392 nt y463 aa). Colombia. 2012.
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encontradas en este estudio, correspondieron a cam-
bios en quince posiciones para el producto del ARN 2,
siendo la mas relevante una insercion de 4 aa (PEVR)
a partir de la posicién 81 de CP. Para el caso de TGB
se encontraron diez cambios a lo largo de las tres pro-
tefnas analizadas, con la presencia de una delecion en
la posicion 361 en la cepa de Boyaca.

Por otra parte, el andlisis filogenético realizado
con base en 2569 nt para el ARN 2 con secuencias
de referencia de los aislamientos Corneta-Nemilkov
de Reptiblica Checa (DQ102381) y Sw (AJ243719)
de Suecia (Figura 4), arroj6 un dendrograma con dos
clados soportados por 100% de bootstrap, separandose
los aislamientos de Colombia de los de Europa; sin
embargo, los niveles de identidad entre ambos grupos
fueron muy altos (>97,5%). Al calcular los niveles de
diversidad (promedio del niimero de sustituciones de
nucledtidos por cada sitio), para sitios sinénimos (dS)
y no sinénimos (dNS), se encontrd una diversidad muy
baja, con tan solo 0,017 (SE= 0,003) para dNS y 0,009
(SE=0,002) para dS. La relacién promedia entre dNS/
dS fue de 1,8, lo cual indica que las cepas de PMTYV se
encuentran bajo seleccidn positiva para este componen-
te del genoma. Para las cepas colombianas el valor de
dNS/dS fue de 3, mientras que para las europeas fue de
1,2. La distancia genética basada en el método de Ki-
mura-2 pardmetros, para toda la poblacion fue de 0,015.

El analisis filogenético realizado con base en 2008
nt para ARN 3, con secuencias de referencia de los
aislamientos Korneta-Nemilkov (DQ144451), 54-19
(AY353719) y 54-10 (AY426745) de Dinamarca, Sw
(AJ277556) de Suecia y Todd (D30753) de Escocia
(Figura 5) generé un dendrograma con dos clados
principales de aislamientos europeos, mientras que los
colombianos se presentaron en posicién intermedia en-
tre estos, en ramas soportadas por 100% de bootstrap.
A pesar de dichas agrupaciones, los niveles de identi-
dad entre todos los aislamientos fueron superiores a

100 23T PMTV Antioquia, Colombia
L BS4T Boyaca, Colombia
—DQ102381 PMTV Korneta-Nemilkov, Republica Checa
AJ243719 PMTV Sw, Suecia

—
0,002

Arbol filogenético basado en secuencias de 2569
nt del ARN 2 de aislamientos de PMTV de Antio-
quia y Boyacd, Colombia, con respecto a cepas de
Europa. Los valores de bootstrap se indican sobre
las ramas. Colombia. 2012.

Figura 4.
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DQ144451 PMTV Kometa-Nemilkov, Republica Checa
AY353719 PMTV 54-19, Dinamarca

AY426745 PMTV 54-10, Dinamarca

23T PMTV Antioquia, Colombia

BS4T, Boyacd, Colombia

AJ277556 PMTV Sw, Suecia

100f

D30753 Todd, Escocia

—
0,002

Arbol filogenético basado en secuencias de 2008
nt del ARN 3 de aislamientos de PMTV de Antio-
quia y Boyacd (Colombia) con respecto a cepas de
Europa. Los valores de bootstrap se indican sobre
las ramas. Colombia. 2012.

Figura 5.

96,7%. Al calcular los niveles de diversidad para sitios
sinbnimos (dS) y no sinénimos (dNS), se encontr
una diversidad muy baja para todos los aislamientos,
con tan solo 0,011 (SE= 0,002) para dNS y 0,044
(SE=0,006) para dS. La relaciéon media entre dNS/dS
fue de 0,25, lo cual indica que las cepas de PMTV se
encuentran bajo seleccion negativa en dicho segmento
de ARN. Para las cepas colombianas el valor de dNS/
dS fue de 0,19, mientras que para los aislamientos
europeos fue de 0,39. La distancia genética basada
en el método de Kimura -2 pardmetros, para toda la
poblacién fue de 0,020 (SE 0,002).

Los bajos niveles de variacién encontrados en
los andlisis de genomas de PMTV (Savenkov et al.
1999, Sandgren et al. 2001, Cerovska et al. 2007)
y que nuevamente fueron inferidos en el presente
estudio para las cepas del clado que representa PMTV
sensu stricto, indican que este virus se encuentra
bajo fuertes presiones de seleccién determinadas
presumiblemente por las propias caracteristicas de
su genoma, el estrecho dmbito de hospedantes y su
transmisién persistente y especifica por parte de su
vector Sss (Kirk 2008, Santala et al. 2010). Para el
primer caso, la restriccién selectiva se manifiesta por
los bajos valores de dNS/dS calculados para dicho
segmento y ocurre fundamentalmente al presentarse
traslape de genes en el ARN 3. Sin embargo, para
el ARN 2, dicha relacién fue >1, lo cual sugiere una
seleccién positiva, al presentarse menos restricciones
para la fijacién de mutaciones en los genes que
codifican para CP y CP-RT. De otra parte, la presencia
de un estrecho dmbito de hospedantes para el virus,
que se restringe a algunas especies de las familias
Solanaceae y Chenopodiaceae (Kirk 2008), sumada
a su transmisién por Sss supone fuertes restricciones
sobre los cambios en las diferentes proteinas del virus
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que interactian con sus hospedantes y vectores, lo
cual impide altas tasas de variacion, tales como las que
presentan otros virus de ARNss(+) como los potyvirus,
que en general tienen amplios dmbitos de hospedantes
y cuya transmision por afidos polifagos es del tipo no
persistente (Hu et al. 2011).

De forma interesante, estudios recientes realiza-
dos por Osorio et al. (2012), han encontrado que en
Colombia se presenta un mayor nivel de variacién con
respecto a otros paises, entre las poblaciones de Sss,
vector de PMTYV, al registrarse ademds de los Tipos
mundialmente reportados de este patogeno (I y II), un
tercer Tipo (III), que presenta porcentajes de divergen-
cia entre 2% y 5%, con respecto a los anteriores.

El resultado de las inserciones y diferentes susti-
tuciones encontradas en este trabajo en los segmentos
de ARN 2y 3, requiere un tratamiento futuro detallado
a partir de andlisis de mutantes y de sus consecuencias
sobre el ciclo infectivo viral. Igualmente, es imperati-
vo estudiar el efecto de los dos genotipos virales de-
tectados en este estudio sobre la produccién y calidad
del tubérculo semilla de papa en Colombia, de manera
que los organismos de sanidad vegetal estatal, gremios
de productores y agroindustrias, puedan valorar la
necesidad de incluir la deteccién del PMTYV en los pro-
gramas de certificacion de semilla y de mejoramiento
genético de papa.
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