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RESUMEN: La virosis del tomate de arbol en Colombia es causada por un complejo de a menos
siete virus, que incluyen miembros de los géneros Potyvirus, Cucumovirus, Polerovirus y
Tobamovirus, entre otros. La propagacion de este frutal se realiza por semilla sexual, por lo cual es
fundamental garantizar su sanidad, especialmente de virus como PVY y PLRV, que han sido
informados y pueden ser transmitidos por esta via. En la investigacion se realizaron los andlisis
filogenéticos de aislados de PVY y PLRV obtenidos a partir de muestras de semilla sexual y plantulas
de vivero de tomate de arbol procedentes de diferentes regiones de Colombia. También se
desarrollaron técnicas de hibridizaciéon molecular con sondas dirigidas al gen de la cdpside, como
herramientas de diagndstico para el género Potyvirus y la especie PLRV. El andlisis filogenético de
secuencias para PVY, agrup6 los aislados de plantas de vivero con aquellas informadas en tejido
foliar de plantas adultas, no asociandose con ninguno de los grupos que representan las razas
conocidas de PVY. En el caso de PLRYV, los aislados secuenciados se asociaron indistintamente con
los obtenidos de cultivos de papa en diferentes paises. La técnica de dot-blot presentd niveles de
deteccion muy similares a pruebas de ELISA, pero no asi la metodologia de tissue-printing, que
detectd un 15% menos de las muestras que resultaron positivas mediante ELISA. Este trabajo
evidencia la necesidad del desarrollo de programas de certificacion de semilla para este frutal en
latinoamérica.
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MOLECULARDETECTION OFVIRUSESIN PLANTING MATERIAL OFTAMARILLOIN
COLOMBIA

ABSTRACT: Tamarillo virus disease is caused in Colombia by a complex of at least seven viruses,
including some members of the genera Potyvirus, Cucumovirus, Polerovirus and Tobamovirus. The
propagation of this fruit crop is made by sexual seed; therefore, it is important to warranty its health,
especially because PVY and PLRV can be transmitted through this way. In this research, the
phylogenetic analysis of PVY and PLRV isolates was carried out. They were detected in sexual seeds
and plant seedlings of tamarillo obtained from different Colombian provinces. Additionally, the
molecular hybridization techniques with probes for the capsid gene were developed as diagnostic
tools for the genus Potyvirus and the species PLRV. The phylogenetic analysis of PVY sequences
grouped the isolates obtained from seedlings with those previously reported from leaf tissue of
adult plants, but not with any of the clades representing the known PVY strains. In the case of
PLRYV, the strains sequenced were associated to isolates of potato crops from different countries.
Tests of dot-blot showed similar levels of detection to conventional ELISA, but not to the tissue-
printing method, which detected a 15% less than positive samples detected by ELISA. This study
shows the urgent need to develop seed certification programs for this crop in Latin America.
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INTRODUCCION

El cultivo del tomate de arbol (Solanum betaceum
Bosh) se extiende en Colombia aproximadamente a
7 500 ha distribuidas en 18 departamentos del pais
(1). Durante el periodo 1992-2003 el &rea sembrada de
este cultivo present6 un aumento de 6,1% anual; sin
embargo en los Ultimos afios esta tendencia se ha
revertido en departamentos como Antioquia y
Cundinamarca, donde la extension del cultivo se ha
reducido principalmente por diversos problemas
fitosanitarios (2,3). La virosis es una de las causas
gue limitan, ya que no so6lo reduce la cantidad y cali-
dad de fruta producida, sino también el periodo pro-
ductivo de los &rboles. Recientemente, se ha detecta-
do la presencia de un complejo viral asociado a este
cultivo en Colombia, que incluye al menos dos potyvirus
(Potato virus Y - PVY y Tamarillo leaf malformation
virus - TaMLV), ademas de las especies Alfalfa mosaic
virus (AMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Potato
leaf roll virus (PLRV), Tomato mosaic virus (TOMV) y
Tomato ringspot virus (ToRSV) (2,3,4,5). La virosis se
caracteriza por una sintomatologia compleja que in-
cluye la presencia de mosaicos con ampollamientos,
deformaciones foliares y cambios en la apariencia de
flores y frutos, bandeado de venas, grabados no
geométricos en hojas y frutos, amarillamiento de ve-
nas, manchas aceitosas, anillos necréticos y broncea-
do del tejido foliar. Sin embargo, la etiologia de cada
uno de estos sintomas no se ha identificado plena-
mente (2,3,6).

Los estudios de los mecanismos de transmision
de virus en tomate de arbol se han abordado muy
tangencialmente, al basarse fundamentalmente en la
manifestacion de sintomasy no en el uso de técnicas
altamente sensibles como las seroldgicas y/o
moleculares. En algunos trabajos en Colombiay otros
paises se ha encontrado que algunos de los potyvirus
asociados al cultivo son transmitidos en forma mecé-
nica, por propagacion asexual y por insectos vectores
de lafamilia Aphididae (7,8,9,10), siendo en Colombia
informadas las especies Macrosiphum euphorbiae y
Aphis gossypii como transmisoras de CMV y PVY en
diferentes regiones del pais (11). Recientemente, a partir
de estudios seroldgicos en plantulas germinadas de
tomate de arbol bajo condiciones de invernadero, se
encontré que los virus PVY y PLRV eran transmitidos
por semilla sexual (12), lo cual representa el primer
informe mundial de la transmision de un polerovirus
por este medio.

El cultivo del tomate de &rbol es propagado por los
agricultores mediante semilla sexual, por lo que es
necesario continuar con los estudios de transmision
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de virus a través de este mecanismo, asi como el de-
sarrollo de metodologias que ofrezcan herramientas
de deteccidn viral mas precisas a los productores de
semilla, distribuidores de material de siembray a los
organismos de sanidad vegetal de los estados, con
miras a la generacién en Latinoamérica de semilla cer-
tificada de tomate de arbol libre de patdgenos virales.
En este estudio se evaluaron las relaciones
filogenéticas de los aislados de PLRV y PVY obteni-
das de semilla sexual y plantulas de vivero, a partir de
andlisis de secuencias del gen de la capside.
Adicionalmente, se establecieron metodologias de
hibridizacion tipo dot-blot y tissue-printing, que pudie-
ran ser empleadas en forma rutinaria para el diagnésti-
code PLRV y potyvirus, realizandose comparaciones
con lastécnicas de ELISAy RT-PCR. En este caso se
estimé mas conveniente establecer dichas
metodologias de hibridizacién para potyvirus, del cual
hace parte el PVY, de manera que se ampliara el ran-
go de deteccién a otros miembros de dicho género
encontrados en el cultivo como TaLMV y Tamarillo
mosaic virus (TaMV).

MATERIALESY METODOS

Aislados virales

Las muestras de semillas y plantulas de vivero uti-
lizadas en este estudio, procedieron de material alma-
cenadoy colectado en los departamentos de Antioquia,
Cundinamarca, Narifio y Putumayo como resultado de
un estudio de evaluacion serolégica de incidencia de
virus en material de siembra de tomate de arbol en
Colombia (12). Para esta investigacion, se evalué me-
diante RT-PCR la presencia de los virus PLRV y PVY
en al menos una muestra de semillay de plantulas de
vivero por cada region bajo estudio de los cuatro depar-
tamentos (Antioquia: Carmen de Viboral, La Unién-
Sonsén, Entrerrios y Santa Rosa-Yarumal;
Cundinamarca: Anolaima, Granada y San Bernardo;
Narifio: Cérdoba; Putumayo: Col6n). Para evitar conta-
minacién externa con pulpa de fruta, todas las mues-
tras de semillas fueron tratadas con jabdn antibacterial,
Tween-20 e hipoclorito de sodio al 12% por 15 min,
siguiendo el protocolo de Alvarez (12).

Extraccion de acidos nucleicos

Debido a que los tejidos de tomate de arbol presen-
tan gran cantidad de inhibidores de las reacciones
enzimaticas, fue necesario utilizar tres metodologias
de extraccion de &cidos nucleicos: ARN total median-
te kit comercial; extraccién de acidos nucleicos tota-
les e inmunocaptura post-ELISA. De esta forma, cuando
no era posible la deteccion de un virus con el kit co-
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mercial, se repetia el proceso con el segundo método
y finalmente se procedia con lainmunocaptura.

Extraccion de ARN total. Se utiliz6 el kit RNeasy
plant mini de Qiagen (California, EEUU), partiéndose
de la maceracion con nitroégeno liquido de 100 mg de
semilla o de tejido foliar, utilizando 450 pL de buffer
RLT (incluido en el kit) y 4,5 pL de f-mercaptoetanol.

Extraccion de &cidos nucleicos totales. Se par-
ti6 de 100 mg de semilla o tejido vegetal macerandose
con nitrégeno liquido y adicionandose 450 pL del buffer
de extraccion (50 mM Citrato de sodio pH 8,5; 0,1%
Triton X-100; 5 mM DTT y 10 mM 2-4-mercaptoetanol)
siguiendo el protocolo de Ivars et al. (13).

Inmunocaptura post-ELISA. Para esta metodolo-
gia se realizaron pruebas de DAS-ELISA con
anticuerpos para PVY y PLRV de la compaiiia Agdia
(Indiana, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. En aquellas muestras que resultaron positivas,
se procedio a liberar las particulas virales con 70 uL de
buffer de liberacion (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; 1% Triton
X-100) e incubando a 70°C durante 10 min (14).

RT-PCRYy secuenciacién

Las reacciones de RT-PCR se realizaron con el kit
Qiagen OneStep RT-PCR, con 5 uLde ARN, 0,6 pM de
cada cebador especifico para un fragmento del gen
gue codifica para la proteina de la capside viral de 480
pb para PVY (PVY-F: 5-ACGTCCAAAATGAGAAT
GCC-3', PVY-R5-TGGTGTTCGTGATGTGACCT-3,
ubicados entre las posiciones 8717 y 9196 del genoma
viral) y de 336 pb para PLRV (PLRV-F: 5'-
CGCGCTAACAGAGTTCAGCC-3', PLRV-R: 5'-
GCAATGGGGGTCCAACTCCAACTCAT-3', ubicados
entre las posiciones 3670 y 4005 del genoma viral)
(15,16), 1X de Buffer de enzimas, 400 uM de dNTPsy
2 uL de mezcla de enzimas (transcriptasa reversa
Omniscript, transcriptasa reversa Sensiscript y
Polimerasa de ADN HotStarTaq). El programa de am-
plificacion consistio de una fase inicial de sintesis de
la primera cadena a 50°C por 30 min, seguido de la
activacion de la Taq polimerasa a 95°C por 15 miny 35
ciclos a94°C por 1 min, 52°C por 1 min, 72°C por 1,30
min y una extension final de 10 mina 72°C.

Los amplicones del tamafio esperado, fueron purifi-
cados directamente del gel mediante el kit QIAquick
Gel Extraction (Qiagen), para proceder a su
secuenciacion en ambos sentidos en un secuenciador
ABI Prism 3730xI (PE Applied Biosystems).

Las secuencias obtenidas en ambos sentidos fue-
ron editadas mediante los programas BioEdit 6.0.6 y
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Chromas 1.45, confirmandose su identidad con genes
virales por comparacion con el GenBank, mediante
BLASTN. Esta informacién sirvié de base para realizar
andlisis filogenéticos con los aislados reportados por
Jaramillo (3) entejido foliar de plantas adultas con virosis
y con secuencias de virus obtenidos en otros
hospedantes y regiones del mundo. Para esto se ali-
nearon las secuencias mediante el programa Clustal
W y la matriz generada fue utilizada para obtener un
arbol filogenético basado en Maxima Parsimonia con
el programa PAUP 4.0b (17). El soporte de la topologia
interna de los dendrogramas se determiné por andlisis
de bootstrap con 1 000 remuestreos (18). Los nime-
ros de accesion de las secuencias utilizadas en el
andlisis se presentan en las Figuras 1y 2.

Deteccion de virus mediante hibridizacién
molecular

Se evaluaron las metodologias dot-blot y tissue-
printing para detectar los virus PLRV y potyvirus en
semilla (dot-blot) y plantulas de vivero (dot-blot y tissue-
printing). El procedimiento se establecié a partir de la
deteccion en 20 muestras de plantulas tomadas
aleatoriamente de un vivero comercial y 20 muestras
de semillas obtenidas en cultivos del Oriente de
Antioquia. El experimento basado en dot-blot estuvo
acompafiado de evaluaciones previas mediante prue-
bas ELISAy RT-PCR para todas las muestras. Con el
finde comparar los niveles de deteccién obtenidos entre
dichas pruebas, se calculé el Coeficiente de concor-
dancia Kappa, mediante:

k=(R-PR)/1-P),

donde:

R=2P Pe:;pi-p-i y P, indican los

porcentajes observados correspondientes a la tabla de
dos vias entre los dos métodos evaluados.
Similarmente, se obtuvieron los limites de confianza
mediante la siguiente expresion:

| = IziZam/GE ,

donde: Z, ,, esel cuantil de la distribucién normal
estandar correspondiente a un nivel de confianzac y

el error estandar del valor estimado del kappa /o kz se
obtuvo mediante:
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donde n es el nUmero total de datos.

Las pruebas de ELISA utilizaron anticuerpos espe-
cificos de la compafia Agdia para PLRV y para los
miembros del género Potyvirus, y fueron realizados bajo
los formatos de DAS y ACP-ELISA. Los resultados
colorimétricos fueron cuantificados en un equipo
Multiscan (Labsystem, Finlandia). Cada prueba inclu-
y6 un control positivo (suministrado por el fabricante
en forma liofilizada) y un control negativo. Los pozos
considerados con reaccion positiva fueron aquellos en
los cuales la lectura de absorbancia a 405 nm presen-
taba un valor minimo del doble de la lectura obtenida
en el control negativo, siguiendo el criterio de Matthews
(5). Por otra parte, las pruebas de RT-PCR se realiza-
ron tal como se describié anteriormente, pero en lugar
de utilizar cebadores especificos para el gen de la
capside de PVY, se emplearon los cebadores PNBF1
(5-GG(GCT)AA(CT)AATAGTGG(AGCT)CAACC-3)y
PCPR1 (5-GGGGAGGTGCCGTTCTC(AGT)AT(AG)
CACCA-3', ubicados entre las posiciones 8125y 9197
del genomaviral ) que amplifican un fragmento de 1050
a 1200 pb de las regiones Nib y cépside viral, en los
miembros del género Potyvirus (20).

Similarmente, esta evaluacion se realiz6 para la
prueba de tissue-printing, comparandose sus niveles
de deteccidn con respecto a las metodologias dot-blot
y ELISA.

Hibridizacidon dot-blot. Esta metodologia se basé
en los procedimientos desarrollados por Ivars et al. (13)
y Mas y Pallas (19). Se parti6 de 100 mg de tejido
(semilla sexual o tejido foliar) macerandose en 500 pL
de buffer de extraccion (50 mM Citrato de sodio pH
8,5; 0.1% Triton X-100; 5 mM DTT y 10 mM 2-8-
mercaptoetanol) para posteriormente centrifugar por 5
min a 6 000 rpm. El sobrenadante generado fue aplica-
do directamente a la membrana o alternativamente se
evalué la purificacion de acidos nucleicos totales de la
misma manera descrita anteriormente. Posteriormen-
te, se tomaron 10 pL para cada tipo de extracto y se
adicion6 un volumen de SSC 10X (1,5 M NaCl; 0,15 M
Citrato de sodio pH 7,0) incubandose por 15 min a
60°C. A partir de ambos tipos de extracto se tomaron 4
uL y se depositaron sobre una membrana de nylon
Hybond N+ (Amersham, Ingleterra), fijando mediante
exposicion a luz UV por 2 min a 50 000 pJ.cm?. Las
membranas fueron prehibridizadas por 2 h a 68°C para
potyvirus, y a 64°C para PLRV, en el buffer de

-R)n

hibridizacion (SSC 5X, Solucién Denhards 5X; 0,5%
SDS) suplementado con 50% de formamida y 100
ug.mL*de ADN de esperma de salmon.

La sonda fue preparada utilizando el kit de marca-
je: Biotin Decalabel DNA Labeling Kit (Fermentas,
Lituania), en el cual se adicionaron 10 pL del producto
de PCR especifico para PLRV y para potyvirus, siguien-
do las instrucciones del fabricante. La sonda se des-
naturalizé a 95°C y fue adicionada al buffer de
hibridizacion durante la noche, para proceder al lavado
de la membrana a temperatura ambiente asi: dos lava-
dos por 5 min con SSC 2X suplementado con 0,1% de
SDS, dos lavados por 10 mincon SSC 1X con 0,1% de
SDS y cuatro lavados de 5 min cada uno con SSC
0,1Xy 0,1% de SDS.

Finalmente, la deteccion se realiz6 mediante el uso
del kit Biotin Chromogenic Detection (Fermentas), que
utiliza streptovidina conjugada a fosfatasa alcalina, si-
guiendo las instrucciones del fabricante.

Tissue-printing. Esta metodologia se baso en los
protocolos desarrollados por Mas y Pallas (19), a par-
tir de la impresion de peciolos cortados de plantulas
de vivero directamente sobre membranas de Nylon
Hybonnd N+ (Amersham), exponiéndose a luz UV por
2 min a50 000 pJ.cm2en un transiluminador, para pro-
ceder ala prehibridizacion por 2 h a 58°C para potyvirus
y a 54°C para PLRV, siguiendo los procedimientos in-
dicados para dot-blot.

RESULTADOS

RT-PCRYy secuenciacién

Las pruebas de RT-PCR permitieron obtener
amplicones del tamafio esperado para los virus PLRV
y PVY, los que fueron confirmados como asociados a
los genes de la capside mediante secuenciacion. La
amplificacion de la region de 336 pb de la capside de
PLRV fue obtenida en 22 de las muestras, 19 de semi-
llas procedentes de los cuatro departamentos bajo
estudio, una muestra de plantula del vivero de Carmen
de Viboral y de dos plantulas germinadas en el inver-
nadero a partir de semillas obtenidas en Anolaima. Para
el caso de PVY, se obtuvieron tres amplicones de 480
pb gue procedian de muestras de plantulas de vivero
del municipio de Carmen de Viboral, no pudiéndose
obtener de otras regiones ni de muestras de semillas,
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FIGURA 1. Dendrograma basado en secuencias de unaregion del gen de la capside de aislados de PLRV obtenidas de
semillas y plantulas de tomate de arbol en Colombiay de secuencias depositadas en |as bases de datos moleculares y
utilizadas como referencia para € analisis. Los aidados son identificados por sus niimeros de accesion dd GenBank./
Dendrogram based on sequences of a region of the capsid gene of PLRV isolates obtained from tomato tree seeds and
seedlings in Colombia, and the sequences deposited in molecular databases and used as reference for the analysis.

L1 FJ481107 PLRV Iran Papa
JF939817 28 Col PLRV Cérdoba (Narifio) Tomate de Arbol
2 JF939818 25 Col PLRV Cérdoba (Narifio) Tomate de Arbol
JF939822 4 Col PLRV La Union (Antioquia) Papa

2 JF939827 8 UN PLRV Granada (Cundinamar ca) Semilla Tomate de Arbol

J|; JF939828 9 UN PLRV EI Carmen deViboral Plantula de Vivero Tomate de Arbol
AF539791 PLRV India Papa
EF063711 PLRV SL 149 China Papa

12]
-3 AF453392 PLRV Per U Papa

1 JF939823 7 UN PLRV La Unién (Antioquia) Semilla Tomate de Arbol

JF939830 11 UN PL RV Santa Rosa (Antioquia) Semilla Tomate de Arbol

il
JF939820 11A UN PLRV Coérdoba (Narifio) Semilla Tomate de Arbol
JF939834 10 Col PLRV Marinilla (A ntioquia) Tomate de Arbol
JF939824 11 Col PLRV Marinilla (Antioquia) Tomate de Arbol
JF939825 12 Col PLRV Marinilla (Antioquia) Tomate de Arbol
i JF939833 13 UN PLRYV Santa Rosa (Antioquia) Semilla Tomate de Arbol

JF939831 12 UN PLRV Santa Rosa (Antioquia) Semilla Tomate de Arbol

L JF939819 3 Col PLRV San Bernardo (Cundinamarca) Tomate de Arbol

JF939832 14 UN PLRV El Carmen de Viboral (Antioquia) Semilla Tomate de Arbol

L 3F939826 54 Col PLRV San Bernardo (Cundinamar ca) Tomate de Arbol

2{2\]F939829 10 UN PLRV Col6n (Putumayo) Semilla Tomate de Arbol

=1 camhin

Isolates are identified by their GenBank accession number.
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JF939821 12A UN PL RV Anclaima (Cundinamarca) Plantula Germinada Tomate de Arbol

66 DQ 988085 Cereal yellow dwarf — RPV JSA.
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2 AJ585342 PVY NTN Slovenia Papa
L HQ335230 13 Col PVY Sonson (Antioquia) Papa

FJ204166 PVY NTN Estados Unidos Papa

-L EF027897 PVY NTN Reino Unido Papa
AM 746615 PVY NP Hungria Tomate
AB331548 PVY NTN Japén Papa

3 AJ390285 PVY N Dinamarca Papa

>

{3 HQ335239 17 Col PVY La Unién (Antioquia) Papa

8

JF939837 44 Col PVY Cérdoba (Narifio) Tomate de Arbol
9 FMm 244834 PVY NP Taiwan Tomate de Arbol

5
5 DQ157178 PVY N-Wilga Estados Unidos Papa

14

2. X14136 PVY 0Argentina Papa

AJ890333 PVY NP Espafia Tomate

17 | La| ® AJ303096 PVY NP Espafia Pi mienta

AJ303095 PVY NP Turquia Pimienta

10 3890348 PVY C Francia Papa
JF939835 46 Col PVY Cérdoba (Narifio) Tomate de Ar bol
JF939838 1 UN PVY EI Camen de Viboral (Antioquia) Plantula de vivero Tomate de Arbol

JF939840 3 UN PVY EIl Camen de Viboral (Antio quia) Plantula de vivero Tomate de Arbol
20

JF939839 2 UN PVY EI Camen de Viboral (Antioquia) Plantulade vivero Tomate de Arbol

L JF939836 45 Col PVY Cérdoba (Narifio) Tomate de Arbol

145 DQ901435 Bean yellow mosaic virusaustralia

— 5 Cambios

FIGURA 2. Dendrograma basado en secuencias de una region del gen de la capside de aislados de PVY obtenidas de
plantulas de tomate de arbol en & municipio de Carmen de Viboral y de secuencias depositadas en las bases de datos
moleculares correspondientes a diferentes razas de PVY y utilizadas como referencia para d analisis. Los aidlados son
identificados por sus nimeros de accesi6n del GenBank. / Dendrogram based on sequences of a region of the capsid gene
of PVY isolates obtained from tomato tree seedlingsin Carmen de Viboral municipality, and the sequences deposited in
molecular databases corresponding to different PVY races and used asreference for the analysis. Isolates are identified

by their GenBank accession number.
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a pesar de los multiples ensayos realizados a partir de
diferentes metodologias de extraccion de Aacidos
nucleicosy condiciones de RT-PCR.

Anélisis filogenético para PLRV

El analisis filogenético para PLRV utiliz6 321 posi-
ciones, 238 de las cuales fueron constantes, 69 varia-
bles pero no informativas y 14 informativas para el ana-
lisis de m&xima parsimonia. El Dendrograma genera-
do presentd un indice de Consistencia (Cl) de 0,92,
indice de Retencion (RI) de 0,84 y un indice de
Homoplasia (HI) de 0,08 y relaciond todos los aislados
de PLRV en un solo grupo soportado por un valor de
bootstrap del 100% y diferenciado de la secuencia de
CYDV-RPV utilizada como grupo externo (Outgroup)
(Fig. 1). El grupo de PLRYV, incluy6 indistintamente ais-
lados obtenidos de cultivos de papa de Colombiay de
diferentes paises como India, China, Peru e Iran con
los ocho aislados secuenciados a partir de semillas
obtenidas de cultivos de los cuatro departamentos bajo
analisis, asi como de un aislado de plantulas de vive-
ros y uno obtenido de la germinacion de semillas man-
tenidas bajo invernadero.

La matriz de comparacion generada a partir de di-
chas secuencias y las de referencia, indicé un alto
nivel de identidad para la region parcial del gen de la
capside de PLRV, siendo en todos los casos superior
al 96%. Los niveles de identidad entre los aislados de
PLRV de tejido foliar de plantas adultas de tomate de
arbol obtenidas por Jaramillo (3) y las generadas en
esta investigacion fueron superiores al 98% en todos
los casos, asi como lo fueron éstas con el aislado 4
Col obtenida de un cultivo de papa del municipio de la
Unidn (Antioquia) por Gil et al. (21). Laidentidad de los
aislados de PLRV con aquella de CYDV-RPV fue cer-
cana al 77%.

Andlisis filogenético para PVY

El andlisis filogenético para PVY utilizé 480 posi-
ciones, 272 de las cuales fueron constantes, 111 varia-
bles pero no informativas y 98 informativas para el ana-
lisis de m&xima parsimonia. El Dendrograma genera-
do present6 un Cl de 0,74, Rl de 0,80y Hl de 0,25y
separo los tres aislados secuenciados en este estudio
y procedentes de plantulas de vivero del municipio de
Carmen de Viboral con dos aislados (45 y 46 Col),
recientemente caracterizadas por Jaramillo (3) de teji-
do foliar de plantas del municipio de Cérdoba (Narifio).
Este grupo estuvo fuertemente soportado por un valor
de Bootstrap de 100% y a pesar de presentarse rela-
cionado con la especie PVY, se ubicé separado de los
aislados de referencia de las diferentes razas de PVY
(PVY®, PVYCS, PVYN, PVYNTN y pyyN-Wisa PVY-NP)
(Fig. 2).
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La matriz de comparacién indic6 un nivel de identi-
dad superior al 98% para la region parcial del gen de la
capside de PVY de los tres aislados de plantulas de
tomate de &rbol y aquellas de tejido foliar de plantas
convirosis en cultivos de Cordoba (Narifio); sin embar-
go, dichos niveles de identidad tan s6lo alcanzaron
valores del 86-87% con respecto a las secuencias re-
presentativas de las razas PVY©°, PVYCy PVY-NP de
tomate de mesa y pimenton de Europay de 90-91%
con aislados de las razas PVYNy PVYN™, Asi mismo,
la identidad de los aislados de plantulas de tomate de
arbol con respecto a un aislado secuenciado a partir
de papa por Gil et al. (21) y de un aislado de tejido
foliar de tomate de &rbol obtenido por Jaramillo (3) fue
del 91%. La identidad de los aislados de PVY obteni-
dos en este estudio con respecto a la secuencia de
BYMV utilizada como grupo externo fue de 65%.

Deteccion de virus mediante hibridizacién
molecular

Los procedimientos aplicados para la realizacion
de las metodologias de hibridizacién molecular tipo dot-
blot y tissue-printing condujeron al establecimiento de
ambas técnicas para la deteccion de PLRV y potyvirus,
a partir de material de siembra de tomate de arbol,
aungue lalectura del revelado de las membranas fue
mas objetiva para el caso de dot-blot, pues la prueba
de tissue-printing puede generar distorsiones en las
regiones impresas y mayores niveles de fondo no de-
seado (background) que dificultan las lecturas finales.
En la Figura 3 se presentan los resultados de las prue-
bas dot-blot para las 20 muestras de semillas evalua-
dasy de plantulas de vivero, en las que se detecto la
presencia de potyvirus en siete y nueve de las mues-
tras respectivamente, mientras que potyvirus se de-
tectaron en 11 muestras de semillas y siete de
plantulas. Adicionalmente, es importante indicar que
las dos repeticiones realizadas en la membrana para
cada muestra coincidieron 100%. Por su parte, la prue-
ba de tissue-printing detectd la presencia de potyvirus
en seis plantulas y de PLRV en cuatro muestras (Fig.
4), pero la coincidencia entre ambas repeticiones no
fue completa, por las dificultades que se mencionaron
para determinar el resultado de la prueba en algunas
de las muestras.

Al comparar los niveles de deteccién en semilla
sexual de tomate de &rbol de los virus PLRV y potyvirus
logrados con las pruebas de hibridizaciéon contra las
pruebas ELISAy RT-PCR, se encontré un alto nivel de
concordancia entre la metodologia de dot-blot y la prue-
ba de ELISA con un coeficiente de Kappade 1y 0,89
parala deteccion de PLRV y potyvirus, respectivamente
(Tabla 1), detectandose mediante dot-blot potyvirus en
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FIGURA 3. Prueba dot-blot para muestras de semillas (A) y plantulas de vivero (B) de tomate de &rbol del Oriente de
Antioquia para PLRV y potyvirus. 1. Control positivo ELISA kit AGDIA paracadavirus. 2 - 21. Muestras de semillasy
plantulas 22. Control negativo (semillasy plantul as negativasa prueba ELI SA paracadavirus). Lasdos|ineasrepresentan
dos repeticiones independientes con las mismas muestras. / Dot —blot test for samples of seeds (4) and nursery seedlings
(B) of tomato tree of the Eastern part of Antioquia to PLRV and potyvirus. 1: AGDIA ELISA Kit positive control for each
virus. 2-21: samples of seeds and seedling. 22; negative control (negative seeds and seedlings to ELISA Test for each
virus). The two lines represent two independent replicates with the same sample.

una proporcion adicional del 5%. Por otro lado, la con-
cordancia de estas pruebas con la RT-PCR resulté muy
baja o inexistente (Tabla 1), posiblemente debido al
efecto de los inhibidores enzimaticos.

Las comparaciones realizadas a partir de las prue-
bas de tissue-printing indicaron niveles medios de con-
cordancia entre esta metodologia y ELISA 6 dot-blot,
con valores de coeficientes de Kappa que oscilaron
entre 0,63y 0,88 para la deteccion de PLRV y potyvirus
con respecto a pruebas de ELISA y de 0,63 y 0,69
cuando se compar6 tissue-printing con dot-blot (Tabla
2). En ambas situaciones la prueba de tissue-printing

detecto el PLRV en un 15% menos de plantulas con
relacién a las otras dos técnicas bajo estudio.
Similarmente, la deteccidn de potyvirus fue realizada
en 5y 15% mas de plantulas cuando se utilizaron prue-
bas de ELISAy dot-blot, respectivamente, que cuando
se uso tissue-printing.

DISCUSION

En los Ultimos afos, la enfermedad denominada
virosis del tomate de arbol ha venido tomando gran
importancia en Colombia, posicionandose como el pro-
blema fitosanitario mas limitante en la produccion de
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FIGURA 4. Pruebadetissue-printing a partir delaimpres én de peciol os para muestras de plantulasdevivero del Oriente
deAntioquiaparaPLRV y Potyvirus. 1. Control positivo ELISA kit AGDIA paracadavirus. 2 - 21. Muestrasde plantulas 22.
Control negativo (plantulas negativas a prueba ELISA para cada virus). Las dos lineas representan dos repeticiones
independientes con las mismas muestras. / Tissue-printing test fromthe printing of petiolesfor nursery seedling samples
for PLRV and potyvirus in the eastern part of Antioquia. 1: AGDIA ELISA Kit positive control for each virus. 2- 21:
samples of seedlings. 22: negative control (negative seedlingsto ELISA test for each virus). The two lines represent two
independent replicates with the same sample.

TABLA 1. Coeficiente de concordancia Kappa y limites de confianza de 95% para los virus PLRV y potyvirus en
semilla sexual de tomate de érbol de la zona del Oriente del departamento de Antioquia para tres diferentes métodos de
deteccion./Kappa concordance coefficient and confidence limits of 95% for PLRV virus and potyvirus in tomato sexual
seeds for three different detection methods in the Eastern part of Antiogquia

ELISAvs ELISA vs dot blot vs
Deteccion dot blot RT-PCR RT-PCR
PLRV Potyvirus PLRV Potyvirus PLRV Potyvirus

Ambos Métodos (%) 55 30 20 0 20 0
Método 1 (%) 0 0 35 30 35 35
Método 2 (%) 0 5 0 0 0 0
No Deteccion (%) 45 65 45 70 45 65
Coeficiente Kappa 1 0,886 0,339 0 0,339 0
Limite Inferior 1 0,670 0,043 0 0,043 0
Limite Superior 1 1 0,635 0 0,635 0

este frutal (2,3,6). Alvarez (12) mediante pruebas
seroldgicas y moleculares determind la transmision en
esta planta de los virus PLRV y PVY via semilla sexual,
lo cual representa un aspecto epidemioldgico funda-
mental a ser tenido en cuenta, por cuanto los agricul-
toresy viveristas de paises latinoamericanos utilizan
este medio como base para el establecimiento de sus
cultivos y para la comercializacion de plantulas de to-
mate de &rbol.

En esta investigacion, nuevamente se encontraron
dichos virus en semilla de tomate de arbol, determi-
nandose identidades superiores al 96% en las secuen-
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cias del gen de la capside para aislamientos de PLRV
de plantas adultas de tomate de arbol (3), semilla
sexual, plantulas de viveroy plantulas germinadas en
pruebas de invernadero. Mas interesante auln resultd
el hecho de que estos mismos niveles de identidad se
encontraron al compararse con aislamientos de papa
de Colombiay otros paises del mundo (India, Chinay
Peru), lo cual supondria que dichas solanaceas ac-
tlan como hospedantes alternos del PLRV, aunque es
necesario realizar pruebas de patogenicidad cruzada
y evaluar las secuencias de otros genes mas variables
de los luteovirus como el ORF 0y el ORF 1, que son
utilizados para diferenciar los tres linajes filogenéticos
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TABLA 2. Coeficiente de concordancia Kappa y limites de confianza de 95% para los virus PLRV y potyvirus en
plantulas de vivero de tomate de abol de la zona del Oriente cercano del departamento de Antioquia, para tres
diferentes métodos de deteccion./ Kappa concordance coefficient and confidence limits of 95% for PLRV virus and
potyvirus in tomato nursery seedlings for three different detection methods in the Eagtern part of Antioquia

ELISA vs ELISA vs dot blot vs
Deteccion dot blot tissue-printing tissue-printing
PLRV Potyvirus PLRV Potyvirus PLRV Potyvirus

Ambos Métodos (%) 35 35 20 30 20 30
Método 1 (%) 0 0 15 5 15 15
Método 2 (%) 0 10 0 0 0 0

No Deteccion (%) 65 55 65 65 65 55
Coeficiente Kappa 1 0,793 0,634 0,886 0,634 0,687
Limite Inferior 1 0,528 0,278 0,670 0,278 0,377
Limite Superior 1 1 0,989 1 0,989 0,997

de laespecie PLRV (22,23). Los altos niveles de iden-
tidad encontrados en este estudio entre aislados de
PLRV, han sido registrados en diversos trabajos reali-
zados con variantes de multiples paises, encontrando-
se diferencias maximas del 6% a nivel de todo el
genomay del 4% a nivel del ORF 3 que codifica para la
capside viral (22,23) y se cree estan determinados por
la fuerte presion de seleccion que representa el estre-
cho rango de hospedantes de este virus y a una posi-
ble divergencia reciente de su ancestro viral (22).

Por otra parte, el analisis de las relaciones
filogenéticas de PVY reforzo lo encontrado reciente-
mente por Jaramillo (3) a partir de aislados obtenidas
de tejido foliar con virosis en plantas adultas, en el
sentido que algunos de los aislamientos de PVY aso-
ciados al tomate de arbol conforman un grupo inde-
pendiente de las razas tradicionales del virus carac-
terizadas en papa (PVYN-N™.0.2W.C) y en otros cultivos
como pimenton y tomate de mesa (PVY-NP) (24,25);
lo cual sugiere que posiblemente los aislados de PVY
en tomate de arbol constituyen una variante patogénica
no caracterizada hasta ahora en esta especie viral. Al
igual que para el caso de PLRV, de gran interés resul-
taria la realizacion de pruebas de patogenicidad cruza-
da de aislados de PVY de diferentes razas de papay
de otras especies solanaceas sobre tomate de arbol y
viceversa. Igualmente, seria necesario secuenciar una
mayor porcion del genoma de este virus, especialmen-
te completar la secuencia de todo el gen de la capside
viral y obtener las secuencias de HC-Pro y Nla, pues
en estos genes se han detectado puntos de
recombinacién asociados a los genotipos PVYN™N y
PVYNWisa que causan necrosis de tubérculos de papa
y son serologicamente relacionadas con las razas
PVYNy PVY© (24,25).

Desafortunadamente, en este trabajo la obtencion
de un mayor nimero de secuencias de aislados de
PVY no fue posible, a pesar de la utilizacién de dife-
rentes metodologias de extraccion de acidos nucleicos
y de la variacion de las condiciones de la RT-PCR. La
ausencia de amplificacion o la generacion de fragmen-
tos inespecificos es una situacion frecuente en los
estudios que utilizan la técnica de PCR o RT-PCR,
como resultado de la inhibicion enzimatica de algunos
extractos vegetales o a la falta de especificidad de los
cebadores, que depende en buena medida del rango
de variacion de los genotipos considerados al momen-
to de su disefio, lo que en sentido practico siempre
representara una restriccion cuando se presentan va-
riantes virales no antes caracterizadas (26). Futuros
trabajos deben contemplar este aspecto e incluso pro-
poner metodologias alternativas que conduzcan al di-
sefio de cebadores especificos adaptados a los
genotipos virales que se presentan en los cultivos de
tomate de arbol de Colombia y otros paises latinoame-
ricanos, como es el caso aqui presentado para PVY,
cuyas secuencias presentaron divergencias superio-
res al 9% con respecto a los aislados representativos
de las razas clésicas de dicho patégeno.

Por otra parte, la prueba de dot-blot resulté muy
eficiente para la deteccion de potyvirus y de PLRYV,
siendo similar en sus niveles de deteccion a las prue-
bas de ELISA para PLRV, e incluso, alcanzando nive-
les superiores a la técnica de ELISA para el caso de
potyvirus, con un 5% y 10% de mayor deteccion en
material de semilla y de plantulas de vivero, respecti-
vamente. Sin embargo, durante la estandarizacion de
la metodologia de dot-blot fue evidente la necesidad
de realizar una extraccion total de &cidos nucleicos,
pues en aquellos ensayos donde se aplicaba a lamem-
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brana el macerado directo de tejido (datos no mostra-
dos), era muy bajo o inexistente el nivel de deteccion
alcanzado. Esta metodologia es una excelente alter-
nativa a la RT-PCR, que se ve fuertemente afectada
por inhibidores enziméticos presentes en los tejidos
de tomate de &rbol (2,3,12), lo que conduce a requeri-
mientos de tratamientos adicionales de purificacion de
acidos nucleicos como por ejemplo kits comerciales o
lavados adicionales con fenol:cloroformo.

La prueba de tissue-printing no arrojé un resultado
satisfactorio debido a la alta presencia de fuertes se-
fiales basales y a la subjetividad consiguiente que se
requiere en la evaluacion. Sin embargo, ya que este
tipo de metodologias donde se establece impresion de
tejidos sobre membrana puede ser muy informativa con
respecto ala ubicacion del virus en los diferentes teji-
dos, se recomienda continuar con su proceso de me-
joramiento. En nuestro caso, los resultados de las prue-
bas con plantas de vivero, indicaron que la impresion
de pequefios peciolos de plantulas de apenas dos
meses podria dar evidencia de la presencia de ambos
grupos de virus (PLRV y potyvirus) en dichas plantas,
aungue no fue posible identificarse claramente su ubi-
cacion sobre un tejido en particular.

Se espera que los resultados presentados en esta
investigacion, sirvan de base para el disefio de herra-
mientas de diagnostico asintomético y de material de
siembra de virus en cultivos de tomate de &rbol de pai-
ses latinoamericanos cultivadores de este frutal, de
manera que se emprendan acciones para la genera-
cion de materiales certificados libres de virus.
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