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RESUMEN

El lulo (Solanum quitoense Lam.), siendo una planta nativa de
la regién andina con gran potencial comercial, ain esta en
proceso de domesticacion y presenta problemas fitosanitarios
de importancia. La enfermedad del Amarillamiento de la hoja
que causa pérdidas importantes fue descrita por Zuluaga (1996);
de acuerdo con su sintomatologia (enanismo, muestras de
patrones de amarillamiento o de mosaico en hojas, las que a su
vez sufren enrollamientos de los bordes hacia la parte baja), se
atribuia a la accién de un virus no identificado. Dada la
especificidad mostrada por los virus y la semejanza de la
enfermedad con la causada por potivirus en otras solanaceas,
se plante6 que debia ser un virus de este género el causante de
la enfermedad. El presente trabajo buscé determinar la presencia
de virus del tipo potivirus en muestras recolectadas en
localidades del Departamento de Cundinamarca (municipios
de Alban y Pasca) y sin pretender hacer estudios de tipo
epidemioldgico, se tratd de establecer si la presencia de potivirus
pudiese estar relacionada con la aparicion de la sintomatologia
tipicamente descrita. Se aplicaron dos metodologias que han
demostrado tener buena sensibilidad y reproducibilidad: analisis
de RNA de doble cadena (dsRNA) (Morris y Dodds, 1979) y
ensayos de RT-PCR empleando "primers" especificos disefiados
por Langeveld et al (1991). Fue posible detectar la presencia de
potivirus en algunas de las muestras estudiadas, sin embargo,
no se encontrd correlacion entre su aparicion y el desarrollo de
sintomatologia por parte de las plantas.

Palabras claves: Potivirus, Solanum quitoense Lam, Patologias
de Lulo, dsRNA, RT-PCR.

SUMMARY

The Solanaceous fruit Solanum quitoense Lam, is originally from
Andean region of South America. This fruit has commercial
prospective. The Leaf Yellowing Disease in Lulo (Solanum
quitoense Lam) was first described by Zuluaga in 1991. It causes
economically losses and has been associated with a virus attack.
The disease's symptoms included stunting, yellow streaking or
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mosaic patterns in leaves, often with a curling of the leaf margins.
In order to diagnostic the presence of virus, we applied two
different strategies. The first one consisted of a modified
technique of RNA double strand isolation (Morris and Dodds,
1979). The second one consisted on applying RT-PCR system
using specific "primers"” designed to amplify cDNA fragments
spaning the 3'-terminal part of the NIb cistron and the 5'-terminal
part of the potyvirus CP cistron (Langeveld et al 1991). By
applying the modified method of Morris and Dodds, it was
possible to observe characteristic bands of double strand RNA.
Amplification with "primers" POT1 and POT?2 yielded a fragment
of about 1 Kpb, whose length was in agreement with the known
sequences of potyvirus. Here we report by the first time a
potyvirus presence in Lulo plants affected with leaf yellowing
disease, identified by dsRNA analysis and RT-PCR procedure.

Keywords: Potyivirus, Solanum quitoense Lam,
phytopathology, dsRNA, RT-PCR

INTRODUCCION

Los potivirus constituyen el género mas grande y el de
mayor importancia econémica por las pérdidas que
causan, de los cuarenta y siete reconocidos por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV de su hombre
en Inglés); fue propuesto en 1959 con tan solo 14 miembros
llegando a alcanzar en 1992, un total de 180 (ICTV, 1993;
Martelli, 1996; Matthews, 1991; Shulka y Wald, 1989;
Zaccomer, 1995). Su morfologia es bastante uniforme ya
gue semejan varillas "flexuosas" de entre 11 a 12
nanometros (nm) de diametro y cuya longitud oscila entre
los 680 a 900 nm. La estructura resulta de la organizacion
gue adopta la molécula de acido nucleico de cadena
sencilla y polaridad positiva (SSRNA +) alrededor de la
cual se encuentran enrolladas proteinas de un solo tipo
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(Kojima et al, 1969 Hill y Benner 1976; Matthews, 1991;
Riechmannetal, 1992).

El cultivo de Lulo (Solanum quitoense Lam.) esta
ampliamente distribuido en pequefias parcelas, por toda
Colombia. Sin embargo, las plagas, enfermedades y su
restringida adaptacion ecolégica son serios limitantes para
su produccion masiva. Dentro de las patologias que mas lo
afectan esta la denominada "Amarillamiento de la hoja u
hoja en abanico" (Zuluaga, 1996), cuya sintomatologia se
asemeja a las causadas por virus en otras Solanaceas.
Puesto que la mayoria de los agentes virales tienen un
rango de hospedero relativamente estrecho, se sugiere que
los mismos tipos de virus causen patologias semejantes
entre plantas del mismo género como en el caso de la
papa (Solanum tuberosum L.) que es afectada por el
potivirus (PVY) y potexvirus (PVX) mostrando la aparicion
de mosaicos tanto suaves como Sseveros y un
encrespamiento y desarrollo de rugosidades en la superficie
de las hojas, sintomas semejantes a los descritos para la
enfermedad descrita por Zuluaga (1996). La presente
investigacion plante6 emplear metodologias de Biologia
Molecular y Bioquimica ampliamente conocidas, para el
estudio de muestras recolectadas en el Departamento de
Cundinamarca, que exhiben la sintomatologia caracteristica
descrita, con miras a establecer una asociacion entre la
aparicion de estos sintomas y la posible presencia de virus
del género potivirus.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién de material vegetal-. Se recolectaron muestras
de hojas jovenes de plantas de Lulo (Solanum quitoense
Lam.) que mostraran la sintomatologia descrita para la
patologia "Amarillamiento de las hojas", y que estuvieran
localizados en cultivos del Departamento de Cundinamarca
(Municipios de Alban y Pasca). Las muestras fueron
almacenadas de manera adecuada y conservadas a 4 °c
durante el transporte.

Aislamiento y analisis de los RNAs de doble cadena (dsRNA):
para el diagndstico de virus de plantas se emplea la
metodologia propuesta por Morris and Dodds (1979) y
modificada por Valverde et al (1986). Durante todos los
procedimientos el material de vidrio y plastico a emplear se
trata con dietilpirocarbonato (DEPC 0.1%) (Farrell, 1993).
Se toman entre 7 y 14 gramos de material vegetal (hojas) en
un mortero, empleando nitrégeno liquido se pulveriza. Se
homogeniza con 14 mililitros (ml) de tampén STE (2X) (0.2
M de NaCl; 100 mM de Tris; 2mM de EDTA pH 6.8) prenfriado
(4 °C). Adicionar 20 ml de fenol saturado con tris 0.1 M pH 7;
2 ml de SDS (10%); 1 mi de dietilditiocarbamato (3.5 M); 1
ml de sulfito de sodio 0.01 M y 14 mg de bentonita, agitando
la mezcla durante una hora manteniendo a 4 °C. El
homogenizado es sometido a centrifugacion durante 15
minutos a 4 °C y 6750 gravedades (g). Se toma la fase
acuosa y ajusta al 16.5% con etanol absoluto, se adicionar
1 gramo de celulosa CF-11 que actiia como absorbente.
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Continuar la agitacion de la mezcla durante toda la noche y
finalmente para retener el solido, se hace pasar a través de
una jeringa plastica de 20 ml, se lava la columna 2 veces
con 30 ml de solucion STE (1X) al 16% de etanol preenfriada
(4 ?C). Los dsRNA son eluidos con 14 ml de STE (1X) sin
etanol y sometido a precipitacion a 4 °C durante 12 horas,
por adicién de dos voliumenes de etanol absoluto y 0.1
volimenes de solucién de acetato de sodio 3 M pH 5.5, se
centrifuga durante 15 minutos a 4 °C a 9540 g. Se descarta
el sobrenadante y se deja secar el sélido al medio ambiente
durante al menos 45 minutos. Resuspender en 10 microlitros
de TAE (0.04 M Tris-acetato; 0.001 M de EDTA pH 8)
almacenando a 4 °C hasta que se realice el anélisis
electroforético, el cual se lleva a cabo en geles de
poliacrilamida al 6%, de 0.75 mm de espesor en camara SE
250 Mighty (Hoeffer®), empleando como tampon de corrido
TAE, aplicando 100 voltios constantes durante 3 horas. Las
muestras se revelaron mediante tincion con bromuro de etidio
(0.5 mg/ml) durante 10 minutos (Farrell, 1993) y/o con plata
(Blum et al, 1987). Los pesos moleculares aproximados se
calcularon segun el método grafico de Bozart y Harley (1976)
utilizando como marcador de peso molecular el DNA del
fago lambda digerido con la enzima de restriccién Hind Ill.

Extraccion de RNA total: Otra de las técnicas util para la
deteccién de virus fitopatogénicos es mediante el
aislamiento de RNAs totales, su transformacién a DNA y
posterior amplificacibn mediante reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) empleando "primers" especificos para
potivirus. Para tal fin se aisla el RNA total a partir de 100
mg de material fresco empleando TRIZOL® (Gibco-BRL).
Las muestras aisladas son resuspendidas en 25 ml de
agua tratada con DEPC. La sintesis de la primera cadena
se realizo partiendo de volimenes diferentes de RNA total
aislado (2.5 y 51), mediante el Kit SUPERSCRIPTII segun
la metodologia descrita por el fabricante.

Amplificacion mediante reaccién de PCR: Empleando los
"primers" degenerados POT1 (5-ACCACGTATCTTTTA-3)
y POT2 (5-TGTGATGCTGATGGTTC-3)), disefiados porque
amplifican de manera especifica parte de la secuencia mas
conservada de potivirus (Langeveld et al, 1991). Las
condiciones de amplificacién empleadas fueron: 3 minutos
a 94 °C, 35 ciclos de: 1 min a 94 °C; 1 min a 58 °C; 30
segundos a 72°C, y al final se aplica una rampa de 5 min a
72 °C. La reaccién una vez terminada se almacena a 4 °C.

Inoculacion mecanica de plantas indicadoras: Empleando
4 gramos de material recolectado sobre el cual previamente
se habia demostrado la presencia de potivirus, el cual se
macerd en mortero empleando tampoén fosfato 10 mM
preenfriado (4 °C) junto con aproximadamente 8 gramos
de carborumdum®. El extracto fue colocado sobre las
hojas de plantas indicadoras de Nicotiana tabacum cv,
White barley y Xanthy de dos meses de edad y
posteriormente se mantuvieron en invernadero a una
temperatura promedio de 20 -C y maxima promedio de 25
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?C con fotoperiodo normal de 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad. Se llevaron a cabo observaciones diarias
durante los siguientes 20 dias con el fin de registrar las
posibles manifestaciones patogénicas.

» Pruebas de especificidad para los "primers" POT1y
POT2: Esta prueba se llevé a cabo con el fin de determinar
el grado de conservacion de las regiones potivirales a partir
de las cudles POT1 y POT2 fueron disefiadas. Por medio
de Internet, se adquirieron alrededor de 107 secuencias
de poliproteinas de potivirus reportadas hasta el mes de
Mayo de 1998, las cuales estaban almacenadas en
diversos bancos de genes. Dichas secuencias fueron
sometidas a un proceso de alineamiento multiple utilizando
el programa CLUSTALW version 1.7 que se encuentra
disponible dentro de la bateria de herramientas del Servidor
del Instituto Pasteur (Francia). Los resultados de dicho
procedimiento fueron analizados.

RESULTADOS Y DISCUSION:

« Caracteristicas observables del material vegetal
recolectado: Las hojas jévenes recolectadas en los
diversos muestreos, presentaban en la gran mayoria de
los casos y con diferente intensidad, a nivel de su haz,
zonas amarillentas y el enrrollamiento del limbo hacia
adentro acompafado de rugosidades en la superficie de
las mismas, las plantas muestreadas tenian un tamario,
inferior al promedio de altura presentado por otras plantas
de Iulo aparentemente sanas de las mismas plantaciones.
Es importante anotar que durante los muestreos sucesivos
se detect6 una mayor incidencia de la sintomatologia
descrita para el amarillamineto de la hoja en el municipio
de Pasca, comparado con la zona de Alban.

» Patrones de RNA de doble cadena'. En la figura 1 se
observan algunos de los resultados de los ensayos para
determinar patrones electroforéticos de dsRNA en
muestras de lulo recolectadas en las localidades de Pasca
y Alban. En la muestra colocada en el carril 6 (fig 1),
obtenida a partir de 14g de material vegetal recolectado
en Pasca, fue posible evidenciar cinco bandas definidas:
cuatro entre 0.5 Kbp y los 4.3 Kbp y una ultima banda
muy difusa con peso mayor de 6.5 Kbp. En las restantes
muestras analizadas no se detecté bandeado alguno con
excepcioén del obtenido con la muestra del virus del
moteado del clavel (CMV), el cudl fue utilizado como control
positivo y en donde es posible observar la banda de 1.2
Kbp, una de las cuatro comunmente reportadas para este
virus (0.9; 4; 1.2 y 8 Kbp) (Rodriguez, 1998). Solamente
en algunos de los ensayos realizados con 14 g de hojas
de lulo procedentes de Pasca fue visualizado bandeado
tenue, lo que podria indicar un bajo titulo viral o incluso a
la posibilidad de que en el material aparentemente
sintomatico no estén presenten virus de éste tipo. Para
las muestras procedente de Alban no fue posible detectar
presencia de bandeado en ninguno de los casos, lo cudl

puede atribuirse no sélo a la posibilidad de tener un bajo
titulo viral. Ademas si tenemos en cuenta que
sintornatologias similares pueden presentarse asociadas
a diferentes factores que van desde deficiencias
nutricionales hasta por el ataque por nematodos y otros
patégenos, por tanto queda planteada la posibilidad de
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Figura 1. Electroforesis en gel de Poliacrilamida de dsRNA.
I Hind 11l (1); Virus del Moteado del Clavel (2); extractos de Alban (3);
Alban 14g (4); Pasca (5); Pasca 14g (6) (Tincion en Nitrato de Plata).

que en las plantas muestreadas en los alrededores de
esta localidad, no haya presencia de agente virales.

» Los resultados expuestos nos indican que es muy
factible que haya presencia de virus vegetales en muestras
recolectadas en las vecindades del municipio de Pasca.
Ahora bien aunque la técnica propuesta por Morris y Dodds
(1979) y modificada por Valverde y Dodds (1987) permitia
detectar la presencia de virus en vegetales no parecia
posible que se pudiera emplear para identificarlos
plenamente. Sin embargo otros trabajos, como los
realizados por Dodds y Bar-Joseph (1983), Dodds et al
(1984; 1987), Moreno et al (1990), Valverde et al (1991)
entre otros, han permitido establecer de manera general,
la existencia de perfiles electroforéticos de dsRNA
caracteristicos para algunos de los géneros mas
importantes de virus vegetales. Esto significa que se puede
hacer una comparacién aproximada de los patrones de
movilidad dsRNA detectados en un estudio, con aquellos
preestablecidos para algunos géneros virales, pudiendo
delimitar el género 6 géneros al cual un virus puede
pertenecer. Con tal fin se llevd a cabo la comparacion de
la movilidad electroforética del dsRNA obtenidos en lulo
(fig. 1-carril 6) con perfiles estandar antes mencionados,
en donde se puede afirmar tentativamente, que las bandas
de dsRNA obtenidas con pesos mayores de 6.5kbp podrian
estar correlacionadas, con el valor preestablecido para
aquellas entidades virales pertenecientes al género de los
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potivirus, dado que el tamafio de su genoma, RNA de hebra
simple (ssRNA) tiene un peso promedio entre 4.5y 7.5
Kb, a partir del cual se concluye que la forma replicativa
del mismo, que es bicatenaria (dsRNA), tendria
aproximadamente el mismo peso pero expresado en pares
de bases (Kpb) (Valverde et al, 1986; Valverde et al, 1991).
Ademas segun lo reportado en la literatura se puede sugerir
que las 4 bandas de baja intensidad y pesos moleculares
inferiores a 4.3 Kpb (fig. 1 -carril 6), podrian corresponder a
moléculas de RNA subgendmicas muy comunes en estos
virus y cuya funcién biolégica hasta hoy es desconocida,
pero que dada su localizacién singular y repetitiva se han
convertido en marcadores moleculares Utiles ya que
permiten diferenciar entre virus y cepas de virus particulares
(Acosta et al, 1994; Moreno et al, 1990; Valverde y Dodds,
1987). Moreno et al (1990), proponen la existencia de dos
agrupaciones de virus vegetales segun las bandas de RNA
subgendémicas que presenten. Un primer grupo constituido
por closteovirus, tobamovirus y timovirus en los cuéles
son facilmente detectables RNAs tanto de alto peso
molecular (alrededor 20 Kpb), como de bajo (0.6 Kpb
aproximadamente) y, una segunda agrupacion que
abarcaria los carlavirus, potexvirus y potivirus que presentan
RNAs subgendmicos de bajos pesos moleculares (0.6 a
7.5 Kpb) (Valverde et al, 1986).

¢ De un total de 65 muestras recolectadas en campo, 50
fueron analizadas con la técnica de dsRNA y sélo en dos
ocasiones y solo cuando se partié de 14 g de material
vegetal, hubo claros resultados positivos, es decir bandas
de dsRNA. La razon para usar 14 g y no 7 g como lo
sugeria la técnica inicialmente, se fundamenté en que en
muchos ensayos realizados con 7 g, no fue posible
evidenciar bandeado alguno en los geles (Valverde et al,
1986). Por otro lado se sabe que la metodologia de
diagndstico basada en el dsRNA, es mucho mas efectiva
para la deteccion de carlavirus, tobamovirus y potexvirus,
algunos de los cuales tienen titulos tan altos en sus
hospederos que tan sélo con 1,5 g de tejido es posible
llevar a cabo el diagnéstico contundente. Sin embargo en
determinados casos, principalmente asociados a luteovirus
y potivirus, caracterizados por tener, en la gran mayoria
de los casos, bajas concentraciones en los tejidos por
ellos infectados, esta metodologia de deteccién puede ser
poco eficiente (Valverde y Dodds, 1986; Hu et al 1995;
Valverde et al, 1991). Dado que s6lo para unas pocas
muestras de las plantas de lulo sintomaticas recolectadas,
se detectaron bandas tipicas de dsRNA, cuyo patron podria
corresponder al reportado como caracteristico del género
de los potivirus, se hacia necesario experimentos que
permitieran corroborar la hipdtesis de que la sintomatologia
descrita en Lulo esta asociada a la presencia de potivirus

e RT-PCR utilizando "primers" degenerados
especificos para potivirus: Langeveld et al (1991)
propusieron la utilizaciéon de esta metodologia para detectar
la presencia de virus del genero potivirus en tejidos
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vegetales, mostrando resultados altamente especificos y
exitosos. En todos los ensayos se prefiri6 emplear como
«primer» para la sintesis de la primera cadena del cDNA
OligodT 1218, porque aunque se podria emplear POT1 los
trabajos de Langeveld et al (1991), describian que al utilizar
"primers" degenerados como cebadores para la sintesis
de la primera cadena del cDNA, la amplificaciones finales
del PCR de la segunda cadena arrojaban un excesivo
nimero de fragmentos de naturaleza inespecifica causando
serias dudas sobre la efectividad de esta via para obtener
cDNA. Los "primers" empleados para la sintesis de la
segunda cadena fueron los disefiados por Langeveld et al
(1991), quienes mediante el analisis de las secuencias
de las poliproteinas producidas por mas de 10 potivirus
diferentes, tomando aquellas regiones de aminoacidos
conservadas y codificadas por codones de baja
degeneracién, encontraron zonas conservadas de donde
se definieron las secuencias de POT1 y POT2 los cuéles
permiten la amplificacion especifica del extremo 3' terminal
del cistrén NIb y de la region 5' terminal del gene de la
cubierta de la capside, que corresponden a zonas
conservadas separadas por una region divergente, de
modo que esta amplificacion producen fragmentos entre
1y 1.3 Kpb. En la figura 2 se muestran los productos
obtenidos por PCR para algunos de los ensayos
realizados, asi para algunas de las muestras provenientes
de material vegetal recolectado en Pasca, el producto de
amplificacién tuvo un peso molecular de alrededor de 1
Kpb. En algunos casos aunque se comprobo la sintesis
de cDNA, no fue posible obtener amplificacion mediante
la técnica de PCR (carril 4, muestra de la regién de Pasca),
lo cual esta en concordancia con los resultados obtenidos

1 2 3 4 5

Figura 2. Produtos de amplificacion de los ensayos de RT-PCR.
(1)1 Hind 1lI; (2 a 5) Diferentes reacciones de amplificacion obtenidas
ensayando muestras de los alrededores de Pasca. (Tincién con
Bromuro de Etidio).
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para los ensayos de dsRNA, en los cuéles el hecho de
analizar plantas con sintomatologia aparente no aseguraba
la obtencién de bandeado. De igual manera aunque la
técnica de RT-PCR esta propuesta como muy especifica,
sensible y robusta (Langeveld et al 1991), el no detectar
las bandas caracteristicas en los ensayos podria estar
relacionado con un bajo titulo viral como se propuso para
el caso de los ensayos de dsRNA. Para los ensayos de
RT-PCR del material recolectado en las vecindades de la
localidad de Alban en ninguno de los casos se logré
amplificacion alguna a pesar de que se demostro la sintesis
de cDNA previamente y que se tuvieron las mismas
condiciones experimentales de los ensayos positivos, ya
gue los ensayos fueron simultaneos para las muestras
provenientes de ambas localidades. El no haber obtenido
amplificacion con las muestras de la zona de Alban,
sumado a los resultados obtenidos para los ensayos de
dsRNA y con base en los hechos documentados se puede
plantear que muy posiblemente en esta zona no se tenga
presencia de potivirus alguno y por ende la sintomatologia
detectada no estaria asociada con ellos; o que en el caso
de que existan, estan en titulos realmente bajos e
igualmente no se tendria una correlacion directa con su
presencia y la aparicion de la sintomatologia descrita.

« De las 65 muestras recolectadas a 20 de ellas se les
hizo RT-PCR, en cuatro de las cuales hubo resultado
positivo, coincidiendo sélo una de ellas con el resultado
claro obtenido por la técnica de dsRNA (sistema por el
cual se analizaron la totalidad de la muestras). Ya que
s6lo en algunas de ellas con sintomatologia y sélo en las
recolectadas en los alrededores de la localidad de Pasca,
se pudo detectar la presencia de potivirus mediante las
metodologias (dsRNA y RT-PCR), los resultados no
permiten afirmar contundentemente que éste sea el agente
causal de la enfermedad conocida con el nombre de
"Amarillamiento de la hoja u hoja en forma de abanico”
como lo propuso Zuluaga (1996) y por el contrario indicaria
gue hay una alta probabilidad de que no sea asi. Para
comprobar esta idea se necesitaria hacer estudios
adicionales con pruebas bioldgicas tales como el
aislamiento del virus e inoculacion en plantas indicadoras
mediante vectores especificos.

« Si se analizan dos factores expuestos previamente, se
tiene. Primero las patologias vegetales de origen viral
usualmente no son causadas por un solo tipo de virus
sino por la accién sinérgica de varios (Matthews, 1991).
Segundo la mayoria de los agentes virales tienen un rango
de hospederos relativamente estrecho, en el caso las
Solanaceas, como por ejemplo la papa (Solanum
tuberosum L.) que es afectada simultaneamente por
potivirus (PVY) y potexvirus (PVX), se detectan
sintomatologias comunes, por tanto se hace necesario
determinar la presencia en lulo, de otros virus vegetales
tales como los potexvirus.

* Inoculacién mecanica hecha con un extracto de hojas
de lulo recolectado en campo: Siendo necesario tratar
de transferir el o los posibles virus del Lulo a plantas
indicadoras ampliamente susceptibles, para evaluar la
posibilidad de inducir las sintomatologias, se usaron las
plantas de Nicotiana tabacum cv. Xanthi y White barley,
las cuales se inocularon por medios mecanicos mediante
extractos obtenidos a partir de material en el cual se
detect6 la presencia de potivirus, posteriormente se
mantuvieron bajo observacion rutinaria durante veinte dias,
sin embargo, no se detectaron cambios en ellas, siempre
se encontraron aparentemente sanas. La no aparicion de
sintomatologia en las plantas inoculadas coincide con los
resultados de Zuluaga (1996), quién reporta que el virus
relacionado con la enfermedad "Amarillamiento de la hoja
u hoja en forma de abanico" no ha podido ser transmitido
mecanicamente y se sospecha que sean pulgones
pertenecientes de los géneros Myzus y Aphis los que
de manera persistente podrian transmitirla.

 Especificidad de POT1 y POT2 para la amplificacion
del genoma Potiviral: Ciento siete secuencias de

poliproteinas de potivirus fueron sometidas a un proceso
de alineamiento multiple utilizando el programa Clustalw
versién 1.7. En la figura 3 estan los alineamientos
correspondientes a la zona de la proteina NIb obtenidos
para los diferentes potivirus encontrados en los bancos
de datos. En este caso especifico se observa que para la
gran mayoria de las secuencias potivirales estudiadas, el

motivo con el cual fue disefiado POT2 (CDADGS) se

encuentra altamente conservado. Para el caso de la figura
4, que presenta los alineamientos correspondientes a la
zona de la proteina de la capside de las diferentes
secuencias de potivirus disponibles en los bancos de datos,
se ve que el motivo sobre el cuél se disefio POT1 (WCIEN)
se encuentra en la mayorias de las secuencias potivirales
analizadas, siendo altamente conservado. Para algunos
casos particulares no hubo resultado de alineamiento
debido a que se trataba de secuencias parciales que no

cubrian una de las zonas en estudio. En general los
resultados obtenidos de los alineamientos mdltiples, aqui
expuestos, permiten afirmar que practicamente es

improbable obtener productos de amplificacién utilizando
POT1 y POT2 en procedimientos de RT-PCR llevadas a
cabo sobre material genético cuyo origen no sea potiviral.

CONCLUSIONES

Por vez primera se determind la presencia de un potivirus en
plantas de lulo (Solanum quitoense Lam) empleando las
técnicas de dsRNA (Morris & Dodds, 1979) asi como por
RT-PCR usando "primers" degenerados especificos (POT1
y POT2) (Langeveld et al 1991). Este potivirus detectado en
lulo tiene un patron de bandas de dsRNA de al menos cinco
bandas cuyos pesos moleculares relativos son: cuatro entre
0.5y 4.3 Kpb y una banda difusa de mas de 6.5 Kpb.
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1. WDTLLRKLPD NWIYCDADGS  QFDSSLSPYL 37.  WOKLLRRLPE NWVYCDADGS QFDSSLTPYL 73. ~-- QFHCSLSPYL
2. WDTLLRKLPE NWIYCDADGS  QFDSSLSPYL 38. WDKLLRRLPE NWVYCDADGS QFDSSLTPYL 74. --- QFHCSLSPYL

3. WNELMRKLPE GWVYVDADGS  QFDSSLSPYL 30. WDKLLRRLPE NWVYCDADGS QFDSSLTPYL 75.  WNDFLSELPP GWDYFDAAGS RLDSSLTPFL
4. WNELMRKLPE GWVYVDADGS  QFDSSLSPYL 40. WDKLLRRLPE NWVYCDADGS QFDSSLTPYL 76. WNDFLSELPP GWDYFDADGS RFDSSLTPFL
5. WNELMRRLPE GWVYVDADGS  QFDSSLSPYL 41.  WNELMEALPN GWVYCDADGS QFDSSLTPFL 77.  WNDFLRLLPD GWIYCDADGS QFDSSLTPYL
6.  WNELMRKLPE GWVYVDADGS  QFDSSLSPYL 42.  WDRLLTSLPE GWIYCDADGS QFDSSLSPYL 78.  WNDFLRLLPD GWVYCDADGS QFDSSLTPYL
7. WNELMRKLPE GWVYVDADGS  QFDSSLSPYL 43.  WDRLLTSLPE GWIYCDADGS QFDSSLSPYL 79.  WNEFLSKLPD GWLYCDADGS RFDSSLTPYL
8.  WNELLTKLPD GWVYCDADGS  QFDSSLSPFL 44.  WNDLMRALPD GWVYCDADGS RFDSSLTPYL 80. CDRLLESLPD GWVYCDADGS QFDSSLSPYL
9. WNELLTKLPD GWVYCDADGS  QFDSSLSPFL 45.  DRLLRRLP-E NWVYCDADGS QFDSSLTPYL 8l. WDKLMRSLPD GWVYCHADGS QFDSSLTPLL
10. WNRLLEKLPE GWIYCDADGS — QFDSSLTPYL 46. DKLLTALP-A GWIYCDADGS QFDSSLTPYL 82. WDKLMRSLPD GWVYCHADGS QFDSSLTPLL
11.  WNKLLNKLPE GWIYCDADGS QFDSSLTPYL 47. DEFLRKFP-D GWVYCDADGS QFDSSLTPYL 83 WDKLMRSLPD GWVYCHADGS QFDSSLTPLL
12.  WDKLLRRLPE NWVYCDADGS QFDSSLTPYL 48. DEFLKKFP-D GWVYCDADGS QFDSSLTPYL 84. WDKLMRALPD GWLYCHADGS QFDSSLTPAL
13. WDKLLRRLPE NWVYCDADGS QFDSSLTPYL 49. DRLLESLP-D GWVYCDADGS QFDSSLSPYL 85. WDKLMRSLPD GWLYCHADGS QFDSSLTPAL
14. WNELMEALPS GWVYCDADGS QFDSSLTPFL 50. DRLLESLP-D GWVYCDADGS QFDSSLSPYL 86. DKLMWELP-D GWLYCHADGS QFDSSLTPAL
15.  WNELMEALPS GWVYCDADGS QFDSSLTPFL 51. DSLLNKLP-D GWVYCDADGS QFDSSLTPYL 87, DKLMRSLP-D GWTYCHADGS QFDSSLTPLL
16. WDKLLRALPE GWIYCDADGS QFDSSLSPYL 52. DKLMWELP-D GWLYCHADGS QFDSSLTPAL 88, - --CDADGS QFDSSLTPYL

17. WDKLLRALPE GWIYCDADGS QFDSSLSPYL 53. DKLMRALP-D GWVYCHADGS QFDSSLTPLL 89. CDADGS QFDSSLTPYL

18. WDKLLRALPE GWIYCDADGS QFDSSLSPYL 54. QNLYEKLNKP GWTHGSGDGS RFDSSIDGFL 90. --CDADGS QFDSSLTPYL

19.  WDKLLRALPE GWIYCDADGS — QFDSSLSPYL 55. EKLHDKLNRP GWLHGSGDGS RFDSSIDPFF 9.

20. LLHALPALPD GWIYCDADGS  QFDSSLSPYL 56. DTLMRKLP-D GWIYCHADGS QFDSSLTPLL 2

21. WDKLLKALPE GWIYCDADGS  QFDSSLSPYL 57. DTLMRKLP-D GWIYCHADGS QFDSSLTPLL 9B

22.  WDKLLRALPD GWIYCDADGS  QFDSSLSPYL 58. DRLLNSLP-D GWVYCDADGS QFDSSLTPYL 9%, - —-CDADGS QFDSSLTPYL

23.  WDRLLTSLPE GWIYCDADGS  QFDSSLSPYL 59. DRLLNSLP-D GW\VYCDADGS QFDSSLTPYL 95.  NEFLSKLP-D GWLYCDADGS RFDSSLTPYL
24. VWNRLLEKLPD GWIYCDADGS  QLDSSLTPYL 60. DRLLDSLP-D GWVYCDADGS QFDSSLTPYL 96. DRLLESLP-D GWVYCDADGS QFDSSLSPYL
25. WDEFLRKFPD GWVYCDADGS  QFDSSLTPYL 61. DKLLESLP-D GWVYCDADGS QFDSSLTPYL O7. === e -DSSLTPYL

26. WNELLGKLPD GWVYCDADGS — QFDSSLSPYL 62. DEFLRKFP-D GWVYCDADGS QFDSSLTPYL 98. NRLLDALP-D GWVYCDADGS QFDSSLTPYL
27.  WNELLGKLPD GWVYCDADGS  QFDSSLSPYL 63. NRMLQQLP-D GWIYCDADGS RFDSSLTPFL 99. DEFLRKFP-D GWVYCDADGS QFDSSLTPYL
28.  WNQLMCKLPD DWVYCDADGS — QFDSSISPYM 64. DSLMRRLPE- NWVYCDADGS QFDSSLTPYL 100. DTFMNKLP-E GWLYCDADGS QFDSSLTPFL
29. WNELMEALPS GWVYCDADGS  QFDSSLTPFL 65. DLLARSLMR- YEWFIDADGS QFDSSITPLL 101. NKLANYFN-H DWVFIDCDGS RFDSS1PPIM
30. WNELMEALPS GWVYCDADGS ~ QFDSSLTPFL 66. DLLARSLMR- YEWFIDADGS QFDSSITPLL 102. DLLAKNLM-V HEWFIDADGS QFDSSITPLL
31. WDEFLRKFPD GWVYCDADGS ~ QFDSSLTPYL 67. QNLYEKLNKP GWTHGSGDGS RFDSSIDGFL 103. WDRLLTSLPE GWIYCDADGS QFDSSLSPYL
32. WDEFLRKFPD GWVYCDADGS ~ QFDSSLTPYL 68. QNLYEKLNKP GWTHGSGDGS RFDSSIDGFL 104. WNELMRKLPE GWVYVDADGS QFDSSLSPYL
33. WDEFLRKFPD GWVYCDADGS ~ QFDSSLTPYL 69. WDTLLQKLPN GWLYCDADGS RFDSSLTPYL 105. QNLYEKLNKP GWTHGSGDGS RFDSSIDGFL
34. WDEFLRKFPD GWVYCDADGS — QFDSSLTPYL 70. WDELLGKLPD GWVYCDADGS QFDSSLSPYL 106. QNLYEKLNKP GWTHGSGDGS RFDSSIDGFL
35. WDEFLRKFPD GWVYCDADGS — QFDSSLTPYL 71. WNQLMCKLPD DWVYCDADGS QFDSSISPYM 107. QNLYEKLNKP GWTHGSGDGS RFDSSIDGFL
36. WDKLLRRLPE NWVYCDADGS  QFDSSLTPYL 72, e _VYCEGDGQ QFDSSLTPYL

Figura 3. Alineamientos obtenidos para los diferentes potivirus reportados en los bancos de datos: zona
correspondiente a la proteinas Nib. Ver cuadro resumen de las secuencias estudiadas.

[ T 37. ETENPTVNNG LWMVWCIENGT  SPNVNGVWVM T30 e e

2.  KGEMGIILNG ~ LMVWCIENGT SPNINGTWTM 38. ETEMPTVMNG LMVWCIENGT =~ SPNVNGVWVM 74. DTGMGILLNG -—=

3. DEQMYMIMNG L—— —— 39. ETEMPTVMNG LMVWCIENGT ~ SPNINGVWVM 75. DEEMALLLNG ~ FMVWCMENGT SPDLSGSWTM
4. DEQMYMIMNG L——r —— 40. ETEMPTVMNG  LMVWCIENGT  SPNINGVWVM 76. DEEMALLLNG  SMVWCMENGT SPDLSGSWTM
5. DEQMYMIMNG L—— —— 41. EEQMKILLNG FMVWCIENGT  SPNLNGTWVM 77. ESSMDITING  FMVWALDNGT SPNITGTWIM
6. DEQIGMIMDG L—— —— 42. DTGMGILLNG LMVWCIENGT  SPNINGVWTM 78. EGKIDIVLNG ~ FMVWALDNGT SPNISGTWLM
7. - - 43. DTGMGILLNG LMVWCIENGT  SPNINGVWTM 79. DSEMQVLASG ~ LMVWCIENGT SPNINGMWTM
8.  DNGMQLILNG  LMVWCIENGT SPNINGTWVM 44._ DEQMKIVMNG  LMVWCIENGT ~ SQNLTGVWTM 80. -

9. DSGMQLILNG ~ LMVWCIENGT SPNINGTWVM 45. TE-MPTVMNG  LMVWCIENGT  SPNINGVWVM 81. -

10. 46. EA-MGTVMNG LMVWCIENGT  SPNISGTWTM 82. DEQMGWMNG  FMVWCIDNGT SPDANGVWVM
11. SPNINGVWTM 47. NE-MQVMLNG  LMVWCIENGT  SPDISGVWVM 83. DEQMGWMNG  FMVWCIDNGT SPDANGVWVM
12. 48. NE-MQVMLNG LMVWCIENGT SPDISGVWVM 84. EQQMGWMNG  FMVWCIENGT SPDINGVWFM
13. 49. DK-MQIILNG LMVWCIENGT  SPNINGMWVM 85. EQQMGWMNG  FMVWCIENGT SPDINGVWVM
14. 50. DK-MQEILNG LRVWCIENGT  SPNINGMWVM 86. EQQMGWMNG  FMVWCIENGT SPD-INGVW
15. - - 51. - - 87. DEQMGVIMNG ~ FMVWCIDNGT SPD-VNGVW
16. DDEMSIILNG  LMVWCIENGT SPNINGMWVM 52. - - 88. DTQMTWMSG  LMVWCIENGC SPN-INESW
17. DDEMSIILNG  LMVWCIENGT SPNINGMWVM 53. QQ-MGWMNG FMVWCIDNGT  SPDVNGVWVM 89. DTQMTWMSG  LMVWCIENGC SPN-INGSW
18. DDEMSIILNG  LMVWCIENGT SPNINGMWVM 54. NEKWEKLLIA ACIYFADNGT SPNFDEELTM 90. DTQMTWMSG  LMVWCIENGC SPN-INGSW
19. DDEMSIILNG  LMVWCIENGT SPNINGMWVM 55. DEAWIDALIP  FIGWCCNNGT  SDKHAENQVM 91. DTQMTWMSG  LMVWCIENGC SPN-INGNW
20. DDEMSIILNG  LMVWCIENGT SPNINGMWVM 56. EQ-MSIVMNG FMVWCIDNGT — SPDVN-GTW 92. DTQMTWASG  LMVWVIENGC SPN-INGVW
21. DDEMSIILNG  LMVWCIENGT SPNINGMWVM 57. EQ-MSIVMNG FMVWCIDNGT  SPDVN-GTW 93. DTQMTWASG  LMVWVIENGC SPN-INGVW
22. DEEMSIILNG  LMVWCIENGT SPNINGMWVM 58. SQ-MGIILNG LMVWCIENGT  SGDLQ-GEW 94. DTQMTWASG  LMVWVIENGC SPN-INGVW
23. DTGMGILLNG  LMVWCIENGT SPNINGVWTM 59. SQ-MGIILNG LMVWCIENGT  SGDLQ-GEW 95. DNEMQVLASG ~ LMVWCIENGT SPN-INGMW
24. DTQMTWMSG  LMVWCIENGC SPNINGVWTM 60. SQ-MGIILNG LMVWCIENGT  SGDLQ-GEW 96. EDKMQITLNG ~ LMVWCIENGT SPN-INGMW
25. DNEMQVMLNG ~ LMVWCIENGT SPDISGVWVM 61. SQ-MGIILNG LMVWCIENGT  SGDLQ-GEW 97. DQQMENICNG  LMVWCIENGT SGD-LQGEW
26. EEQMKIVLNG ~ FMIWCIENGT SPNISGVWTM 62. NE-MQVMLNG LMVWCIENGT  SPDIS-GVW 98. DPQMGIILNG  LMVWCIKNGT SGD-LQGEW
27. EEQMKIVLNG ~ FMIWCIENGT SPNISGVWTM 63. EE-MKIILNG LMVWCIENGT  SPNLT-GNW 99. DNEMQVMLNG ~ LMVWCIENGT SPD-ISGVW
28. ESSMEIILNG  FMVWCIENGT SPDINGVWTM 64. EQ-MRILMNG LMVWCIENGT SPDIN-GYW 100 DDQMAVILNG  LMVWCIENGT SPN-LNGNW
29, e e e 65. EAFIDNILPG WIVHCIVNTT  SSENRKAGSW 101 DVFMSTILPA  WIVNCIINGT SQERTNEHTW
30. EEQMKILLNG ~ FMVWCIENGT SPNLNGTWVM 66. EAFIDNILPG WIVHCIVNTT  SSENRKAGSW 102 SDLVSWQSLQ  MTKYCGENFK AIAYAPNRMS
31. DNEMQVMLNG  LMVWCIENGT SPDISGVWVM 67. - - 103 DTGMGILLNG  LMVWCIENGT SPN-INGVW
32. DNEMQVMLNG ~ LMVWCIENGT SPDISGVWVM 68. - - 104 DEQWYMIMNG L --------

33. DNEMQVMLNG ~ LMVWCIENGT SPDISGVWVM 69. DAQVMEIVLNG LMVWCIENGT  SPNLNGMWVM 105 DEKWEKLLIA  ACIYFADNGT SPN-FDEEL
34. - - 70. EEQMKIVLNG FMIWCIENGT  SPNISGVWTM 106 NEKWEKLLIA ~ ACIYFADNGT SPN-FDEEL
35. - - 71. ESSMEIILNG FMVWCIENGT  SPDINGVWTM 107 DEKWEKLLIA  ACIYFADNGT SPN-FDEEL
36. ETEMPTVMNG  LMVWCIENGT SPNVNGVWVM 72. DQQMEIICNG LMVWCIENGT  SGDLQGEWTM

Figura 4. Alineamientos obtenidos para los diferentes potivirus reportados en los bancos de datos: zona
correspondiente a la capside proteica(CP). Ver cuadro resumen de las secuencias estudiadas

Cuadro: Resumen de las Secuencias Estudiadas

Numeros de acceso de los diferentes potivirus consignados en los diferentes bancos de secuencias empleados en los alineamientos multiples
mostrados en las figuras 3 y 4:

1)Q 85103, 2)Q 67674, 3)P 89304, 4)P 89305, 5)P 89303, 6)P 89307, 7)Q 98811, 8)P 89876, 9)P 90263, 10)P 89203, 11)Q 88172,12)0513279,
13)Q 85272, 14)Q 88502, 15)Q 88504, 16)P 13529, 17)P 89038,18)P 17767, 19)Q 84925, 20)Q 01681, 21)P 17766, 22)Q 84934,23)Q 88275,
24)E1291828, 25)JQ0497, 26)P 09814, 27)Q 84898,28)Q 06120, 29)Q 88506, 30)P 04517, 31) JQO496, 32)P 19723,33)P 19724, 34)Q 86873,
35)Q 86874, 36)P 18247, 37)Q 85105,38)Q 85274, 39)Q 85104, 40)Q 85265, 41 )Q 88507, 42)Q 83287,43)0 39743, 44)P 89885, 45)Q 02963,
46)Q 01500, 47)Q 85029,48)Q 01901, 49)P 89509, 50)Q 02597, 51 )O 11436, 52)Q 05912,53)Q 65399, 54)Q 02442, 55)Q 04574, 56)Q 85057,
57)Q 85071,58)Q 65892, 59)Q 83137, 60)Q 65852, 61 )Q 65883, 62)Q 85030,63)Q 2748, 64)Q 82933, 65)Q 65729, 66)Q 65730, 67)Q
65654,68)Q 65660, 69)Q 85102, 70)Q 88925, 71 )Q 85197, 72)O 36182,73)Q 86723, 74)Q 86724, 75)Q 86149, 76)O 10243, 77)O 12661,78)0
12673, 79)Q 85074, 80)Q 88602, 81 )Q 86894, 82)Q 90069,83)Q 98704, 84)Q 89330, 85)Q 89334, 86)0 36979, 87)P 18478,88)P 89205, 89)P
89206, 90)P 89204, 91 )P 89207, 92)P 89209,93)P 89219, 94)P 89208, 95)P 29152, 96)0 41344, 97)O 39787,98)0 39790, 99)P 90213, 100)P
20234, 101)P 89201, 102)P 89683, 103)Q 88274, 104)P 89306, 105)P 87541, 106)P 90245, 107)0 39510.
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IDENTIFICACION DE POTIVIRUS PRESENTES EN PLANTA....

Respecto a la relacién entre las zonas donde se realizaron
los muestreos y los resultados obtenidos: solamente en
algunas de las muestras recolectadas en las vecindades
del municipio de Pasca (Cundinamarca), las cuales
presentaban sintomatologia, pudo detectarse de manera
clara la presencia de potivirus; por tanto no es posible
afirmar que ésta entidad viral detectada sea el agente
causal de la enfermedad conocida con el nombre de
"Amarillamiento de la hoja u hoja en forma de abanico". La
no aparicion de sintomatologia en las plantas indicadoras
de tabaco que fueron inoculadas con un extracto obtenido
a partir de material vegetal sintomatico, en el cual se
comprobd la presencia de potivirus mediante los dos tipos
de ensayos (dsRNA y RT-PCR), coincide con los
resultados de Zuluaga (1996), quién describe que el virus
relacionado con la enfermedad "Amarillamiento de la hoja
u hoja en forma de abanico” no pudo ser transmitido
mecanicamente, reforzando su propuesta de que
posiblemente se requiera de la accion de algunos tipos
de pulgones como vectores de transmision.
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