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CARACTERIZACIÓN GENOTÍPICA DE AISLAMIENTOS COLOMBIANOS 
DEL poTATo mop-Top virus (PMTV, pomovirus)

GENOTYPIC CHARACTERIZATION OF COLOMBIAN ISOLATES 
OF POTATO MOP-TOP VIRUS (PMTV, POMOVIRUS)

José F. Gil1, 4, Pablo A. Gutiérrez1, 5, José M. Cotes2, 6, Elena P. González3, 7, Mauricio Marín1, 8

Resumen

Recientemente se detectó en Colombia la presencia del virus mop-top de la papa (PMTV, Pomovirus), transmitido 
por zoosporas del protozoo Spongospora subterranea f. sp. subterranea, agente causal de la sarna polvosa de la 
papa. Esta investigación se planteó con el fin de evaluar las características genotípicas de las cepas virales del 
PMTV obtenidas a partir de 20 muestras de suelos de cultivos de papa de los departamentos de Antioquia, Boyacá, 
Cundinamarca y Nariño. Para esto, se amplificaron mediante RT-PCR las regiones parciales que codifican para los 
genes de la cápside (CP) y del segundo gen del triple bloque de genes (TGB2), secuenciándose y comparándose 
con las secuencias de este virus depositadas en las bases de datos moleculares. Adicionalmente, se seleccionaron 
dos cepas del virus para aumentar el cubrimiento de las secuencias de los segmentos dos y tres (ARN 2 y ARN 
3) del genoma viral. Los resultados reconfirmaron la presencia del virus PMTV en Colombia, detectándose dos 
variantes principales (I y II), una de ellas correspondiente al genotipo distribuido mundialmente (I); mientras que 
la otra variante (II) representa aislamientos virales de PMTV no registrados hasta ahora en otros países del mundo. 
Se espera que la información generada en esta investigación sea considerada en los programas de certificación de 
tubérculo semilla y del manejo cuarentenario de patógenos del cultivo de papa en el país.

Palabras clave: PMTV, RT-PCR, secuenciación, Spongospora subterranea f. sp. subterranea, variantes, virus 
de la papa

Abstract

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

Key words: PMTV, RNA virus, potato virus, RT-PCR, sequencing, Spongospora subterranea f. sp. subterranea, 
variants
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INTRODUCCIÓN

El virus mop-top de la papa [Potato mop-top 
virus, Pomovirus (PMTV)] ha sido registrado 
para diferentes lugares del mundo incluyendo 
el norte de Europa, China, Japón, Australia 
y el continente americano (Latvala-Kilby et 
al. 2009). En esta última región, su detección 
se ha realizado en Estados Unidos y Canadá 
(Johnson 2009, Lambert et al. 2003, Xu et al. 
2004), Costa Rica (Vásquez et al. 2006), Perú 
y Bolivia (Tenorio et al. 2006) y en Venezuela 
(Ortega y Rodríguez 2004).

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

El PMTV puede causar pérdidas estimadas de 
hasta 25% en rendimiento de cultivos de papa, 
lo que sumándose al efecto del daño ocasionado 
por su vector Sss, puede ascender a valores de 
50-80% (Guerrero 1997, 2000, Jones y Harrison 
1972). Según Salazar (2006), el PMTV es uno de 
los virus que ha sido prevalente en el cultivo de la
papa en los Andes sudamericanos, pero cuyo 
efecto sobre el rendimiento del cultivo no se 
ha establecido claramente en esta zona. La en-
fermedad inducida por PMTV presenta amplia 
gama de síntomas dependiendo de la variedad de 
papa cultivada, que incluyen amarillamiento fo-
liar, anillos necróticos y cuarteamiento o agrie-
tamiento de tubérculos y moteados foliares tipo 
“Aucuba” (Salazar 1995, Sokmen et al. 1998, Xu 
et al. 2004). En las variedades cultivadas en los 
Andes estos síntomas no son evidentes, y en su
su lugar se presentan amarillamientos foliares, 
enanismo y acortamiento de entrenudos (Sa-
lazar 1995). En Colombia, no ha sido posible 
identificar con exactitud la sintomatología que 

induce PMTV en los cultivos de papa, pudién-
dose confundir con desórdenes fisiológicos o 
afecciones de otros patógenos, incluyendo las 
razas N y NTN del virus mosaico severo de la 
papa (Potato Virus Y, PVY), perteneciente a 
la familia Potyviridae (Vélez, 2007).

El PMTV pertenece al género Pomovirus y a la 
familia Virgaviridae, que comparte con las es-
pecies Beet soil-borne virus (BSBV), Beet virus 
Q (BVQ) y Broad bean necrosis virus (BBNV). 
BSBV y BVQ son transmitidos por Polymyxa 
betae (Meunier et al. 2003), mientras que BBNV 
es transmitido por Polymyxa graminis (Deacon 
2010); todos estos patógenos habitantes del sue-
lo. Los virus de este género poseen viriones con 
simetría helicoidal cuyas longitudes varían de 
60 a 310 nm (Büchen-Osmond 2010), además 
que difieren en su rango de hospederos, vectores, 
morfología de los cuerpos de inclusión en teji-
dos, relaciones serológicas y componentes del 
genoma, particularmente la presencia o ausencia 
del gen CRP (gen que codifica para una proteína 
rica en cisteína) (Büchen-Osmond 2010).

El virus PMTV posee un genoma tripartita con 
tamaños de 6.043 nt (ARN 1), 3.134 nt (ARN 
2) y 2.964 nt (ARN 3) (accesiones de GenBank: 
NC003723, NC003724 y NC003725, respecti-
vamente). Su virión consiste en tres partículas 
elongadas con simetría helicoidal en forma de 
bastón, con longitudes de 100 a 150 nm y 250 
a 300 nm, y diámetro de 18 a 20 nm (Büchen-
Osmond 2010). El ARN1 tiene dos ORF, el 
primero codifica para una proteína de 149 kDa y 
el segundo de 206 kDa, ambas asociadas con la 
replicación del virus (incluyendo la polimerasa 
RdRp); en este ARN se presenta una estrate-
gia de traducción de supresión del codón de 
parada. En las proteínas de dicho ARN se han 
detectado además dominios de metiltransferasa 
y helicasa (Savenkov et al. 1999). El ARN 2 
tiene una estrategia genética similar al anterior, 
con dos ORF que codifican para la CP y para 
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una proteína generada por supresión del codón 
de parada denominada CP2 o CPRT. El ARN 3 
codifica para TGB (Triple Gene Block) y para 
CRP, generalmente también nombrada como 
8K y que aparentemente está relacionada con la 
inducción de síntomas del virus en las plantas 
infectadas (Latvala-Kilby et al. 2009, Savenkov 
et al. 2003).

El PMTV es una especie que para su movimiento 
sistémico en la planta hospedante no requiere la 
expresión de CP, ni de la formación del virión 
(McGeachy y Barker 2000), debido a que el 
TGB le ofrece la posibilidad de mover el ARN 
infeccioso a través de la planta (Melander et al. 
2001). Dicho ARN desnudo se puede encontrar 
en tubérculos asintomáticos y causar una infec-
ción secundaria para la siguiente temporada de 
siembra (McGeachy y Barker 2000). La mani-
festación de los síntomas característicos de la 
enfermedad depende de la presencia de los tres 
ARN en el tejido (Savenkov et al. 2003).

El PMTV es transmitido de forma persistente y 
muy específica por Sss, que posee unas estructu-
ras de resistencia denominadas quistosoros, que 
pueden sobrevivir en el suelo en forma latente 
durante largos periodos de tiempo. El patóge-
no inicia su infección cuando los quistosoros 
liberan las zoosporas primarias, las cuales se 
adhieren a los pelos radicales de la planta y co-
mienzan la fase de penetración. Una vez dentro 
de las raíces de la planta, el patógeno forma un 
plasmodio primario multinucleado con una del-
gada membrana que posteriormente se convierte 
en un zooesporangio, que produce zoosporas 
secundarias. Ambos tipos de zoosporas pueden 
transmitir el PMTV (Merz y Fallon 2009). Bajo 
condiciones experimentales el virus puede in-
fectar plantas de las familias Chenopodiaceae, 
Solanaceae y Tetragoniaceae. Entre estas se 
encuentran Nicotiana debneyi y Chenopodium 
amaranticolor, en las que el virus induce ne-
crosis sistémica y lesiones locales concéntricas 
cafés, respectivamente (Büchen-Osmond 2010).

También se ha observado que el PMTV es 
transmitido eficientemente a plantas indicadoras 
como. Nicotiana tabacum y N. benthamiana, a 
partir de muestras de suelo infestadas con quis-
tes de Sss (Campbell 1996, Vélez 2007). Incluso 
se ha diseñado un ensayo de detección de Sss 
y de su virus asociado PMTV utilizando dichas 
especies vegetales, gracias a su abundante siste-
ma radicular, permisividad para el movimiento 
del PMTV por los haces vasculares y mayores 
niveles de título viral (Sjöberg 2006).

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

Esta investigación se planteó con el objetivo de 
evaluar las características genotípicas del PMTV 
en las principales regiones cultivadoras de papa 
de los departamentos de Antioquia, Cundina-
marca, Boyacá y Nariño, mediante análisis de 
secuencias de la región que codifica para CP y 
TGB2. Adicionalmente, se realizó una estrate-
gia de minado de cebadores de los segmentos 
ARN 2 y 3 del genoma de este virus, con el fin 
de aumentar la información disponible de las 
secuencias de este virus en el mundo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Localización. Esta investigación se desarrolló 
en el Laboratorio de “Biología celular y Molecu-
lar”, Universidad Nacional de Colombia (Sede 
Medellín) y el Laboratorio de “Sanidad vegetal”, 
Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid. 
Las muestras de plantas de papa, de tubérculos 
con síntomas de sarna polvosa y de suelos, 
fueron obtenidas en los principales municipios 
cultivadores de los departamentos colombianos 
de Antioquia (zona 1: La Unión, Sonsón; zona 2:
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Santuario, Marinilla, Carmen de Víboral; zona 3:
Santa Rosa de Osos), Cundinamarca (zona 4: 
Zipaquirá; zona 5: Villa Pinzón; zona 6: Madrid, 
Cota), Boyacá (zona 7: Turmequé, Ventaquema-
da; zona 8: Siachoque) y Nariño (zona 9: Pasto; 
zona 10: Ipiales). Las plantas utilizadas para 
la detección de PMTV a partir de muestras de 
suelo infestadas con quistosoros de Sss, fueron 
mantenidas en casas malla en el Centro Experi-
mental Paysandú, ubicado en el corregimiento 
Santa Elena, municipio de Medellín (Antioquia).

Detección del PMTV en cultivos de papa afec-
tados por Sss. En cada una de las diez zonas, 
se ubicó al menos un cultivo afectado por sarna 
polvosa, tomándose una muestra de raíces y 
tubérculos sintomáticos, además de una muestra 
de suelo de 1 kg, para un total de 20 muestras 
bajo estudio. Las muestras de tejidos sintomáti-
cos (raíces y tubérculos) fueron utilizadas para 
la detección de PMTV directamente mediante 
una prueba de DAS-ELISA (Double Antibody 
Sandwich) de la compañía Bioreba (Reinach, 
Suiza), utilizando anticuerpos monoclonales y 
su detección con anticuerpos conjugados a la 
enzima fosfatasa alcalina, siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Por otra parte, las muestras 
de suelos fueron tamizadas para la extracción de 
quistosoros siguiendo la metodología de Jarami-
llo y Botero (2007), en la cual se utiliza un juego 
de tamices de 25 y 90 μm. Una vez realizado 
este procedimiento, se tomaron 5 g del material 
retenido en el tamiz de 25 μm (suelo y quisto-
soros) para realizar su inoculación en macetas 
de 250 g de capacidad con turba como sustrato; 
trasplantándose plantas de N. benthamiana con 
2-3 pares de hojas verdaderas, utilizadas como 
señuelo, siguiendo la metodología de Vélez 
(2007). Tres meses después de la siembra se 
tomaron muestras de raíces para el diagnóstico 
de PMTV mediante pruebas de DAS-ELISA y 
RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR).

Análisis filogenético de regiones del genoma 
de PMTV codificantes para la cápside y TGB. 
El ARN molde necesario para desarrollar la 
técnica de RT-PCR se obtuvo a partir de extrac-
ciones de ARN total de tejido foliar de papa, 
agallas de raíces y tubérculos con sarna polvosa, 
colectados en cada una de las zonas bajo estu-
dio, mediante el RNeasy plant mini kit (Qiagen, 
California, EE. UU.). También se evaluaron las 
raíces de plantas de N. benthamiana mantenidas 
en suelos infestados con quistosoros de Sss. Para 
este procedimiento se maceraron 100 mg de teji-
do vegetal, utilizando 450 μl de buffer RLT (para 
tejido foliar) o RLC (para raíces y tubérculos)
y 4,5 μl de β-mercaptoetanol, siguiendo las 
instrucciones del fabricante, pero con dos cen-
trifugaciones consecutivas en la etapa de lavado 
del ARN. Al finalizar el procedimiento, el ARN 
obtenido fue resuspendido en 40 μl de agua 
destilada estéril tratada con DEPC.

Para aquellas muestras en las que no fue posible 
la obtención de amplicones utilizando la extrac-
ción del ARN total, se realizó la transcripción 
reversa a partir de liberación post-ELISA, 
siguiendo el procedimiento de inmunocaptura 
propuesto por Harju et al. (2005). Brevemente, 
una vez concluida la prueba de ELISA, se re-
mueve el sustrato mediante tres lavados por 1 
min con PBS-T (PBS suplementado con 0,05% 
Tween 20) y las partículas virales fueron libe-
radas con buffer-R (10 mM Tris-HCl, pH 8,0
con 1% de Triton X-100) bajo incubación a 
70 °C por 10 min. La solución resultante se 
almacenó a -20 °C hasta su uso directo en la 
retrotranscripción.

Las reacciones de RT-PCR se realizaron en 
dos pasos. Para esto se utilizaron cebadores 
específicos para el gen de la cápside de PMTV 
(C819: 5’ CTA TGC ACC AGC CCA GCG TAA 
CC 3’ y H360: 5’ CAT GAA GGC TGC CGT 
GAG GAA GT 3’) (Mackenzie 1996) y del 
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TGB (PMTVF4: 5’ CAG CAA CCA CAA ACA 
GAC AGG 3’ y PMTVR4: 5’ AGC CAC TAA 
CAA AAC ATACTGC-3’) (Xu et al. 2004). La 
retrotranscripción se realizó en un volumen de 
20 µl, incluyendo 1,9 µl de agua, 1X de buffer 
RT, 5 mM de MgCl2, 1 mM de dNTPs, 0,5 µM 
de cebador reverso, 4 U de inhibidor de RNasa, 
40 U de enzima M-MuLV Transcriptasa Reversa 
(Fermentas, Lituania) y 5 µl de ARN o alternati-
vamente una dilución 1:5. El programa consistió 
en 37 °C por 60 min, 75 °C por 15 min, y final-
mente las muestras fueron mantenidas a 4 °C
hasta su uso en el PCR posterior. Las reacciones 
de PCR se realizaron en un volumen de 25 µl 
con 16,2 µl de agua, 1X de buffer de enzima, 
1,8 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 µM 
de cada cebador, 1 U de Taq ADN polimerasa 
(Fermentas) y 2,5 µl de ADNc, aunque en algu-
nas ocasiones fue necesario preparar diluciones 
de 1:5 y 1:10 de ADNc. El programa de PCR 
consistió en 95 °C por 30 s, seguido de 40 ciclos 
de 95 °C por 30 s, 56 °C por 45 s, 72 °C por 
1 min y una extensión final a 72 °C por 5 min.

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

Las secuencias obtenidas con cada cebador fueron 
editadas mediante los software BioEdit 6.0.6 y 

Chromas 1.45, construyéndose secuencias con-
senso y confirmándose su identidad con genes 
virales por comparación con las bases de datos 
moleculares, con el programa BLASTn (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). Esta 
información sirvió de base para realizar el análi-
sis de las relaciones filogenéticas de las cepas de 
PMTV encontradas y aquellas de otras regiones 
del mundo, cuyas secuencias están registradas 
en las bases de datos moleculares. Para esto se 
alinearon las secuencias mediante Clustal W en 
el programa Bioedit 6.0.6 y la matriz generada 
fue utilizada para obtener un árbol filogenético 
basado en máxima parsimonia utilizando la op-
ción Heuristic search del programa PAUP 4.0b, 
asumiendo los espacios (gaps) como nucleótidos 
eliminados (missing value) y la orden tree-
bisection reconnection (TBR) (Swofford 1998). 
El soporte de la topología interna de los dendro-
gramas fue determinado por análisis de boots-
trap con 1.000 remuestreos (Felsenstein 1985).

Secuencias parciales del genoma viral de PMTV. 
Con el fin de obtener mayor nivel de información 
sobre las características de los genomas del virus 
PMTV en Colombia, se evaluaron múltiples 
cebadores dirigidos a otras regiones del ge-
noma, diferentes a las utilizadas en el análisis 
filogenético, empleándose para ello los ceba-
dores dirigidos al ARN1 (RdRP) FURO-Hel 
– 123end; ARN 2 (CP): C810-H360, H360- 
PMTV2017R, PMTV759F-PMTV1552R, 
PMTV1948F-123end y para el ARN 3 (TGB): 
PMTVF4-PMTVR4, PMTV5USARNA3-
PMTV7USARNA3 y PMTVF4- 123end (tabla 1). 
Para esto se siguieron los procedimientos de 
extracción de ARN, RT-PCR y secuenciación 
descritos anteriormente, pero utilizando los 
aislamientos AUn25 y AUnVa, obtenidos del 
municipio de La Unión (Antioquia), seleccio-
nados por la alta disponibilidad de inóculo de 
Sss para las pruebas de transmisión en plantas 
de N. benthamiama.
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Para realizar el ensamblaje de los genomas 
parciales, las secuencias se editaron mediante 
el software Chromas 1.45, generándose los 
consensos con ambos cebadores usando Bioedit. 
Posteriormente, se verificó el marco de lectu-
ra correcto utilizando el servidor de Expasy 
(<http://www.expasy.ch/tools/dna.html>) y se 
procedió a su alineamiento con respecto a los 
genomas completos disponibles en el GenBank 
para cada uno de los segmentos analizados. Las 
regiones alineadas fueron seleccionadas para 
evaluar sus niveles de identidad en nucleótidos 
y aminoácidos con la herramienta de matriz de 
identidad del programa Bioedit. Con las secuen-
cias disponibles para cada aislamiento viral, 
se generó un ensamble en contigs mediante la 
herramienta ContigExpress del software vector 
NTI (versión 11.0 Invitrogen). Finalmente, 
aquellas secuencias genómicas que presentaron 
mayores niveles de identidad con respecto a las 
secuencias ensambladas de las cepas nativas, 
fueron utilizados como base de referencia para 
realizar diagramas de su ubicación en el contex-
to genómico, mediante el software Vector NTI.

RESULTADOS

Detección del PMTV en cultivos de papa 
afectados por Sss. De cada una de las zonas 
estudiadas se obtuvo al menos una muestra 
de raíces con agallas, tubérculos con pústulas 
de sarna polvosa o suelo de lotes con historia 
previa de infección de Sss. La detección me-
diante DAS-ELISA del virus PMTV a partir de 
muestras foliares de papa no arrojó resultados 
positivos para ninguna de las muestras evalua-
das para raíces y tubérculos con sarna polvosa; 
aunque sí en los controles positivos del kit de 
Bioreba. Sin embargo, esta situación cambió al 
evaluar las raíces de plantas de N. benthamiana 
cultivadas en macetas con turba e inoculadas 
con quistosoros de Sss. En total se evaluaron 
las raíces de plantas procedentes de sustratos 
infestados con 20 muestras diferentes de Sss 
(figura 1), encontrándose que tres muestras de 
Antioquia, una de Cundinamarca y una de Bo-
yacá fueron positivas en las pruebas de ELISA 
(tabla 2).

Tabla 1. Cebadores utilizados para la obtención de secuencias parciales de los segmentos de ARN genómicos de aislamientos 
de Colombia de PMTV [PG = posición en el genoma (nt)]

Cebador Secuencia PG Referencia

FURO-Hel 5’-GAT GGT GTA CCC GGA TGT GGA AAG TC-3’ 3.151 a 3.176 Savenkov et al. 
1999123 end 5’-GTG AAC CAC GGT TTA RCC CTG KAA GC-3’ 5.847 a 5.872

PMTV759F 5’-ACC TGA GGT CAG AGT TAT CGA CG-3’ 1.072 a 1.094
Presente trabajo

PMTV1552R 5’-GCC AAT TGT CTC AAT CAT ACA CTG-3’ 1.865 a 1.888

C819 5’-CTA TGC ACC AGC CCA GCG TAA CC-3’ 822 a 844
MacKenzie, 1996

H360 5’–CAT GAA GGC TGC CGT GAG GAA GT-3’ 385 a 407

PMTVF4 5’ CAG CAA CCA CAA ACA GAC AGG-3’ 1.726 a 1.746
Xu et al. 2004

PMTVR4 5’ AGC CAC TAA CAA AAC ATA CTG C-3’ 2.120 a 2.141

PMTV5 USA RNA3 5’-GGT GAA CAC GAG GAC AAG GT-3’ 1.417 a 1.436
Lambert et al. 2003

PMTV7 USA RNA3 5’-AAC AGT CCG GTC TTG TGA AC-3’ 2.044 a 2.063
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Figura 1. Plantas señuelo y fotos de microscopía de sus raíces infectadas con Spongospora subterranea f. sp. subterranea. 
A. Plantas de Nicotiana benthamiana sembradas en sustratos infestados con Sss. B. Microscopía de raíces de Nicotiana 
benthamiana sembradas en sustratos infestados con Sss, donde se observan estructuras de resistencia (quistosoros) del patógeno 
(aumento 40 X y 100 X)

Tabla 2. Detección mediante pruebas de ELISA de PMTV en raíces de plantas de Nicotiana benthamiana cultivadas en sustratos 
infestados con quistosoros de Spongospora subterranea f. sp. subterranea procedentes de cuatro departamentos de Colombia 
[* = Muestras positivas fueron consideradas aquellas con valores que presentaron al menos el doble de absorbancia con respecto 
al control negativo, siguiendo el criterio de Matthews (1993). ** = Las muestras subrayadas indican aquellas que resultaron 
positivas para PMTV mediante RT-PCR, mientras que las doblemente subrayadas fueron la utilizadas en la secuenciación. Sus 
números de accesión del GenBank son para CP: HQ171914 (AUn25), HQ171915 (AUnVa), HQ171916 (CMa1) y HQ171917 
(BTu2); para TGB2: HQ171918 (AUn25), HQ171919 (AUnVa), HQ171920 (BTu2)]

procedencia del suelo tamizado
Muestra Departamento Municipio Variedad Absorbancia Resultado*

Control + 2,470 Positivo
Control - 0,120 Negativo
AUn25** Antioquia La Unión Criolla 1,215 Positivo
AUn35 Antioquia La Unión Criolla 0,140 Negativo
AUn36 Antioquia La Unión Criolla 0,148 Negativo
AUnVa Antioquia La Unión Capiro 0,130 Negativo
ASR2 Antioquia Sta. Rosa de Osos Capiro 0,139 Negativo
ASR4 Antioquia Sta. Rosa de Osos Capiro 0,130 Negativo
ASR5 Antioquia Sta. Rosa de Osos Capiro 0,142 Negativo
ASR6 Antioquia Sta. Rosa de Osos Capiro 1,015 Positivo
ASR7 Antioquia Sta. Rosa de Osos Capiro 1,442 Positivo
CZi6 Cundinamarca Zipaquirá Parda pastusa 0,124 Negativo
CZi23 Cundinamarca Zipaquirá Parda pastusa 0,154 Negativo
CVi1 Cundinamarca Villapinzón Capiro 0,146 Negativo
CMa1 Cundinamarca Madrid Capiro 0,791 Positivo
BSia1 Boyacá Siachoque Capiro 0,121 Negativo
BTu1 Boyacá Turmequé Criolla 0,172 Negativo
BTu2 Boyacá Turmequé Criolla 0,487 Positivo
BVe1 Boyacá Ventaquemada Pardo pastusa 0,124 Negativo
BVe2 Boyacá Ventaquemada Pardo pastusa 0,141 Negativo
NIp7 Nariño Ipiales Única 0,137 Negativo
NPa10 Nariño Pasto Parda pastusa 0,131 Negativo
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Análisis filogenético de regiones del genoma 
de PMTV codificantes para la cápside y TGB. 
Las pruebas de RT-PCR produjeron amplicones 
del tamaño esperado de ~417 pb (para TGB con 
cebadores PMTVF4 y PMTVR4) y de ~460 
pb (para CP con cebadores H360 y C819) para 
10 aislamientos en total (figura 2, tabla 2). El 
análisis filogenético para el primer par de ceba-
dores se realizó empleando tres secuencias de 
este virus procedentes de cultivos de papa de 
Colombia, una secuencia obtenida por inmu-
nocaptura post-ELISA del control positivo del 
kit de Bioreba y siete secuencias de referencia 
obtenidas del GenBank de cepas de PMTV de 
diferentes orígenes geográficos. Los resultados 
indicaron niveles de identidad para la región 
TGB2 superiores al 97% entre los aislamientos 
colombianos; siendo la excepción la cepa BTu2 
(Turmequé, Boyacá), que presentó niveles de 
identidad inferiores al 86% con respecto a las 
cepas colombianas y a las de referencia mundial. 
El nivel de identidad de la secuencia utiliza-

da como grupo externo Beet soil-borne virus 
(BSBV) con relación a las demás fue inferior al 
67%. El análisis filogenético para TGB2, utilizó 
424 posiciones, 256 de las cuales resultaron 
constantes, 148 variables pero no informativas 
y 20 informativas para el método de máxima 
parsimonia. El dendrograma presentó un índice 
de consistencia (CI) de 0,97, índice de retención 
(RI) de 0,82 y un índice de homoplasia (HI) de 
0,03 y agrupó las cepas de PMTV en estudio con 
las de referencia en un clado soportado por un 
valor bootstrap de 100%. Dentro de este clado 
se ubicaron dos grupos soportados por valores 
de boostrap superiores al 70%, el primer grupo 
incluyó el aislamiento correspondiente al post-
ELISA del kit Bioreba con cepas de Suecia y 
Reino Unido, mientras que el segundo agrupó 
dos de las cepas colombianas (AUn25 y AUnVa) 
con cepas de Dinamarca y República Checa. Por 
otro lado, la cepa BTu2 se localizó por fuera del 
clado, no soportado por el análisis bootstrap 
(figura 3).

Figura 2. Amplicones obtenidos con los cebadores PMTVF4-PMTVR4 (417 pb) y H360-C819 (460 pb) a partir de tejido de 
raíz de Nicotiana benthamiana, inoculadas con quistosoros de Spongospora subterranea f. sp. subterranea de cultivos de papa 
de cuatro departamentos de Colombia. Línea 1: Marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas), carriles 2 a 7 (A) y 2 a 9 
(B): muestras bajo análisis; carriles 8 (A) y 10 (B): controles negativos
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Para la región CP, el análisis se realizó emplean-
do cuatro secuencias de este virus procedentes 
de cultivos de papa de Colombia, una secuencia 
obtenida por inmunocaptura post-ELISA del 
control positivo del kit de Bioreba y 15 se-
cuencias de referencia obtenidas del GenBank 
de cepas de PMTV representando diferentes 
orígenes geográficos. Dicho análisis indicó nive-
les de identidad para la región CP superiores al 
98%; con excepción de los aislamientos CMa1 
(Madrid, Cundinamarca) y BTu2 (Turmequé, 
Boyacá), los cuales presentaron niveles inferio-
res al 76% respecto a las otras cepas colombia-
nas y a las de referencia. El nivel de identidad 

de la secuencia utilizada como grupo externo 
Beet soil-borne virus (BSBV) con relación a 
las demás cepas, fue inferior al 59%. El análi-
sis filogenético utilizó 406 posiciones, 200 de 
las cuales resultaron constantes, 109 variables 
pero no informativas y 97 informativas para el 
método de máxima parsimonia. El dendrograma 
presentó un CI de 0,99, RI de 0,98 y HI de 0,01 y 
agrupó las cepas de PMTV en estudio en dos cla-
dos (I y II) soportados por valores de bootstrap 
del 100%. En el primer clado (I) se agruparon las 
cepas AUn25 y AUnVa (La Unión, Antioquia) 
junto con todas las cepas de referencia, mientras 
que en el segundo clado (II) se agruparon las 
cepas colombianas CMa1 y BTu2 procedentes 
del altiplano cundiboyacense (figura 4).

Figura 3. Árbol filogenético basado en secuencias parciales 
del gen TGB2 para aislamientos de PMTV obtenidos de 
cultivos de papa de Colombia y el resto del mundo. Método 
de máxima parsimonia utilizando la opción Heuristic 
search del programa PAUP 4,0 b. Los cambios se indican 
en la parte superior y los valores de Bootstrap (> 50%) en la 
parte inferior de las ramas. Los aislamientos secuenciados 
corresponden a: AUn25 (HQ171918), AUnVa (HQ171919) 
y BTu2 (HQ171920)

Figura 4. Árbol filogenético basado en secuencias parciales 
de la cápside viral para aislamientos de PMTV obtenidos de 
cultivos de papa de Colombia y el resto mundo. Método 
de máxima parsimonia utilizando la opción Heuristic search 
del programa PAUP 4,0 b. Los cambios se indican en la parte 
superior y los valores de Bootstrap (> 50%) en la parte inferior 
de las ramas. Los aislamientos secuenciados corresponden a: 
AUn25 (HQ171914), AUnVa (HQ171915), CMa1 (HQ171916) 
y BTu2 (HQ171917)



Actual Biol 33 (94): 69-84, 2011 Gil et al.

78

Secuencias parciales del genoma viral de 
PMTV. Para la amplificación de otras regiones 
del genoma del virus PMTV, se seleccionaron 
dos aislamientos (AUn25 y AUnVa) del muni-
cipio de La Unión (Antioquia), debido a la alta 
disponibilidad de quistosoros en las muestras de 
suelo originales. Se realizaron las reacciones 
de RT-PCR como se indicó anteriormente. Los 
cebadores dirigidos al ARN1 (RdRP) FURO-
Hel-123end, no arrojaron los resultados espe-
rados para las cepas evaluadas en este estudio, 
ya que las secuencias obtenidas de ~2.800 pb 
no estuvieron relacionadas con el genoma de 
PMTV y correspondieron al genoma del hos-
pedante; sin embargo para los ARN1 y 2 sí 
fue posible la obtención de los amplicones del 
tamaño esperado (figura 5).

rencia (NC_003724), se encontraron identidades 
superiores al 97% para nucleótidos y de 95% 
cuando se usaron aminoácidos en las compara-
ciones (figura 6).

Figura 5. Amplicones obtenidos con los cebadores PMTVF4-
123end (1067 pb) (carriles 2 y 3) y PMTV759-PMTV1552R 
(817 pb) (carriles 5 y 6), a partir de tejido de raíz de 
Nicotiana benthamiana sembrado en sustrato infestado con 
Spongospora subterranea f. sp. subterranea (carriles: 
1: Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas); 4 y 
7: controles negativos) 

El ensamblaje de las secuencias para cada ARN 
obtenido, se realizó con relación a los genomas 
completos de PMTV de diferentes orígenes 
geográficos. Así, para el aislamiento AUn25 se 
encontraron identidades superiores al 98% en 
la secuencia de nucleótidos para el fragmento 
de CP (ARN2) hacia el extremo 5’, e identida-
des del 99% cuando se empleó la secuencia de 
aminoácidos. Para el fragmento de CP hacia el 
extremo 3’ y con respecto al genoma de refe-

Figura 6. Contextualización de las secuencias obtenidas 
para la región CP de la cepa AUn25 de PMTV respecto 
a la secuencia de referencia NC 003724. Se observan dos 
fragmentos de CP para AUn25, uno cercano al extremo 5’ 
(707884MRPMTVCP 384-1.836) y el segundo cercano al 
extremo 3’ (78MR81MYPMTVCP 1.853-2.959). La línea 
superior representa la secuencia completa de referencia, las 
dos flechas intermedias indican las porciones del ARN 2 
secuenciadas en esta investigación; la barra reticulada indica 
la extensión en pb del fragmento y las flechas inferiores 
representan los ORF del fragmento respectivo en el genoma 
viral

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

Para el caso de la región CP de la cepa AUnVa 
de PMTV, se obtuvieron dos fragmentos de 
tamaños menores a los alcanzados para la cepa 
AUn25, que abarcaron además la región CPRT 
hacia el centro del genoma (ensamblaje no 
presentado). El análisis se realizó utilizando 
las mismas secuencias genómicas de referencia 
que se emplearon para AUn25, e indicó para el 
primer fragmento (CP), identidades del 99% 
en las secuencias de nucleótidos y 100% para 
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aminoácidos. Para el segundo fragmento (CPRT 
y 3’ UTR) las identidades para las secuencias de 
nucleótidos fueron del 98%, mientras que para 
aminoácidos fueron superiores al 97%.

Para el análisis de la región TGB de la cepa 
AUnVa, se evaluaron además cinco cepas de 
referencia que contenían la porción del genoma 
comprendida entre TGB1 parcial a CRP (en-
samblaje no presentado). El análisis de dichas 
secuencias demostró identidades superiores al 
97% para nucleótidos y del 94% para aminoácidos. 
Las secuencias de ambos aislamientos fueron 
depositadas en el GenBank bajo los números de 
accesión: HQ285251, HQ285252, HQ335255, 
HQ335256 y HQ335257.

DISCUSIÓN

La papa es el cuarto cultivo de producción 
mundial luego del arroz, maíz y trigo, que 
provee la subsistencia básica a personas de 
diferentes continentes y es considerado por al-
gunas sociedades como el segundo pan (Secor 
y Rivera-Varas 2004). Este cultivo es afectado 
por un sinnúmero de patógenos, entre los cuales 
se destacan los virus. Dichos patógenos se han 
venido reportando regularmente en los cultivos 
de papa del país, incluyendo PVY, PLRV, PVX, 
PVS, PYVV (Gil et al. 2009, Guzmán et al.
2004, Zapata 2004) y PMTV. Este último fue 
registrado recientemente por Vélez (2007) en los 
municipios de Subachoque, Zipaquirá (Cundi-
namarca) y Ventaquemada (Boyacá), en cultivos 
con alta severidad de sarna polvosa.

La literatura describe que la sintomatología 
inducida por PMTV en papa incluye moteados 
amarillos y mosaicos en las hojas nuevas, al 
igual que zonas cloróticas en forma de V y con 
tipo “aucuba” y acortamiento de entrenudos 
hacia los brotes (síntoma del que proviene el 
nombre de mop-top). Los síntomas en las hojas 
parecen estar presentes solo en climas muy fríos 
y cuando el tubérculo semilla ha sido infectado 

con anterioridad. En algunas variedades, los tu-
bérculos desarrollan anillos necróticos concén-
tricos en la superficie o en su interior, síntoma 
conocido como “Spraing” (Harrison y Reavy 
2002). Partiendo de este precedente, las colec-
ciones en campo realizadas en nuestro trabajo, 
estuvieron dirigidas a la consecución de plantas 
con dichos síntomas, especialmente en los sitios 
más altos de las zonas evaluadas. Aunque se 
encontraron plantas con síntomas que podrían 
asemejarse a los registrados para mop-top, como 
moteados tipo ¨aucuba¨, manchas cloróticas 
en V y anillos necróticos en tubérculos, no fue 
posible detectar este virus mediante ELISA o 
RT-PCR a partir de tejido de papa, ni en raíces 
o tubérculos afectados por Sss. Esta situación, 
aunque no deseada, no resultó inesperada, por 
cuanto diversos estudios en el mundo (Sokmen 
et al. 1998, Xu et al. 2004) y en Colombia (Vélez 
2007) han demostrado que PMTV se presenta 
en forma esporádica y con una distribución al-
tamente irregular en las plantas de papa. Adicio-
nalmente, los cebadores y anticuerpos utilizados 
en el trabajo, al ser diseñados fundamentalmente 
con base en la información de aislamientos de 
PMTV de la zona templada, pueden conducir a 
falsos negativos, pues no contemplan el rango 
de variación de dicho virus en la región Andina, 
lo cual claramente ocurrió en este trabajo, al 
encontrarse una variante del virus presentando 
niveles de identidad en el gen CP inferiores al 
76% con respecto al genotipo mundialmente 
señalado para este virus. Lo anterior, sumado a 
los bajos niveles de título viral que generalmente 
se presentan en materiales tolerantes a su infec-
ción, representa obstáculos para el diagnóstico 
efectivo de PMTV, que deben ser superados 
con estudios como el presente, que profundizan 
en las características genotípicas de las cepas 
locales de este virus.

Debido a lo anterior, se decidió evaluar la pre-
sencia del PMTV a partir de plantas señuelo de 
N. benthamiana, siguiendo los registros exitosos 
planteados por Sjöberg (2006) y Vélez (2007). 
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De esta forma, se diagnosticó la ocurrencia del 
virus en al menos una muestra de los cuatro 
departamentos evaluados; aunque dicho proce-
dimiento resulta muy ineficiente al requerirse un 
periodo de al menos dos meses. Por esta razón, 
persiste la necesidad de desarrollar metodolo-
gías de detección de PMTV altamente sensibles 
y específicas basadas en los genoma de las va-
riantes presentes en el país y que sirvan para su 
utilización directa en plantas de papa, de manera 
que sea posible evaluar los niveles de incidencia 
de PMTV en las diferentes regiones cultivadoras 
de papa del país y su efecto en la degeneración 
del tubérculo semilla y en la producción; lo 
cual de resultar significativo, sería muy grave 
al adicionar este problema al causado por Sss, 
su agente vector, que en nuestro medio puede 
ocasionar reducciones en rendimiento hasta del 
40% (Gilchrist et al. 2009).

El análisis filogenético realizado a partir de las 
secuencias parciales de los genes CP y TGB2, 
con cebadores utilizados por Vélez (2007), 
indicó la presencia de al menos dos varian-
tes principales de PMTV en el país. Para el 
caso del análisis del gen CP, dos de las cuatro 
secuencias de cepas colombianas (AUn25 y 
AUnVa), se agruparon en el mismo clado con 
las secuencias de referencia de PMTV de otros 
países y compartiendo identidades superiores al 
98%, mientras que las otras dos cepas (CMa1 
y BTu2) se ubicaron en un clado independiente 
y con bajos niveles de identidad con respecto 
al clado I (~76%). Esta situación ya había sido 
registrada por Vélez (2007), al encontrar que 
algunos aislamientos colombianos de PMTV 
presentaban identidades cercanas al 80% en 
la secuencia de nucleótidos que codifica para la 
región de CP con relación a las cepas cuyas se-
cuencias se encontraban disponibles en las bases 
de datos moleculares. Desafortunadamente, las 
secuencias obtenidas por Vélez (2007) no fueron 
depositadas en el GenBank, imposibilitándose 
la comparación directa con los resultados de 
nuestra investigación.

Con respecto a las secuencias obtenidas de la 
región TGB2, se obtuvieron niveles de identidad 
para nucleótidos superiores al 97% para dos 
de las tres cepas colombianas, mientras que la 
restante (BTu2) presentó identidades cercanas al 
86%. Como es de notar, las dos cepas que mos-
traron marcada diferencia respecto a las demás 
para la región CP y esta última descrita para la 
región TGB2, fueron procedentes de la sabana 
cundiboyacense, lo que permite suponer que en 
dicha zona concurren ambos tipos de variantes. 
Sin embargo, el bajo número de cepas de PMTV 
detectadas en otras regiones como Nariño y 
Antioquia, no permite excluir la posibilidad de 
que en estos departamentos estén igualmente 
presentes dichas variantes o incluso que se 
presenten otros genotipos no detectados en esta 
investigación. Lo anterior indica que el grado de 
variación que presenta el virus PMTV en Co-
lombia, para las regiones del genoma evaluadas 
es alto y permite plantear la posibilidad de que 
las cepas disimilares con las secuencias de refe-
rencia mundial del PMTV, correspondan a una 
especie viral diferente del género Pomovirus,
por cuanto Adams et al. (2009) al proponer re-
cientemente la constitución de la nueva familia 
viral Virgaviridae, indican que el criterio prin-
cipal para discriminar las especies dentro del 
género Pomovirus (uno de sus géneros miem-
bro), es la ocurrencia de identidades inferiores 
al 80 y 90% para la secuencia completa del 
genoma y para el gen CP, respectivamente. De 
esta manera en trabajos futuros es fundamental 
considerar el análisis completo del genoma y 
realizar estudios epidemiológicos que evalúen 
el efecto de dicha variante sobre la transmisión 
por Sss del virus, sus niveles de virulencia en 
diferentes variedades de papa y su distribución 
al interior de la planta.

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

Un aspecto adicional que debe ser considerado 
en futuros trabajos, corresponde a la relación 
entre los genotipos de PMTV y la variabilidad 
encontrada en Colombia entre aislamientos 
de Sss por Carreño (2009). En dicho estudio, 
mediante análisis de secuencias y de SSCP de 
la región ITS del ADNr de Sss, se determinó la 

presencia de hasta cinco haplotipos del patógeno 
y fue posible la separación de los aislamientos 
en dos grupos de acuerdo con el tejido de donde 
este fue obtenido (tubérculo o raíz). La relación 
entre las diferencias encontradas entre las pobla-
ciones de ambos patógenos son de interés debido 
a que es CP y más específicamente CPRT, la 
proteína relacionada con la transmisión del virus 
por dicho plasmodiofórido, según lo observado 
por Reavy et al. (1998), quienes encontraron 
que el aislamiento PMTV-T, que carece de un 
fragmento representativo de secuencia en el 
ARN 2, no puede ser transmitido por Sss, pero 
sí mediante inoculación mecánica. Esta situa-
ción aparentemente se debe a la deleción de una 
porción de la región CPRT del ARN 2 del virus 
(Sandgren et al. 2001).

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

Los resultados encontrados hasta el momento en 
Colombia sobre Sss y PMTV permiten plantear 
que la situación de estos patógenos en los cul-
tivos de papa de Colombia es singular, dada la 
presencia de al menos dos variantes genéticas 
de PMTV, de los altos niveles de afección que 
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causa Sss en los cultivos y de las diferencias 
notables en la manifestación de síntomas de la 
sarna polvosa entre las variedades comercia-
lizadas (Carreño 2009, Gilchrist et al. 2009, 
Jaramillo y Botero 2007). Estas condiciones 
ameritan continuar con los estudios de dichos 
patosistemas y especialmente evaluar su efecto 
sobre la producción y calidad del tubérculo 
semilla en forma independiente y conjunta, así 
como desarrollar metodologías de diagnóstico 
que ofrezcan altos niveles de sensibilidad y 
que estén fundamentados en las características 
genotípicas que presentan ambos patógenos en 
el país.
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