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Transmision del Virus del Mosaico Suave del Name a Dioscorea rotundata
(Dioscoreaceae) por Oncometopia sp. (Cicadellidae)

Transmission of Yam Mild Mosaic Virus to Dioscorea rotundata (Dioscoreaceae) by Oncometopia sp (Cicadellidae)
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Resumen: Se determiné la capacidad de transmision del Virus del Mosaico Suave del Name (YMMYV) por Oncometo-
pia sp en D. rotundata cv. Boton. Para ello, se realizaron colectas de adultos de Oncometopia sp en un cultivo de D.
rotundata ubicado en el municipio de Toluviejo departamento de Sucre, Colombia. Se realizaron bioensayos de trans-
mision en D. rotundata cv. Boton libres de YMMYV, utilizando plantas infectadas naturalmente en campo como fuente
de in6culo. Las plantas utilizadas en los bioensayos desarrollaron diferentes sintomas como mosaico, bandeo, corru-
gamiento y deformacion foliar. La deteccion del virus en esas plantas asi como en Oncometopia sp se realizo mediante
la técnica de IC-RT-PCR. Este es el primer informe sobre la identificacion de un cicadélido vector de virus en fame.
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Abstract: The transmission capacity of the Yam Mild Mosaic Virus (YMMV) by Oncometopia sp in D. rotundata
cv. Boton was determined. This was done by collecting adult specimens of Oncometopia sp from D. rotundata crops
located in the municipality of Toluviejo, department of Sucre, Colombia. Transmission bioassays were conducted on D.
rotundata cv. Boton free of YMMYV, using naturally infected field plants as a source of inoculum. The plants used in the
bioassays developed different symptoms, such as mosaics, banding, wrinkling and foliar deformation. Detection of the
virus in these plants as well as in Oncometopia sp was achieved by the IC-RT-PCR technique. This is the first report on

the identification of a leathopper as a yam virus vector.

Key words: Vector. Potyvirus. YMMYV. IC-RT-PCR.

Introduccion

Los Cicadellidae, comunmente llamados cicadélidos, salta-
hojas o chicharritas (Freytag y Sharkey 2002) son de gran
importancia econémica ya que son capaces de transportar y
transmitir fitopatdgenos; ademas, pueden causar dafios direc-
tos en las plantas al alimentarse de la savia de las células y
tejidos, lo cual resulta en un debilitamiento general (Nielson
1985). Estos insectos poseen piezas bucales picadoras-chupa-
doras las cuales utilizan para penetrar de manera delicada las
células vegetales y succionar la savia. Entre los cicadélidos,
algunas especies del género Oncometopia poseen gran inte-
rés al ser plagas en cultivos de citricos pudiendo transmitir la
bacteria Xilella fastidiosa (Wells et al., 1987) agente causal
de la clorosis variegada de los citricos (Roberto et al. 1996).

El fiame pertenece a la familia Dioscoreaceae, género
Dioscorea (Perea y Buitrago 2000). Es una planta de impor-
tancia economica en regiones pluviosas tropicales y subtro-
picales cuyos tubérculos son considerados como producto
esencial para la alimentacion de millones de personas en
Africa, Asia y América latina (Perea 2000) y Alvarez (2000)
considera que en Colombia el cultivo del lame se encuentra
restringido a la region Caribe, con Bolivar, Cordoba y Sucre
como los departamentos de mayor produccion.

Los cultivos de fiame pueden ser infectados por virus de
los géneros Potyvirus, Badnavirus, Cucomovirus, Comovi-
rus, Potexvirus y Carlavirus (Asiedu et al. 2003; Kenyon et
al.2003). Entre los Potyvirus del iame se encuentran el Virus
del Mosaico del Name (YMV) (Thouvenel y Fauquet 1979)
y el Virus del Mosaico Suave del Name (YMMYV) (Munford

y Seal 1997) que ha sido reportado como Virus de Diosco-
rea Alata (DAV) (Odu et al. 1999), los cuales causan sinto-
mas como mosaicos, moteados, bandeos, deformacion foliar
y atrofiamiento. Ademads, existen otros virus que afectan la
produccion como el Virus Baciliforme de Dioscorea Alata
(DaBV) del género Badnavirus (Phillips et al. 1999) y el Vi-
rus del Mosaico del Pepino (CMV) del género Cucumovirus
(Thottappilly 1992).

En atencion a esto, se propuso determinar la capacidad de
transmision del Virus del Mosaico Suave del Name (YMMYV)
por una entidad del género Oncometopia (Cicadellidae: Ci-
cadellinae: Proconiini) en plantas de fiame espino cv. Boton
(Dioscorea rotundata Poir.).

Materiales y Métodos

Los muestreos de Oncometopia sp y de incidencia sintoma-
tica se realizaron en un cultivo de flame espino cv. Boton,
ubicado en el corregimiento de La Siria, en el municipio de
Toluviejo, localizado en el departamento de Sucre, en el afio
2007. Los bioensayos de transmision se llevaron a cabo en el
laboratorio de Entomologia de la Universidad de Sucre. Las
condiciones para los bioensayos fueron: temperatura maxi-
ma - minima de 29,8°C y 26,4°C respectivamente y humedad
relativa promedio de 74,2%.

Las plantas de fiame espino cv Boton para los bioensayos
de transmision, se obtuvieron a partir de microtubérculos, los
cuales se sembraron en sustrato compuesto por suelo negro-
arena-estiércol bovino seco en proporciones 1:1:1, previa-
mente desinfectado con formol al 2% durante 48 horas. Dos
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meses después de la germinacion, las plantas se evaluaron
mediante IC-RT-PCR para detectar la presencia o no del Vi-
rus del Mosaico Suave del Name.

Adultos del cicadélido Oncometopia sp se coleccionaron
sobre plantas de flame espino cv. Boton con sintomas de Po-
tyvirus, mediante captura manual y con aspirador bucal (Oli-
veira et al. 2001).

Plantas de fiame espino cv. Boton infectadas naturalmen-
te, ubicadas en los cultivos donde se realizaron las capturas
de los insectos, se eligieron como fuente de indculo para los
bioensayos con Oncometopia sp. Se tomaron muestras fo-
liares y se trasladaron en bolsas autosellantes refrigeradas
(Rodriguez et al. 2004), hasta el laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad de Sucre donde se analizaron me-
diante IC-RT-PCR para verificar la presencia del YMMV.

Se uso un periodo de adquisicion viral (PAV) de ocho
dias, para ello los Oncometopia sp capturados se trasfirieron
a las plantas destinadas como fuente de indculo en campo
(Fig.1A). Posteriormente, se transportaron hasta el laborato-
rio de Entomologia de la Universidad de Sucre. El periodo de
inoculacion viral (PIV) fue de 11 dias, utilizando plantas de
flame espino cv Botdn libres de YMMYV las cuales estuvie-
ron aisladas en jaulas cilindricas cubiertas con una caperuza
de muselina (Fig. 1B) durante todo el ensayo. Se realizaron
cinco bioensayos y cada uno consistiéo de una planta con un
grupo de cinco individuos de Oncometopia sp como presion
de indculo. Finalizado el PIV, se realizé seguimiento durante
100 dias para observar el desarrollo de sintomas acompana-
do del diagndstico del YMMYV mediante IC-RT-PCR en los
insectos y las plantas. La incidencia de la enfermedad de la
virosis del fiame se determiné por sintomatologia visible (Se-
pulveda et al. 2005) reportada para los Potyvirus en fiame.
Se realizd un muestreo aleatorio en forma de zig-zag de 150
plantas en una hectarea, después de seis meses de siembra,
contando cada planta muestreada y registrando el sintoma en-
contrado en el mismo cultivo donde se realizaron las colectas
de Oncometopia sp.

Las pruebas de deteccion del YMMV mediante IC-RT—
PCR se realizaron con los cebadores propuestos por Munford
y Seal (1997): (CP2F: 5° GGC ACA CAT GCA AAT GAA
AGC 3’)y (UTR2R: 5’ CAC CAG TAG AGT GAA CAT AG
3”). Los extractos se obtuvieron mediante maceracion de las
muestras sean tejido foliar o insectos en 10mL de tampoén de

Figura 1. A. Montaje de sacos de muselina con Oncometopia sp para fa-
cilitar la adquisicién viral, recuadro muestra hoja de Name con sintomas
de YMMV. B. Montaje de plantas de Name libres de YMMYV en jaula
para el Periodo de Infeccion Viral.

extraccion general 1X (Agdia catdlogo SRA 27200/0500) y
clarificacion por centrifugacion a 8000rpm durante 5 min.

En las inmunocapturas (IC) se utilizaron anticuerpos para
Potyvirus (Agdia catalogo SRA 27200/0500). El anticuerpo
fue preparado en tampon de incubacion (tampon ECI 1X) en
una dilucion de 1/200 y fijado en tubos de 0,2mL (40ul c/u)
durante 12h a 4°C. Después, se realizaron tres lavados con
PBS-T 1X y se adicionaron 40ul del extracto a cada tubo,
se incubd 12h a 4°C y se lavo tres veces nuevamente con
PBS-T 1X. La reaccion de retrotranscripcion (RT) se realizo
adicionando a cada tubo 1ul de Oligo (dT) (500ug/pl), 1pul
dNTP Mix 10mM y 10ul de agua destilada y estéril. Se in-
cubd a 94°C/Imin y 75°C/8min. Luego se agregaron 4ul de
tampon primera cadena 5X [Tris-HC1 250mM (pH 8,3), KCI
375Mm, MgCl, 15mM], 2ul de DTT 0,1M, 1ul RNasaOUT
(40U/ul) y 1ul M-MLV RT (200U/ul) e incubé a 45°C/50min
y 70°C/15min. Culminada la etapa RT se procedié con la
PCR, para lo cual se adicionaron 5Sul de tampéon PCR 10X
[Tris-HCI 200mM (pH 8,4), KCI 500mM], 1,5u1 de MgCl,
50mM, 1ul ANTP Mix 10mM, 1pul de cada cebador (10uM),
0,4pl de 7ag DNA polimerasa (5U/ul), Sul de ADN, y 35,1ul
de agua destilada, estéril, con el siguiente perfil de tempera-
turas por 35 ciclos: desnaturalizacion (95°C/4min); desnatu-
ralizacion (95°C/30s); alineamiento (58,5°C/30s); elongacion
(72°C/30s) y elongacion final (72°C/7min). El producto del
PCR se analizdo mediante electroforésis en gel de agarosa
0,8% con SYBR safe y el peso de las bandas se determind
mediante el marcador molecular 100 bp DNA Ladder de Invi-
trogen®. Para las etapas RT-PCR se us6 un termociclador My
Cycler termal cycler de BIO-RAD.

Resultados y Discusion

Las plantas de fiame espino cv. Boton fuentes de inoculo pre-
sentaron sintomas de infeccion por Potyvirus como el bandeo
con un alto grado de severidad y los resultados del IC-RT-
PCR indicaron que éstas se encontraban infectadas natural-
mente con el YMMV.

De las plantas obtenidas a partir de los microtubérculos
solo cinco de 28 resultaron negativas para YMMYV luego de
ser analizadas por IC-RT-PCR, por lo cual solo se pudo rea-
lizar igual niimero de bioensayos de transmision. Todos los
grupos de Oncometopia sp resultaron positivos para YMMV
(Fig. 2A) luego de haber cumplido con el PAV y el PIV, lo
anterior permitié demostrar la capacidad que tiene este cica-
délido de adquirir dicho virus, al alimentarse en plantas de
flame espino cv. Botdn infectadas naturalmente. Las plantas
resultaron infectadas con el YMMV (Fig. 2B), 14 dias des-
pués del PIV, desarrollando sintomas como el bandeo, limbo
corrugado, mosaico y deformacion foliar, reportados como
la sintomatologia tipica producida por los Potyvirus en fiame
(Thouvenel y Fauqueth 1979; Goudou-Urbino et a/ 1996a;
Munford y Seal 1997; Odu et al. 1999). Estos resultados de-
muestran que Oncometopia sp puede transmitir el Virus del
Mosaico Suave del Name en D. rotundata cv. Botén, indican-
do asi un nuevo vector de virus en esta especie y el primer
informe sobre un cicadélido transmisor de virus en fiame.

Investigaciones realizadas en Africa, sobre virosis en
flame, demuestran que los afidos componen el mayor nime-
ro de insectos vectores, es asi como Aphis gossypii (Glover,
1877), Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907), Aphis craccivo-
ra (Koch, 1854) y Rhopalosiphum maidis (Fitch, 1856) son
capaces de transmitir el YMV en Dioscorea cayenensis Lam
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Figura 2. Cromatografias de diagnodstico mediante IC-RT-PCR de la
presencia del YMMYV en A. los cinco grupos de Oncometopia sp B.
plantas de Dioscorea rotundata. M= marcador de peso molecular.

(Thouvenel y Fauquet 1979); A. craccivora y R. maidis son
vectores del YMMYV en Dioscorea alata L. (Odu et al. 1999);
A. craccivoray R. maidis que transmiten el CMV en D. alata
vy D. rotundata (Thottappilly 1992; Odu et al. 2004). Ademas,
el DaBV es transmitido por la cochinilla Planococcus citri
(Risso, 1813) (Phillips ez al. 1999; Odu et al. 2004). Sin em-
bargo, hasta la fecha, en Colombia no se conocen informes de
colonias de dichos insectos en este cultivo, mientras que si se
encuentran abundantes cicadélidos, entre ellos Oncometopia
sp, asociados al agro-ecosistema fiame, lo cual permite ad-
vertir el papel que estos tltimos pueden tener en la epidemio-
logia de las virosis del fiame en la region Caribe colombiana.

La incidencia sintomatica, en el cultivo de flame espino
cv. Boton ubicado en La Siria, fue del 95,4% y los sintomas
encontrados coincidieron con los reportados para los Potyvi-
rus del fname (Thouvenel y Fauquet 1979; Thottappilly 1992;
Goudou-Urbino et al. 1996a, 1996b). Dentro de las sintoma-
tologias encontradas, el bandeo fue frecuente con un 83,6%,
aunque también se observo mosaico, clorosis y moteado con
una frecuencia de 4,5%, 4,5% y 2,7% respectivamente. In-
vestigaciones anteriores, como la realizada por Dallot et al.
(2001) y Guzman et al. (2001), sugieren una alta incidencia
de Potyvirus en los cultivos de fiame en la regién Caribe de
Colombia, reportando sintomas como moteados y mosaicos;
asi como también la infeccion de estos con el YMMV. Se ha
demostrado que los Potyvirus del iame pueden ser transmiti-
dos mediante tubérculos infectados utilizados como material
de siembra (Thouvenel y Fauquet 1979; Goudou-Urbino et
al. 1996b; Guzman et al. 2001; Odu et al. 2004), esta situa-
cion sumada a la presencia de insectos vectores seria la causa
de la alta incidencia de virosis encontrada en los cultivos de
flame en el departamento de Sucre.
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