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RESUMEN

Se visitaron 11 departamentos productores de maracuya (Passiflora
edulis) en Colombia, donde se colectaron 338 muestras de plantas del
frutal aparentemente afectadas por enfermedades virales. El anélisis de
estas muestras se realizo mediante técnicas de patogenicidad, micros-
copia electrénica, serologia con anticuerpos monoclonales y policlona-
les, amplificacién de ADNc, clonacion, hibridacién y secuenciacién
de acidos nucléicos. Se detectaron dos virus, siendo el mas prevalente
(incidencia > 95%) un potyvirus transmitido por éfidos. Un aislamien-
to de este potyvirus procedente de Roldanillo, Valle, se amplifico
mediante la técnica molecular de RT-PCR, se clond y secuencio,
estableciendose una relacion de identidad superior al 97% con aisla-
mientos del Virus del mosaico de la soya (SMV). Este virus causa
también la enfermedad de ‘la hoja morada’ de la granadilla (Passiflora
ligularis) e infecta P. quadrangularis (badea), P. adenopoda, P. cae-
rulea, y P. pinnatistipula (chulupa). El segundo virus detectado en los
departamentos del Valle, Antioquia y Santander, se identificé como
una especie del género Tymovirus. Este virus es diferente a otros
tymovirus caracterizados a nivel molecular (60-76% de identidad en la
secuencia del genoma parcial secuenciado), pero mostro ser patogéni-
ca y antigenicamente similar al Virus del mosaico amarillo del mara-
cuya descrito en Brasil. Por consiguiente, se conserva este nombre
para el tymovirus colombiano mientras se caracteriza un aislamiento
brasilefio a nivel molecular. El tymovirus también infecté P. adeno-
poda, P. pinnatistipula, and P. quadrangularis. La produccién de
material reproductivo de maracuya, granadilla, badea y otras pasifloras
libre de virus, coincide con un interés creciente por fomentar el cultivo
y asi suplir la creciente demanda interna y externa de pasifloras en
Colombia.
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INTRODUCCION

SUMMARY

The main passionfruit production areas in 11 departments of Colom-
bia, were surveyed and a total of 338 samples collected from diseased
passionfruit plants. Samples were examined by electron microscopy,
serology, ADNc amplification, cloning and sequencing of viral nu-
cleic acids. The survey and analyses conducted, demonstrated the
existence of two different viruses . The prevalent viral pathogen in all
departments surveyed, was a species of the Potyvirus genus. An isola-
te of this potyvirus from Roldanillo, Valle, was cloned and partially
sequenced, demonstrating a high nucleotide sequence identity (97%)
with Soybean mosaic virus (SMV). The second virus, detected only in
the departments of Valle, Antioquia and Santander, was shown to be a
distinct species of the Tymovirus genus (60-76% homology with ty-
moviruses characterized at the molecular level). However, this virus
was antigenically related to Passion fruit yellow mosaic virus, a tymo-
virus that induces similar symptoms in passionfruit in Brazil. Conse-
quently, this name will be retained for the Colombian tymovirus until
an isolate of the Brazilian tymovirus is characterized at the molecular
level. The possibility of producing virus-free planting material of
commercial passionfruit varieties, coincides with the need to increase
passionfruit production in Colombia in order to meet the increasing
internal and external demand for these fruits and their products.
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impedido que alcance a satisfacer su poten-
cial actual exportable de 3.500 toneladas.

das de control. Estas investigaciones han
puesto de manifiesto la presencia de siete

El maracuya (Passiflora edulis) es una de las
especies frutales de mayor demanda en Co-
lombia, alcanzando un consumo de mas de
40.000 toneladas en 1994 (DANE). El mara-
cuya se consume principalmente como jugo
en los hogares colombianos, y es parte impor-
tante de una industria de jugos que genera
mas de $ 100 millones de délares al afio en
Colombia (Alpina, datos no publicados). El
maracuyd es una fuente de ingresos para
miles de agricultores de escasos recursos, en
los departamentos de Huila, Tolima, Cundi-
namarca, Caldas, Risaralda, Bolivar, Atlanti-
co y Valle, en donde se cultivan unas 4.500
hectareas. El maracuya es también uno de los
cultivos no tradicionales mas promisorios
para la exportacion, pero la baja produccién
y el deficiente mercadeo de esta fruta han

La baja productividad del maracuya en
Colombia (14 ton/ha) estd estrechamente
ligada al pobre estado fitosanitario de las
plantaciones comerciales (Torres et al, 2000),
incluyendo la alta incidencia de virus en el
cultivo. Los virus reducen la produccién
potencial del cultivo (30 ton/ha), deterioran la
calidad de la fruta y del jugo, y reducen
drasticamente la vida util de las plantaciones
(Chavez et al., 1999).

Brasil, el centro de origen de la Passiflora
edulis y uno de los mayores productores y
exportadores de maracuya en el mundo, ha
fomentado permanentemente el estudio de los
virus que afectan esta especie frutal. De 1986
a 1993, se han realizado en Brasil un total de
25 investigaciones sobre los virus que afectan
al maracuyd, con miras a implementar medi-
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virus diferentes en maracuyd morado vy
amarillo (Kitajima et al., 1986; Chagas et al.,
1987; Kitajima, 1995). ‘

Hasta 1992 no se habia realizado ningu-
na investigacion sobre la situacién de las
enfermedades virales del maracuya en Co-
lombia. Para este afio se realizé una prospec-
cioén preliminar en el Valle del Cauca, uno de
los principales departamentos productores de
maracuya en Colombia, habiendose encon-
trado varias plantaciones comerciales donde
la incidencia de virus era del 100%. Observa-
ciones de microscopia electrénica realizadas
en esa investigacion, permitieron detectar la
presencia de un complejo viral en estas plan-
taciones (Varén et al, 1992). Este primer
trabajo motivé la iniciacién de este proyecto
financiado por COLCIENCIAS para caracte-



rizar los virus que afectan la produccion,
calidad y expansion del maracuyd y otras
pasifloras de importancia econémica en
Colombia.

MATERIALES Y METODOS
Origeny Mantenimiento de Virus

Durante el proyecto de caracterizacion de
virus que afectan al maracuya y otras
pasifloras de importancia econdémica en
Colombia, se visitaron plantaciones en 11
departamentos del pais (Chavez et al., 1999).
De un total de 340 muestras se detectaron dos
patogenos de aparente naturaleza viral, uno
filamentoso y otro isométrico.

Para la caracterizaciéon del patogeno
filamentoso, se selecciond un aislamiento de
maracuya procedente de Roldanillo, Valle del
Cauca. Las particulas isométricas se aislaron a
partir de plantas de maracuya provenientes del
municipio de Lebrija, Santander. Los sintomas
observados en maracuya, asociados a las
particulas filamentosas, consistian en
malformacidén foliar, mosaico vy

Figura 1. Sintomas foliares inducidos por el Virus
del mosaico de la soya en maracuy4.

ocasionalmente manchas anilladas (Figura 1).

Los sintomas asociados a las particulas
isométricas se observaron como un mosaico
amarillo con tendencia a la formacién de
bandas en las hojas (Figura 2). El virus
filamentoso se mantuvo en maracuya y se
propagé en frijol coman (Phaseolus vulgaris
L.) cv. Black Turtle Soup-B. El patdgeno
isométrico se mantuvo y propagd en
maracuya.

Virus

Figura 2. Sintomas foliares inducidos por el
del mosaico amarillo del maracuyd en maracuya,

100

Caracterizacién preliminar de los
patégenos :

La metodologia y resultados de los analisis de
microscopia electronica, y pruebas de
patogenicidad han sido publicados
anteriormente (Varon etal, 1992; Chavezetal.,
1998). Las pruebas serologicas se realizaron
con un anticuerpo monoclonal para potyvirus
(Agdia, Inc., Elkhart, IN, USA) siguiendo las
instrucciones del proveedor; y con un
antisuero producido para el Virus del mosaico
amarillo del maracuyd, gentilmente donado
por el Dr. E. Kitajima de la Universidad de
Brasilia, Brasil. Para este Gltimo ensayo se
implement0 la técnica de inmuno-microscopia
descrita por Derrick (1973).

Purificacién y caracterizacién molecular

Las particulas filamentosas se purificaron
parcialmente a partir de un peso dado de tejido
de frijol infectado, homogenizado en dos
volimenes de una solucion amortiguadora de
fosfato de potasio 0,5 M, pH 7,5, a la cual se le
adiciono 0,5% de sulfito de sodio, y una cuarta
parte parte del volimen de cloroformo y tetra-
cloruro de carbono. Esta mezcla se
homogenizd completamente y centrifugé a
5.000 rpm por 5 minutos. Después de filtrar el
sobrenadante a través de lana de vidrio, se
adiciondé glicol polietileno (PEG) al 6%,
agitando por 2 horas a 4° C, seguido por una
centrifugacion a 8.500 rpm por 10 minutos. El
precipitado se resuspendié en una solucion
amortiguadora de fosfato de potasio 0,25 M,
pH7.5.

El virus isométrico se purificé a partir de un
peso determinado de tejido infectado,
mezclado en tres volimenes de una solucién
amortiguadora de fosfato de potasio 0,1 M,
pH 7,0, con 0,5% de sulfito de sodio. Esta
mezcla se centrifugd a 5.000 rpm por S
minutos, seguida por otra centrifugaciéon a
28.000 rpm por 90 minutos en un colchén de
sacarosa al 20%. El precipitado se resuspendio
en una solucion amortiguadora de fosfato de
potasioal 0,01 M,pH 7,0

De la suspension de particulas virales
filamentosas se purifico el 4cido ribonucléico
(ARN) viral (v), segin el procedimiento
descrito para el procedimiento 'Rneasy’
indicado para células y tejido de plantas
(QIAGEN Inc, Santa Clarita, CA, USA). La
sintesis del acido desoxiribonucléico (ADN)
complementario (c¢) a partir del ARNv, se
realiz6 desarrollando la reacciéon de la
trascriptasa reversa "Superscript" Stratagene,
La Jolla, CA, USA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se utilizaron
aproximadamente 1000 ng del ARNv como
precursor, mezclado con el oligonucledtido:

ATGGTWTGGTGYATYGAAAATGG
(SCM/MDM),

como iniciador (primer) para el extremo 3’ de
especies del género Potyvirus, que incluye
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parte del gen de la proteina de la cubierta (CP).
Se utiliz6 también un iniciador de 19 timinas
denominado; "cola de poli-T",
complementario a la region viral no
codificante (UTR). El ADNc se amplifico en
25 pL de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) usando 1.25 unidades de polimerasa
"Tag" (Promega, Madison, W1, USA), 50 pM
de cada iniciador (SCM+MDM/oligo-d-A),
mezcla de deoxinucledtidos (A, C,Gy T) 0,2
mM y cloruro de magnesio 4 mM. La PCR se
desarrollo en un termoregulador (MJ
Research, Watertwon, MA, USA),
programado de la siguiente forma: 94 °C/30s.;
40 °C/2 min.; 72 °C/2 min., por 39 ciclos y un
ciclo final de 72 ° C/5 min.

El producto obtenido por PCR se obtuvo
segun el procedimiento para purificacion de
dcidos nucléicos "Magic PCR System"
(Promega, Madison, WI, USA). Los extremos
cohesivos del fragmento amplificado fuerén
completados con deoxinticleotidos usando la
fraccién larga de la polimerasa de ADN I
(Klenow). Este fragmento, se ligd en el vector
pCR-Script SK(+) (Stratagene, La Jolla, CA,
USA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, esta reaccion se
utiliz6 para transformar Escherichia coli
(DHS o).

En el caso del virus isométrico, los clones
especificos se produjeron a partir del acido
nucléico viral extraido de las preparaciones
parcialmente purificadas, usando el Kit
Rneasy Plant Mini, siguiendo las
instrucciones del productor (QIAGEN,
Valencia, CA, USA). Los productos de ADNc
fueron sintetizados de acuerdo al
procedimiento modificado (1996, " Protocols
and applications guide, third edition" ,
Promega) de Gubler y Hoffman (1983),
usando primers aleatorios de seis nucleétidos.
La sintesis de primera cadena de ADNc se
llevé a cabo en un volumen de reaccién de 50
ulde 56 mM Tris HC1 pH: 8,3, 75 mM KCl, 3
mM MgCl,, 10 mM DTT, dNTPs 1mM each,

30 pCi de o™ dATP (= 3000 Ci/ mmol), 200 ng
de primers hexdmeros aleatorios ( random
primers), 60 U de Rnasin, 4-5 ug de ARN, 600
U de SuperScript I RT (Gibco) por 1,5 horas a
37C.

Para la sintesis de segunda cadena se
utiliz6 una concentracion de 50 mM Tris HCI
pH: 7,2, 100 mM KCl, 3 mM MgCl,, 3 mM
DTT, 50 pg de albimina de Suero Bovino, 20
Ude ADN Polimerasa [ (Gibco), 2 U de RNasa
H (Promega), durante cuatro horas a 14 C. La
reaccion se inactivd por calentamiento a 70 C
durante 19 minutos y enseguida se enfrié en
hielo. Para la reacci6n de fill in se adicioné 10
U de T4 ADN polimerasa y una mezcla de
3mM de dNTPs, se incub6 por 10 minutos a 37
C. La cnzima se inactivoé por adicion de 3 pl de
0,5Mde EDTA.

El ADNc fue fraccionado en Sephacryl S-400
(Pharmacia) y ligado en el plasmido
defosforilado BlueScript KS(+), cortado con
laenzima Smal. Se generaron clones conun
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rango de 300-1000 pares de bases.

Las reacciones de secuencia se
realizaron por el procedimiento de
terminacion en cadena de dideoxinucle6tidos
(Sanger et al, 1977) usando como enzima una
“sequenasa T7 versibn 2.0” (USB,
Cleveland, OH, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El analisis de
secuencia se desarroll6 utilizando los
programas estadisticos Dnasis (Pharmacia
LKB, Uppsala, Suecia) y Seqaid IT (Rhoads
and Roufa, Kansas State University,
Manhattan, KS, USA), con secuencias
obtenidas a través del servicio de busqueda de
similaridad de secuencias del “National
Center for Biotechnology Information”
(NCBI), desarrollado por Altschul et al
(1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para el caso del virus filamentoso, se
determiné serologicamente que se trataba de
una especie del género Potyvirus, por lo que
el uso de los iniciadores descritos atriba,
permitio la amplificacién y secuenciacion de
los extremos de un clén de 700 pares de bases
(pb), para un total de 500 nucleétidos (nt).
Uno de los extremos del clon original
corresponde al extremo 3' de la capside
protéica (CP)y la otra porcion terminal a la
region no codificante conocida como UTR (
“Untranslated region”) Al comparar las
secuencias obtenidas con las bases de datos
del Banco mundial de Genes (Altschul et al,
1997)., se constatod que el virus filamentoso es
una especie del género Poryvirus, y
especificamente una variante del Virus del
mosaico de la soya (SMV) adaptada al
maracuyad. Tanto las secuencias (Figura 3a,b)
obtenidas para la CP (255 nt) como para la
UTR (299 nt), mostraron porcentajes de
identidad del 98% con cepas del SMV tanto
de Estados Unidos como de Japon. La CP y
UTR del SMV de la cepa del maracuya
aislada en Colombia, solo mostraron
porcentajes de identidad del 76% y 61%,
respectivamente, con los fragmentos
correspondientes del genoma del
Passionfruit woodiness virus, el potyvirus
mas ampliamente difundido en maracuya a
nivel mundial. Estos resultados concuerdan
con la caracterizaciéon previa de otro
aislamiento del virus encontrado en
maracuya durante los inicios de esta
investigacion (Varon et al., 1992; Benscher et
al, 1996).

Las secuencias de dos clones del virus
isométrico (Figura 4a, b), con tamafios de
473y 324 bases, pertenecen al ORF1 putativo
de una especie del género Tymovirus,
diferente a las otras especies de este género
caracterizadas a nivel molecular. La especie
de tymovirus mas cercana al aislamiento
colombiano, result6 ser el Kennedya yellow
mosaic virus, con porcentajes de identidad en
las secuencias correspondientes de solo 66%
y 76%. Sin embargo, el tymovirus
colombiano induce sintomas similares en
maracuya a un tymovirus descrito

241 TNTTTTGATT TCTAT

1 GTGCATTGAG AATGGCACAT CTCCAGATGC TAATGGCGTG TGGGTGATGA TGGATGGAAA
61 GGAACAGATT GAATATCCGC TGAAACCCAT TGTCGAAAAT {GCAAAACCAA CCTTGAGACA
121 AATCATGCAC CATTTCTCAG ATGCAGCAGA AGCTTACATT GAGATGAGAA ATTCTGAAAG
181 TCCGTATATN CCTAGATATG GACTACTGAG GAATTTGAGA GATAGAGAGC TAGCTCGCTA

1 TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TGGACAACAA ACATTGCCGC ACCTCGGCCA CTAGACGTGA
61 TAAAATCACT CTTCAAAGGG CTCCGGCAAC ACAATGGTTC TCCCTGCCAT TCATAAACTA
121 TAACATAAAG CACACTGGGG TGGTTAAAAC CACACTAAAC AGAAACATTA TTTGGTGATG
181 CGATCACACT ATATGTAAAG ACAGTGCAAC TATTATATTA TAGTAAACTA TAAAGCGACC
241 CGAAATGATA ACTGTGACCA AGTTTACTTA GCCTTTACTG CGGTGGGCCC ATGCCAAAA

(a)

(b)

Figura 3. Secuencias de los extremos de un clon del Virus del mosaico de la soya que contiene parte de la
region codificadora del gen de la capside protéica (a) y la region no codificadora (UTR) del extremo 3’

(b).

6l

121
181
241
301
361
421

GTCAGATGGC
GGGGGCACCC
CTTGGTCAGT
GCCTCTCTAC
TCAATCACTG
AGTTCGCAAA
CTCCAACCGA
AAGCAGCGAG

CTTTTAACTC
AGTGCTCGAG
CTCTCCCGAC
CCTGCCTCAC
GAGCTTTCTC
GCTCCAAAGG
CTCCGTTCGG
ATTTTCGAAA

GCTCTGGACG
TCGGTTCACG
CABRATTCCCT
CCTCATCCAG
GCGACCGAGA
AAGAACCAAA
TATCCTACCA
GTCTCACCAG

(a)
CTCTCAATCC
ACTCCCTAAA
TTCTCCTCAA
TGCACAAGAC
AATCCTCCGT
ACTTCCACGA
CCAGCCCAGG
GGTAGACCGG

GACGTCTCAC
GCACTCCTTG
AGCCGGAGTA
GCTGGAAACC
GATTTTCATG
GCTCTGCAAC
CTGAATGGCG
GGTGTGAGGG

CGAGATTCAT
ACTACGTTCC
CCAGTCTCCG
AACCTCCTCT
ARACCATCGA
TATCGAGTCA
GGAAGGAAGA
GTG

301 TCGAGAGGCTCTCGTCTCCTTGGCT

61 AACAATTATGTCACCATCCTCCTTGACAAGCATTCACGCCTCCTCTCTCCAAGTCACGCT
121 CTTGTCGCCCTCACTCGCTCTCTATGGGGCGTCAAGTTTCTTGGGGATCTCCAATCCCTC
181 TCCGGAACTAACAACTCCAACGACATGTTTTCTCGCGCCCTCAACAAGCAGAAAATCAAT
241 TTGTTCACCAGCTTCCCGGAGATATTCCACCTTCTTCCCCTTCTTCGCTCCCCTATCAAA

(b)

Figura 4. Secuencias de dos clones (a y b) del Virus del mosaico amarillo del maracuyé pertenecientes

al ORF1 putativo o caracteristico del género Tymovirus

previamente en Brasil (Crestani et al., 1986)
como el Virus do mosaico amarelo do
maracujazeiro (Virus del mosaico amarillo
del maracuyd o Passion fruit yellow mosaic
virus). Estos tymovirus son estrechamente
relacionados a nivel serologico segin los
resultados obtenidos aqui, lo cual sugiere que
se trate del mismo virus. Por consiguiente, se
conservara el nombre del Virus del mosaico
amarillo del maracuyd para el tymovirus
colombiano, hasta que se caracterice un
aislamiento brasilefio a nivel molecular.

Los resultados de esta investigacion
muestran una situaciéon relativamente
favorable en cuanto al namero de
enfermedades virales que afectan al
maracuyd en Colombia, en relacién al
principal productor de maracuyad a nivel
mundial, Brasil. Sin embargo, el SMV esta
ampliamente diseminado en los principales
departamentos productores de maracuya de
Colombia, lo cual puede ser consecuencia de
la distribucion de material propagativo de
maracuya infectado a nivel nacional desde un
lugar donde el virus es endémico. Dado el
rango amplio de especies hospederas del
SMV y su transmision rapida (no-persistente)
por varias especies de afidos, su control se
hace dificil. Este virus es aparentemente el
responsable de que las plantaciones de
maracuyd afectadas, disminuyan
notablemente su produccién después del
primer afio. Igualmente, se ha demostrado
que este virus causa la enfermedad conocida
como 'hoja o mancha morada' (Figura 5) de
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Figura 5. Manchas moradas inducidas por el
Virus del mosaico de la soya en granadilla

Figura 6. Manchas y depresiones acuosas sobre
los frutos de plantas de maracuya infectadas por
el Virus del mosaico amarillo del maracuyd



la granadilla (Passiflora ligularis Juss.),,
también expresada en los frutos (Figura 5),
enfermedad que ha contribuido a la disminu-
cion del area cultivada en esta pasiflora a
nivel nacional, asi como enfermedades no
estudiadas en otras pasifioras de importancia
en Colombia, como la badea.

. El control del tymovirus colombiano del
maracuya puede ser posible mediante el uso
de material propagativo certificado, y el
control de insectos vectores (Coleoptera:
Chrisomelidae). Aparentemente, estos virus
no se transmiten por semilla, pero si tiene el
potencial de reducir la calidad del fruto,
produciendo depresiones acuosas (Figura 6).
Se concluye entonces, que es necesario evitar
la infeccion temprana de las plantulas de
maracuya y otras pasifloras para prolongar la
vida util de las plantaciones de estos frutales
de tanta importancia socioeconOmica para
Colombia. A largo plazo, se debe considerar
la posibilidad de mejorar genéticamente estas
especies frutales por medios convencionales
o moleculares.
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