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RESUMEN

En Colombia, el fiame (Dioscorea spp.) se cultiva en la regién Caribe, siendo Dioscorea alata L. y Dioscorea
rotundata Poir. las especies mas cultivadas. Uno de los factores limitantes en estos cultivos son las enfermedades
causadas por virus, principalmente por Potyvirus que ocasionan disminucion en la produccién de los tubérculos
y pérdidas econémicas significativas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la incidencia de virosis en fiame en
el departamento de Sucre. Se realizaron visitas a cultivos de Dioscorea alata y Dioscorea rotundata en cinco
municipios del departamento y se midié la sintomatologia foliar. Se tomaron muestras de hojas y se realiz6
diagnéstico para Potyvirus mediante la técnica ELISA-DAS indirecta. Ademas, se inocularon plantas indicadoras
con extractos preparados a partir de plantas con sintomas virales y positivas para Potyvirus. Todos los cultivos
visitados mostraron sintomas asociados a los Potyvirus del fiame, tales como bandeo, moteado, clorosis y
deformacién foliar. Los municipios con mayor incidencia sintomatica fueron Sampués (82,5%), Sincelejo
(79,5%) y San Juan de Betulia (71,6%). Se detect6 Potyvirus en plantas sintomaticas y las plantas indicadoras
desarrollaron sintomas similares a los encontrados en campo. Los cultivos de fiame del departamento de Sucre
presentan alta incidencia de Potyvirus lo que seria causa de pérdidas econémicas a los productores.

Palabras Clave: Virosis, Potyvirus, ELISA, Dioscorea alata, Dioscorea rotundata.

ABSTRACT

In Colombia, yams (Dioscorea spp.) are grown in the Caribbean region, with Dioscorea alata L. and Dioscorea
rotundata Poir. most cultivated species. One of the limiting factors in these crops are diseases caused by viruses,
especially by Potyvirus that cause decreased production of tubers and significant economic losses. The aim
of this study was to evaluate the incidence of yams viruses in the department of Sucre. Visits were made to
crops Dioscorea alata and Dioscorea rotundata in five municipalities in the department and the presence of
foliar symptoms was registered. Leaf samples were taken and Potyvirus diagnosis was performed by ELISA-
DAS indirect technique. Furthermore, indicator plants were inoculated with extracts prepared from plants with
viral symptoms and Potyvirus positive. All crops visited showed symptoms associated with Potyvirus yam,
such as banding, mottling, chlorosis and leaf deformation. The municipalities with the highest symptomatic
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incidence were Sampués (82.5%), Sincelejo (79.5%) and San Juan de Betulia (71.6%). Potyvirus was detected in
symptomatic plants and indicator plants, where developed symptoms similar to those found in the field. Crops
yam of department of Sucre present high incidence of Potyvirus what would cause economic losses to producers.

Key words: Viruses, Potyvirus, ELISA, Dioscorea alata, Dioscorea rotundata.

INTRODUCCION

El fame pertenece a la familia Dioscoreaceae,

género Dioscorea, desconociéndose con

exactitud el ndmero de especies. Varios
autores, han reportado que existen entre
600 y 850 especies (Coursey 1967; Al-
Shehbaz y Schubert, 1989, Perea y Buitrago
2000), pero gracias a estudios morfologicos
y moleculares a nivel de género, se realizo
una recircunscripcion significativa del género
Dioscorea reconociendo entre  350-400

especies (Caddick et al. 2002).

El cultivo de iame es de importancia econémica
en regiones pluviosas tropicales y subtropicales,
y sus tubérculos son considerados como
producto esencial para la alimentacion de
millones de personas en Africa, Asia y América
latina (Perea 2000; Osunde y Orhevba 2009)
puesto que contienen importantes cantidades de
carbohidratos y es fuente moderada de proteina
y fibra (Blanco-Metzler et al. 2004; Alvis et al.
2008; Rugchati 2010). Colombia se encuentra
dentro de los 12 paises de mayor produccién
mundial, con 395.374 toneladas en 2010. Las
areas de cultivo se encuentran restringidas en
su mayoria a la regién Caribe con un 90% de
la produccién nacional (Reina 2012), siendo
Bolivar, Cérdoba y Sucre los departamentos
de mayor produccién, donde es utilizado
para consumo en fresco y exportacion a los
mercados de Estados Unidos y Europa (Sanchez
y Herndndez 1997; Alvarez 2000; Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural 2010).
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Los cultivos de name pueden ser infectados
por diferentes virus que generan pérdidas en la
produccion al disminuir el tamafo y la calidad
de los tubérculos (Munford y Seal 1997). La
disminucién de la produccién de los tubérculos
de fhame ha sido poco evaluada. Thouvenel y
Dumont (1990) estimaron la disminucién de la
producciéon de los tubérculos en D. alata cv.
“Florido” en un 27% debido a la accién de el
YMV (virus del mosaico del name).

En Guadalupe el YMV ha provocado perdidas
en flame entre un 10 y 30% y en Nigeria, los
virus son responsable de pérdidas mayores a un
90% (Malaurie etal. 1998). Seglin Amusa et al.
(2003) el efecto de las enfermedades causadas
por virus sobre el rendimiento de los tubérculos
no se ha investigado suficientemente, pero
sus observaciones plantean que bajo un
severo ataque del virus de Dioscorea alata o
enfermedad del virus del hame de agua las
perdidas pueden llegar a ser de mas del 50%.

Algunos géneros de virus reportados afectando
fiame son: Potyvirus, Badnavirus, Cucomovirus,
Comovirus, Potexvirus y Carlavirus (Kenyon
et al. 2001; Asiedu et al. 2003; Seal y Muller
2007; Séka et al. 2009). Entre los Potyvirus
se encuentran el Virus del mosaico del fiame
(YMV) (Thouvenel y Fauquet 1979) y el Virus
del mosaico suave del iame (YMMV) (Munford
y Seal 1997) que ha sido reportado como Virus
de Dioscorea alata (DAV) (Odu et al. 1999),
los cuales causan sintomas como mosaicos,
moteados, bandeos y deformaciéon foliar. El
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objetivo de este trabajo fue evaluar la incidencia
de virosis a partir de la sintomatologia
en cultivos de name (Dioscorea alata 'y
Dioscorea rotundata) de cinco municipios del
departamento de Sucre, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en los municipios de
Corozal, Los Palmitos, Sampués, San Juan de
Betulia y Sincelejo, en el departamento de
Sucre y en el laboratorio de Fitopatologia de
la Universidad de Sucre. Estas localidades se
eligieron por ser importantes dreas de cultivos
de name del departamento (Umata 2009).
Se realizaron muestreos en cultivos de las
especies D. alata y D. rotundata, mediante
recorridos en zig-zag, cuantificandose las
plantas con sintomatologia y sin sintomatologia
viral (Tabla 1), las que fueron marcadas para
observar el desarrollo subsiguiente de los
sintomas en el caso de las sintomdticas y la
posible aparicién de sintomas en las que no
presentaban sintomatologias (Alvarez et al.
2011a),
reportados para Potyvirus en fame (Amusa
et al. 2003; Eni et al. 2008). El porcentaje de
incidencia se calcul6 mediante el cociente del

teniendo en cuenta los sintomas

nimero de plantas sintomaticas y el ndmero
de plantas muestreadas, multiplicado por cien
(Chavarria 2004), adicionalmente, se calcul6
el porcentaje de plantas por sintomatologia en
cada localidad.

Se recolectaron muestras de hojas de la zona
media de plantas sintomaticas de D. alata y D.
rotundata y se analizaron 51 plantas mediante
ELISA-DAS indirecto para Potyvirus, utilizando
el kit comercial de Agdia. Se maceraron 0,5
g de material vegetal en 5 mL de buffer de
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extraccion, se agregaron 100 pL del extracto de
cada planta a una placa de ELISA y se incub6
por 12 horas a 4° centigrados. Luego, se elimin6
el extracto de la placa y se lavé tres veces cada
pozo con PBS-T durante 5 minutos. Se adicion6
100 pL de anticuerpo diluido 1:200 en buffer
ECI, se incubd durante 1 hora y se lavé tres veces
con PBS-T. Se adicioné 100 pL de anticuerpo
conjugado en dilucién 1:200 en buffer ECI, se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente
y se lavé con PBS-T. Se adiciond la solucién de
PNPP, se incub6 durante 1 hora en oscuridad
y se realiz6 la lectura en un lector de ELISA
(Daynatech MR 250) a 410 nm. Cada muestra se
analizé por duplicado y se usaron los controles
negativos y positivos del kit. Una muestra fue
considerada positiva cuando el valor de su
absorbancia fue por lo menos dos veces el valor
del control negativo.

Se realiz6 una prueba de trasmisién mecdnica,
sobre plantas indicadoras de Chenopodium
amaranticolor, Nicotiana tabacum “sansum”,
Datura metel y Nicotiana rustica para
corroborar lo encontrado por ELISA, siguiendo
la metodologia utilizada por Odu et al.
(1999) y Hughes et al. (2000), para lo cual se
utilizaron plantas que resultaron positivas para
Potyvirus de D. alata mediante el ELISA-DAS
indirecto. El jugo infectivo fue aplicado en 5
plantas indicadoras por especie y las plantas
testigo fueron inoculados solo con buffer
fosfato 0,1 M con un arreglo factorial 2 x 4 x
5 (2 tratamientos, 4 especies y 5 repeticiones),
para un total de 40 plantas. Para evaluar las
variables especie y tratamientos (T1= jugo
infectivo y T2 = testigo) en el ensayo de
transmisién mecanica se utiliz6 una Anova de
dos factores mediante el programa G- stat 2.0

de licencia publica.
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Las observaciones sobre la aparicion de

sintomatologias se realizaron a partir
del segundo dia de haberse realizado la
inoculacién y la evolucién subsiguiente de los

sintomas se realizo6 a diario por siete semanas.
RESULTADOS Y DISCUSION

Se observé sintomatologia foliar de virosis
en plantas de D. alata y D. rotundata de los
cinco municipios visitados. D. alata presenté
el mayor porcentaje de plantas con sintomas
entre los municipios (Tabla1). Esto puede estar
relacionado con la alta variabilidad genética
de D. rotundata (Mignouna et al. 2002) que
le proporciona mayor resistencia al ataque de
patégenos que a D. alata. Pero también, debe
tenerse en cuenta el sistema de produccion,
D. alata se cultiva asociado con Manihot

Figura 1. Sintomas encontrados en los cultivos de fiame en Sucre. a. Moteado; b. Bandeo de
venas; c. Mosaico. Fuente: Autores.

esculenta Crantz, Zea mays L, Ipomoea batatas
(L.) Lam, Cajanus cajan (L.) Huth y alguna
cucurbitaceas, que se sabe son afectados por
virus que también pueden atacar al hame y
convertirse en focos de infeccién adicionales
(Brunt et al. 1996) mientras que D. rotundata
en monocultivo lo que limita posibles focos
de infeccion al no hallarse asociado a otras
especies vegetales que pueden ser potenciales
reservorios de éstos.

Los sintomas consistieron en moteado, bandeo
de venas, mosaico, clorosis, retraso en el
crecimiento y deformacion foliar (Figura 1), y
concuerdan con lo reportado para los Potyvirus
del name (Goudou-Urbino et al. 1996; Amusa
et al. 2003; Odu et al. 2004; Eni et al. 2008;
Kajihara et al. 2008), y Badnavirus (Toualy et
al. 2014).

Tabla1. Incidencia sintomatica en cultivos de fame del departamento de Sucre.

Municipio Plantas muestreadas D. alata D. rotundata Incidencia
Sintomaticas Sintomaticas (%)
Sampués 297 58 25 82,5
Sincelejo 420 41 38 79,5
San Juan de Betulia 250 52,8 18,8 71,6
Corozal 205 61,5 0 61,5
Los Palmitos 335 26 12 38
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Las mayores incidencias sintomaticas se
presentaron en los municipios de Sampués
82,5% 'y 79,5%
respectivamente, seguidos de San Juan de
Betulia (71,6%), Corozal (61,5%) y Los
Palmitos (38%), (Tabla 1). Los valores de

incidencia medida a partir de la sintomatologia

y Sincelejo con un

asociada con virosis son altos y similares a los
encontrados por Goudou-Urbino et al. (1996)
en Burkina Faso en D. cayenensis-rotundata
y D. alata, donde el porcentaje de incidencia
en el drea central del pais fue de 71,5%; por
Oppong et al. (2007) quienes reportan hasta
80% de incidencia en el pais de Ghana y por
Toualy et al. (2014) en Costa de Marfil con una
incidencia que vari6 entre 0 - 90%.

Mediante el ELISA-DAS indirecto, seis (4

de D. alata y 2 de D. rotundata) de las 51
plantas analizadas resultaron positivas, lo

MG *

que confirma la infecciéon con Potyvirus de
los cultivos de D. alata y D. rotundata en el
departamento de Sucre, y 45 fueron negativas,
pero de ésas, 43 pese a estar por debajo del
punto de corte presentaron valores superiores
al control negativo, esto hace considerar que
es posible una coinfeccién con otros agentes
patégenos, incluyendo diferentes géneros de
virus que se sabe infectan al hame, por lo que
es necesario aplicar pruebas diagndsticas mas
especificas y con mayor sensibilidad como IC-
RT-PCR e ISEM (Njukeng et al. 2005; Kajihara
et al. 2009).

Enel ensayo detransmision mecanicaen plantas
indicadoras, la apariciéon de los sintomas
ocurrié 14 dias después de iniciado el ensayo,
presentandose aclaramiento de nervaduras
y bandeo intervenal en plantas de N. rustica,

tabacum “sansum”

mosaico suave en N.

Figura 2. Sintomas en plantas indicadoras: a. Mosaico suave en N. tabacum “Samsum”, b. Testigo, c. Bandeo, clorosis y
enroscamiento en Chenopodium amaranticolor, d. Testigo. Fuente: Autores.
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(Véase figura 2a y 2b); bandeo intervenal con
diferentes grados de clorosis y aclaramiento de
nervaduras en Ch. amaranticolor que después
se hizo mds conspicuo (Figura 2c y 2d).

La evaluacién final del ensayo se realiz6 50
dias después del inicio de éste. Las plantas de
N. tabacum “sansum”, N. rustica inoculadas
con el jugo infectivo mostraron sintomas en un
100%, y Ch. amaranticolor en un 80% (Tabla 2).

Al finalizar el ensayo, se pudo observar
necrosis de hojas intermedias y deformacion
de las hojas apicales. Las plantas testigo no
presentaron ningln tipo de sintomatologia.
D. metel no present6 sintomas (Tabla 2). Se
ha documentado que ésta especie puede ser
susceptible o no susceptible
de

Comovirus, Tobamovirus o Carlavirus que

dependiendo
la cepas de Potyvirus, Sobemovirus,
entren en contacto con ella (Rosas 2004; Pefia
y Trujillo 2007; Al-Khatib 2008; Blotskaya y
Vabishchevich 2011).

El andlisis de varianza mostré6 que existe

diferencia  altamente  significativa  entre

las plantas tratadas con el jugo infectivo y
las testigos p<0.0007 E-4. Las pruebas de

transmision mecanica mediante el uso de
plantas indicadoras, se realiz6 para explorar la
posibilidad de usar esta técnica como apoyo
en nuestro medio para detectar virus en fame y
en otras especies econébmicamente importantes
al no ser costoso, relativamente facil de llevar
a cabo y presentar resultados en corto tiempo,
lo que puede permitir realizar controles
fitosanitarios rdpidos sin tener que contar con
demasiados recursos y poder tomar decisiones

de manejo del cultivo adecuadamente.

Investigaciones como las realizadas por
Dallot et al. (2001), Guzman et al. (2001),
Alvarez et al. (2011a) y Alvarez et al. (2011b)
sugieren una alta incidencia de Potyvirus en
los cultivos de fiame en la region Caribe de
Colombia, y reportan sintomas como moteado,
mosaico, bandeo de venas, corrugamiento y
deformacién foliar; asi como la infeccion de
estos con el Virus del mosaico suave del hame.
Se ha demostrado que los Potyvirus del fhame
pueden ser transmitidos mediante tubérculos
infectados utilizados como material de siembra
(Thouvenel Fauquet 1979; Goudou-Urbino
et al. 1996; Guzman et al. 2001; Odu et al.
2004), esta situacion sumada a la presencia
de cicadélidos vectores (Alvarez et al. 2011a;

Tabla 2. Porcentaje de infeccién en plantas indicadoras infectadas con jugo infectivo de plantas de

D. alata positivas para Potyvirus.

Especie % de infeccion IPS/PI
N. tabacum var. samsum 100 5/5
N. tabacum var. samsum Testigo 0 0/5
Ch. Amaranticolor 80 4/5
Ch. amaranticolorTestigo 0 0/5
N. rustica 100 5/5
N. rasticaTestigo 0 0/5
D. metel 0 0/5
D. metel 0 0/5

PS = plantas con sintomas; Pl = plantas inoculadas.
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Alvarez et al. 2011b) y de arvenses hospederos
alternativos de virus, podria ser la causa de
la alta incidencia de sintomas asociados con
virosis encontrado en los cultivos de hame en
el departamento de Sucre.

CONCLUSIONES

Los cultivos de fame del departamento de
Sucre presentaron una alta incidencia de
plantas con sintomas asociados a Potyvirus,
aunque mediante el ELISA-DAS indirecto solo
seis plantas resultaron positivas y 45 fueron
consideradas negativas, pero de éstas 43,
presentaron valores superiores a el control
negativo pero sin alcanzar el valor del control
positivo, lo que deja ver la necesidad de
realizar pruebas mds sensibles pues existe
la posibilidad que otros géneros de virus se
encuentren presentes en los cultivos de fame
del departamento de Sucre. El hecho que
se hayan encontrado plantas positivas para
Potyvirus hace considerar que lasenfermedades
causadas por virus pueden estar afectando la
produccion y causando pérdidas econémicas
a los productores adn sin cuantificar.
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