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Resumen

En Cuba, la presencia de potyvirus en el cultivo del iame (Dioscorea spp.) ha aumentado
debido a que este se ha venido propagando de forma agamica. En este trabajo, se
caracterizaron los sintomas por especies y se implementaron las técnicas ELISA-DASI,
leaf-dip y RT-PCR para el diagnéstico genérico de potyvirus y especifico del Yam mosaic
virus (YMV) y el Yam mild mosaic virus (YMMYV). Se realizé un analisis filogenético de los
potyvirus encontrados y finalmente se analizaron arvenses en las areas de producciéon de
semilla del INIVIT y sus alrededores. Se formaron 25 grupos sintoma-especie, la clorosis
extendida y el mosaico ligero son los sintomas de mayor frecuencia de aparicién. Segun
la prueba ELISA resultaron positivos a potyvirus 14 grupos sintoma-especie, donde
Dioscorea trifida resulta la especie mas susceptible ante las enfermedades virales
presentes. En las muestras se encontraron particulas flexuosas que coinciden con el
género de los potyvirus. EI RT-PCR confirmé la presencia de potyvirus asociados a 12 de
los 14 grupos sintoma-especie evaluados. El analisis Bayesiano sugirio que han existido
multiples introducciones del YMMV en Cuba, no siendo asi para el YMV. Se identificaron
26 especies de arvenses pertenecientes a 15 familias, 10 de las cuales resultaron
positivos a potyvirus segun la prueba ELISA. Las familias Asteraceae y Cyperaceae
resultaron las mas susceptibles ante las enfermedades virales presentes, por lo que
existe gran diversidad de adverses que constituyen hospedantes alternativos de YMV vy
YMMV.

Palabras clave: Enfermedades virales, Yam mild mosaic virus, Yam mosaic virus



Abstract

In Cuba, the presence of potyviruses in the cultivation of yams (Dioscorea spp.) has
increased due to the fact that it has been spreading aggressively. In this work, the
symptoms were characterized by species and the ELISA-DASI, leaf-dip and RT-PCR
techniques were implemented for the generic diagnosis of potyvirus and specifically for
Yam mosaic virus (YMV) and Yam mild mosaic virus (YMMV). A phylogenetic analysis of
the potyviruses was carried out and finally weeds were analyzed in the seed production
areas of INIVIT and its surroundings. Twenty-five symptom-species groups were formed,
the extended chlorosis and the light mosaic are the symptoms of higher frequency of
appearance. According to the ELISA test, 14 symptom-species groups were positive for
potyvirus, where Dioscorea trifida is the most susceptible species to present viral
diseases. In the samples, there were flexuous particles that coincide with the genus of the
potyviruses. RT-PCR confirmed the presence of potyviruses associated with 12 of the 14
symptom-species groups evaluated. The Bayesian analysis suggested that it has been
multiples introduction of YMMV in Cuba, but not for YMV. We identified 26 weed species
belonging to 15 families, 10 of which were positive for potyviruses according to the ELISA
test. Asteraceae and Cyperaceae were the most susceptible families to the viral diseases
present, for which there is a great diversity of adversaries that constitute alternative hosts
of YMV and YMMV.

Keyworks: Viral diseases, Yam mild mosaic virus, Yam mosaic virus
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1. Introduccién

La crisis de alimentos que azota al mundo es y continuara siendo uno de los peores
obstaculos para el desarrollo de la humanidad (Gonzalez, 2012). Segun la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), se estima que para el
afio 2050 la poblacién mundial necesitara un 70% mas de alimentos. Esta crisis solo
puede ser revertida con un incremento en la produccién de alimentos, por lo que se hace

imperiosa esta necesidad (Baloch et al., 2009; Mejia, 2016).

Los cereales son los cultivos mas importantes, luego las raices y tubérculos con 49 x 10°
ha de area sembrada y una produccion de 635,3 x 108 t (Ortega, 1998; Harrison, 2002).
En los cereales y tubérculos estan representados los nueve alimentos base para que el
hombre sobreviva (Mejia, 2016). Millones de personas de Asia, Africa y América Latina
dependen de estos cultivos como fuente de alimento, forraje o ingresos econdémicos.
Entre las raices y tubérculos usados en la alimentacion humana, el iame (Dioscorea

spp.) constituye un producto de alto valor nutricional para poblaciones rurales y urbanas.

Esta raiz tropical es la mas importante después de la yuca y se considera sustituta de
esta y la papa, pues proporciona alrededor de 200 calorias en la dieta diaria de mas de
300 millones de personas en el trépico (Gonzalez, 2012). Ademas, 100 g de fiame
contienen 114 calorias, que representan el 6% del total diario necesario (Anexo I) (Zhao
et al., 2012). Los tubérculos de fiame presentan periodos relativamente largos de
latencia. En consecuencia, pueden ser almacenados hasta por seis meses a temperatura

ambiente, sin cambios significativos en sus propiedades nutricionales (Lebot, 2008).

Muchas especies del género Dioscorea se utilizan como materia prima en la industria
farmacéutica para la sintesis de esteroides (Asiedu y Sartie, 2010). También, el iame se
ha utilizado para la produccién de alcohol; sus bejucos se emplean para la elaboracién de
cuerdas y su follaje se dispone como alimento para aves de corral y el ganado. Los
tubérculos de esta planta sirven como complemento en la medicina tradicional para el
tratamiento de la indigestion, anorexia, diarrea y diabetes. En adicion, algunas especies

de este género tienen uso ornamental (Contreras, 2013).

Por tal motivo, el consumo del Aiame al igual que su produccién se han expandido. Se
cultiva principalmente en paises africanos, islas de las Antillas, paises de Oceania y en el
continente americano en paises como Colombia, Brasil, Venezuela, Republica
Dominicana, Jamaica, Costa Rica, Puerto Rico, Panama y Cuba (Opara, 2003; Arnau et
al., 2010). En nuestro pais el fiame se cultiva tradicionalmente en las regiones oriental y
central y su produccién ha ayudado a la diversidad y estabilidad alimentaria. En los

Gltimos afios, se ha incrementado la demanda en el mercado nacional, logrando su
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expansion y su utilizacion como producto de exportacion (Borges et al., 2009; Gonzalez,
2012).

Este cultivo es afectado por varios virus que pertenecen a los géneros Potyvirus,
Potexyvirus, Badnavirus, Carlavius, Cucumovirus y Comovirus. Los virus pueden llegar a
limitar la produccién del cultivo y ocasionar dafios enormes a la cosecha y pérdidas
significativas. El virus mas distribuido e importante que afecta el hiame es el Yam mosaic
virus (YMV). Este puede causar clorosis, mosaicos severos, bandeado verde en las
venas y atrofiamiento severo de las guias llevando a la reducciéon de la capacidad
fotosintética del cultivo (Gonzélez, 2005; Séka et al., 2014). El Yam mild mosaic virus

(YMMV) es el segundo de mayor prevalencia en el cultivo (Atiri et al., 2003).

Las arvenses desempefian una funcion importante como fuente de indculo primario en la
propagacion y difusion de los virus que afectan a las plantas cultivadas (Agrios, 2005).
Segun Duffus (1971), las arvenses pueden cumplir tres funciones en la epidemiologia de
las enfermedades virales i.e. servir como reservorio de los virus, como reservorio de los
vectores, o de ambos a la vez. La presencia de virus en arvenses puede ser un indicador
de la alta incidencia de las enfermedades virales durante el crecimiento o desarrollo del
cultivo. Las arvenses al ser reservorios virales mantienen una alta probabilidad de que
exista un flujo viral entre las plantas de fiame, las arvenses asociadas y un mismo vector
natural (Asala et al., 2014).

El rendimiento del cultivo de fiame puede verse afectado no solo por la incidencia de
plagas, sino también por la carencia de material de propagacion de buena calidad.
Tradicionalmente, este cultivo se propaga de forma agamica por fracciones de tubérculos,
las que al sembrarse de un afio para otro en el campo pueden ir acumulando entidades
patégenas, por lo que es necesario un programa de rescate de semillas para incrementar
las areas de produccion del cultivo (Rodriguez, 2000). La falta de semillas de calidad

resulta el factor limitante de la produccion local en el sector privado (Borges et al., 2011).

El Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT) se cred con el objetivo de
solucionar estas problematicas. De esta forma, el INIVIT provee a los productores de
semillas de calidad, asi como de una metodologia de micropropagacién y conservacion
gue permita el manejo efectivo de la produccion agricola. Este Instituto ha permitido
diversificar las producciones y crear un banco de germoplasma necesario para garantizar

un aumento de la produccion de fiame (Borges et al., 2011).

Teniendo en cuenta que en las Biofabricas existe una metodologia para la
micropropagacién de los principales genotipos comerciales de fiame del Banco de

Germoplasma del INIVIT y la demanda de este tubérculo en Cuba, resulta necesario
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caracterizar los virus de mayor impacto negativo en el cultivo, por el peligro potencial que

esto podria significar en la diseminacion por todas las &reas cultivables en el pais.

Ante esta problematica se planted la siguiente hipotesis cientifica: La caracterizacion
biolégica y molecular de potyvirus en Dioscorea spp. en el Banco de Germoplasma de
fiame del INIVIT pudiera contribuir a la implementacién de tacticas eficientes de manejo

de enfermedades virales en el cultivo.

Objetivo general
Caracterizar los potyvirus en Dioscorea spp. en el Banco de Germoplasma de fame del
INIVIT.

Objetivos especificos

1. Describir la sintomatologia presente en plantas de Dioscorea spp. en el Banco de
Germoplasma de fiame del INIVIT.

2. Caracterizar molecularmente los potyvirus asociados al cultivo del fiame del Banco de
Germoplasma del INIVIT.

3. Determinar los hospedantes alternativos de potyvirus asociados a Dioscorea spp.



2. Revision Bibliografica
2.1 Generalidades del género Dioscorea L.
2.1.1 Descripcién y caracterizaciéon

Los fiames (Dioscorea spp.), estan clasificados en la familia Dioscoreaceae Yy
representados por unas 644 especies, por lo que comprenden el género mas grande de
esta familia. Estas plantas son monocotiledéneas tropicales, escaladoras, dioicas,
tubulares, anuales o perennes (Govaerts et al.,, 2007; Mignouna et al., 2007; Lebot,
2008). El fiame cultivado proporciona un alimento basico para millones de personas en
Africa, América del Sur, Asia y el Pacifico (Risimeri, 2000), y constituye una fuente
valiosa de alimento (Tabla I) en tiempos de hambruna y escasez (Kumar et al., 2017;
Sukal et al., 2017). Ademds, proporcionan valiosos compuestos farmacolégicamente
activos (Tabla Il) en la medicina tradicional (Lebot, 2008). La produccién de flame es mas
alta en Africa occidental, que representa el 95% de la produccion total mundial (Mignouna
et al., 2008; Asiedu y Sartie, 2010; FAOSTAT, 2018).

Tabla I. Contenido de nutrientes del fiame en comparacion con otros cultivos.

Composicion Cultivos comerciales
Frijol
Maiz  Arroz  Trigo Papa Yuca  (verde) Name
Agua 10 12 13 79 60 68 70
Proteina 9,4 7,1 12,6 2,0 1.4 13,0 15
Grasa 4,74 0,66 1,54 0,09 0,28 6,8 0,17
Carbohidratos 74 80 71 17 38 11 28
Fibra 7,3 1,3 12,2 2,2 1,8 4,2 4,1
Azlcar 0,64 0,12 0,41 0,78 1,7 0 0,5

Dentro del gran nimero de especies del género Dioscorea solo 25 son comestibles
(Gonzalez, 2012), y Dioscorea sect. Rajania es endémica de las islas del Caribe
(Bahamas, Antillas Mayores y Antillas Menores). En Cuba se encuentran 17 especies
nativas, 12 de ellas endémicas, mas dos exéticas naturalizadas y tres ocasionalmente
cultivadas (Gonzalez, 2012; Contreras, 2013; Pérez-Camacho y Raz, 2017). Alrededor de
10 especies son econémicamente importantes como plantas cultivadas. El cultivo de este

tubérculo se clasifica como el cuarto cultivo de raices mas importante por su produccién



después de la papa, boniato y yuca. En 2016, la produccién mundial de fiame se estimé
en alrededor de 66 x 10°t (FAOSTAT, 2018).

Tabla 1. Compuestos bioactivos comunes presentes en las distintas especies de

Dioscorea.
Compuestos Usos Especies Fuentes
Diosgenina Sintesis de farmacos Dioscorea deltoidea Ashay Nair (2005)
esteroideos Wall. ex Griseb
Sapogenina  Efecto antiinflamatorio  Dioscorea sp. Martin (1969)
Saponina Infecciones de la piel Dioscorea sp. Nayaboga (2014)
Cyanidin Exhibe inhibidores de Dioscorea sp. Hou et al. (2000)
la tripsina
Flavonoides Infecciones de la piel Dioscorea belophylla Poornima y
(Prain)  Voigt ex Ravishankar (2007)
Haines
Alantoina Desintoxicacion del Dioscorea sp. Fujihara y Yamaguchi
amoniaco (1978)
Dioscorine Control de la natalidad  Dioscorea bulbifera Adetoun y Ikotun
L. (1989)
Compuestos Infecciones de la piel Dioscorea Kumar y Jena (2014)
ohendlicos pentaphylla L.

El fiame se propaga y se distribuye ampliamente en los trépicos y subtrépicos del mundo.
Més de 300 millones de personas sobreviven a la pobreza debido a que el hiame es una
fuente de alimentos y medio para generar ingresos (Mignouna et al., 2003). En adiccion,
puede procesarse para su uso picado, hervido, asado o frito, y se puede secar para

producir harina de fiame (Adeniji et al., 2012; Oluwole et al., 2013).
Su ubicacién taxonémica, segun Janssens (2001), es la siguiente:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Dioscoreales

Familia: Dioscoreaceae

Género: Dioscorea

La morfologia de los tubérculos, la direccién del torcido del vastago, el dioecy y la forma

del ala de la fruta/semilla son los caracteres fenotipicos mas importantes para la
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clasificacion sistematica del género (Wilkin et al., 2005). El género agrupa plantas
geodfitas herbaceas, monocotiledonea, que presentan algunas caracteristicas de las
dicotiledéneas, tales como reticulado veteado, acechado hojas nerviosas, haces
vasculares dispuestos circularmente en el tallo, y el latdn posicion eral del pistilo.
Generalmente dioicas, en Cuba son hermafroditas, aunque pueden llegar a ser

excepcionalmente monoicas, con rizomas o tubérculos carnosos y sin zarcillos.

El tallo es anual o plurianual, voluble y trepador o procumbente, rara vez erecto o nulo.
Generalmente se observan dos zonas, una de tallo rizomatoso subterrdneo con tendencia
a mantenerse perenne y otra de tallo aéreo herbaceo. Esta Ultima parte del tallo es
trepadora, busca apoyo en arboles y arbustos hasta alcanzar varios metros de longitud,
se enrolla a la izquierda o derecha segun la especie. Puede ser alado, con espinas o0 sin
espinas, pubescente o no pubescente y circular, rectangular o poligonal en la seccion

transversal (Contreras, 2013).

Segun Pérez-Camacho y Raz (2017), los haces vasculares comunmente estan
dispuestos en dos circulos concéntricos. Las hojas no presentan estipulas (raramente
con pseudoestipulas), son simples o digitado-compuestas, enteras o palmeado-
lobuladas. Presentan un tamafio mediano, son largamente pecioladas y de forma
acorazonada. Se disponen de manera opuesta y/o alterna en la misma planta. Las
inflorescencias se ubican axilarmente, pueden llegar a ser solitarias o en fasciculos de
dos a ocho, en panicula, racimo o espiga de cimas, a menudo reducidas a una flor. Estas
flores son pequefias, unisexuales, actinomorfas (en Cuba) o ligeramente zigomorfas. Las
flores masculinas se encuentran en gran namero sobre panojas, constan de un caliz con
tres sépalos y una corola con tres pétalos; normalmente presentan verticilos cada uno

con dos estambres.

El perianto es epigino, biseriado, rotaceo, campanulado, infundibuliforme o tubular;
presenta seis tépalos, petaloides, concrescentes al menos en la base. Se distinguen seis
estambres, biseriados, tres de estos a veces son estériles o incluso pueden llegar a estar
ausentes. Los filamentos son libres o en ocasiones concrescentes en la base hasta
formar un tubo, insertados en el perianto o0 en el tAlamo. Presenta dos anteras loculares,
tetrasporangiadas, de dehiscencia longitudinal, las tecas son concrescentes o distintas,
raramente separadas por un conectivo largo, apendiculado. El fruto es una céapsula
loculicida (generalmente triloculares) o indehiscente, samaroide o abayado. Las semillas
son pequefias, planas (o globosas), con o sin ala; EI endospermo es copioso, sin
almidon, rodeando el embridn y de color claro (Contreras, 2013; Pérez-Camacho y Raz,
2017).



Algunas especies de Dioscorea producen bulbillos (tubérculos aéreos), mientras que
otras forman tubérculos subterraneos de formas que van desde casi esférico hasta
completamente irregulares, de color y tamafio variable dependiendo de la especie y las
condiciones ambientales (Alvarez, 2000). El tubérculo esta formado por la cabeza, el
cuerpo y la cola, presenta raices adventicias y una estructura llamada cormo. El
tubérculo crece por un meristemo apical, generalmente con geotropismo negativo. Esta
cubierto por una corteza corchosa, derivada de un felégeno que permanece activo adn

después de que se cosecha.

Debajo de la corteza se halla la zona cortical, formada por parénquima con bajo
contenido de almidén e inmediata la zona de meristemos del que derivan las yemas. La
mayor porcién del tubérculo la ocupa el cilindrico central, formado por parénquima rico en
almidon, hay haces vasculares numerosos, que aparecen rodeados de parénquima
menos denso, por lo que se destacan como areas mas claras en un corte transversal del
tubérculo. Hay ademas fibras, cristales de oxalato de calcio y canales de mucilago y en
algunas especies aparecen areas con antocianinas que le dan un color morado a la
pulpa, en donde el color basico de ésta varia del blanco al amarillo (Contreras, 2013). El
tubérculo es la parte alimenticia que puede ser uno o varios y llegan a pesar hasta 20 kg.
Los andlisis nutricionales han mostrado que el tubérculo de filame aventaja a otras raices

y tubérculos en contenido de aminoéacidos y proteinas (Alvis et al., 2009).

El género Dioscorea se divide en secciones taxonémicas: las 10 especies que se utilizan
como cultivos alimentarios pertenecen a cinco secciones diferentes, a saber,
Enantiophyllum (Dioscorea alata L., Dioscorea cayennensis Lam., Dioscorea nummularia
Lam., Dioscorea opposita thunb., Dioscorea rotundata Poir. y Dioscorea transversa
R.Br.), Combilium (Dioscorea esculenta Lour.), Opsophyton (Dioscorea bulbifera L.),

Macrogynodium (Dioscorea trifida L. f.) y Lasiophyton (Dioscorea pentaphylla L.).

Los fiames en la seccion Enanthiophyllum producen de uno a tres tubérculos grandes y
tienen tallos alados que se entrelazan a la derecha (en sentido contrario a las agujas del
reloj), con bulbillos ocasionales. De manera similar, los fiames en la seccion Combilium
tienen tallos que también se enroscan a la derecha, pero tienen numerosos tubérculos
mas pequefios. Los flames de la seccién Opsophyton producen bulbillos aéreos con los
tallos que giran hacia la izquierda (en el sentido de las agujas del reloj), mientras que
Macrogynodium produce pequefios tubérculos, con tallos sin espinas que giran hacia la

izquierda (Mignouna et al., 2002; Girma et al., 2016).

La seccién Lasiophyton produce un grupo de tubérculos de tamafio mediano, con tallos

gue se entrelazan a la izquierda y con grandes espinas en el tallo (Lebot, 2008). Sin
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embargo, aln guedan algunas controversias con respecto a la taxonomia del Aame,
particularmente para los guinea fiames cultivados y sus parientes silvestres (Terauchi et
al., 1992; Ramser et al., 1997; Mignouna et al., 2002; Girma et al., 2016).

Estudios citolégicos sobre Dioscorea spp. determinaron el nUmero del cromosoma basico
de x =9y x = 10 en las especies de América, Europa y Africa, mientras que las especies
de Asia y Oceania tienen el nimero del cromosoma basico de x = 10 (Essad, 1984). Sin
embargo, investigaciones posteriores han revelado que D. rotundata, la cual se pensaba
gue era una especie tetraploide (2n = 40), es un diploide con un nimero de cromosoma
basico de x = 20 (Scarcelli et al., 2005). Del mismo modo D. trifida (2n = 80), que se
considerd octoploide, es en realidad un tetraploide con un nimero de cromosoma basico
de x = 20 (Bousalem et al., 2006).

Se considera que D. alata tiene un nimero de cromosoma basico de x = 10 (Mignouna et
al., 2008). Sin embargo, un estudio méas reciente proporcioné evidencia genética para
confirmar diploidia de plantas con 2n = 40 cromosomas, por lo tanto, apoyando la
hipétesis de que las plantas con 2n = 40, 60 y 80 cromosomas son diploides, triploides y
tetraploides, respectivamente, con el nimero cromosémico basico de D. alata siendo x =
20 (Arnau et al., 2010). Ademas, se han observado niveles variables de ploidia dentro de
D. nummularia (2n = 3x = 60 a 2n = 6x = 120) (Lebot et al., 2017).

2.1.2 Origen y distribucién

Se cree que las principales especies cultivadas de fiame se originaron en las areas
tropicales de tres continentes separados, incluyendo (i) Africa (principalmente Africa
occidental para D. rotundata, D. cayennensis y D. dumetorum), (ii) la regidon que
comprende el sur Asia oriental y el Pacifico sur (D. alata y D. esculenta) y (iii) América del
Sur (D. trifida). La ocurrencia de Dioscorea spp. en el sur de Asia, Africa y América del
Sur son anteriores a la historia de la humanidad, con eventos de domesticacién que
ocurren independientemente en América, Africa, Madagascar, el sur y sureste de Asia y
Oceania (Ayensu y Coursey, 1972; Lebot, 2008; Arnau et al., 2010; Bhattacharjee et al.,
2011).

Aunque todavia existe un debate sobre el origen de D. alata, ya que adn no se ha
encontrado en su estado salvaje, los estudios que utilizan marcadores de AFLP (del
inglés: Amplified Fragment Length Polymorphism) muestran que estd estrechamente
relacionado con D. nummularia y D. transversa (Malapa et al., 2005), que estan
restringidas a las islas del sudeste asiatico y Oceania. Por lo tanto, por asociacion, se ha

propuesto que D. alata puede pertenecer a un grupo de genes del sur de Asia y el



Océano que se limita a las antiguas regiones sahulianas y balaceanas (Lebot, 1997;
Arnau et al., 2010).

El cultivo de fiame ocurre en muchas regiones tropicales. Sobre la base de los datos de
produccion anual publicados por las estadisticas de la FAO, el iame se cultiva en 61
paises diferentes (FAOSTAT, 2018). Sin embargo, esta no es una lista completa ya que
algunos paises (como China) no proporcionan estadisticas anuales de produccion a la
FAO. D. alata es la especie mas ampliamente distribuida en los trépicos himedos y semi-
himedos vy, junto con D. rotundata y D. cayennensis, que son indigenas de Africa
Occidental, es el flame mas importante en términos de cantidad producida y
comercializad (Lebot, 2008; Asiedu y Sartie, 2010). D. alata (también conocido como
flame mayor) junto con D. esculenta (también conocido como fiame menor) es la especie
de fiame cultivada mas importante en el Pacifico. Si bien D. esculenta es importante
como una especie de alimento basico y es la especie dominante cultivada por las
comunidades dependientes del iame de Papua Nueva Guinea, D. alata aln conserva un
alto estatus de su uso en fines culturales y ceremoniales en todo el Pacifico (O’Sullivan,
2010).

2.1.3 El hame en Cuba

En Cuba, el fiame se cultiva tradicionalmente en las regiones oriental y central del pais,
en este cultivo los tubérculos subterrdneos son la parte Gtil de la planta, tanto para el
consumo, como para semilla en la proxima siembra. Este cultivo se ha venido
propagando de forma agamica por fracciones de tubérculos, las que al sembrarse de un
afio para otro en campo pueden ir acumulando patdgenos, por lo gue es necesario un
programa de rescate de semillas para incrementar las areas de produccién del cultivo
(Rodriguez, 2000). El INIVIT mantiene un Banco de Germoplasma de Dioscorea spp. con
aproximadamente 120 accesiones pertenecientes a seis especies segun MINAG (2018),
D. alata, D. rotundata, D. cayennensis, D. bulbifera, D. esculenta y D. trifida.

Se ha producido un incremento en cuanto a las areas del cultivo del fiame y los
volimenes de produccion cosechados. Analizando el periodo 1997-2004, el éarea
destinada al cultivo del fiame ha crecido desde 2 100 hasta 7 500 ha mientras, que la
produccién aument6 de 6 400 a 17 000 t (MINAG, 2004). Sin embargo, podemos afirmar
gue los rendimientos se mantienen relativamente bajos pues solo alcanzan las 3,8 t ha?,
en buena parte debido a la carencia de semilla de calidad agronémica y con certificacion

fitosanitaria.



2.2 Problemas fitosanitarios que afectan el cultivo
2.2.1 Plagas y enfermedades

Los problemas fitosanitarios del cultivo son importantes en funcién de la disminucion de la
productividad y de las pérdidas observadas durante el transporte y almacenamiento con
la consecuente depreciacién del producto para los mercados internos y externos (Moura,
2005).

El hiame es susceptible a gran variedad de plagas y enfermedades durante el ciclo del
cultivo y su poscosecha. En las &reas productoras del cultivo se ha informado la
ocurrencia de plagas y enfermedades que constituyen una limitante en su produccién
(Degras, 1993; Mantell, 1994). Se estiman pérdidas en los rendimientos de alrededor del
25% causadas por plagas y enfermedades. Las principales plagas del iame son los
nematodos, hormigas, insectos y roedores (Onwueme, 1978; Onwueme y Charles, 1994;
Sudheerm, 2015). Dentro de las enfermedades aparecen las causadas por hongos,
bacterias y virus (Degras, 1993; Hughes et al., 1997).

Los insectos que afectan al iame son los escarabajos, las chinches y las hormigas. Los
mismos se alimentan de los tubérculos afectandolos cuantitativa y cualitativamente, y
creando puertas de entradas a otros organismos patégenos oportunistas, que provocan el
deterioro posterior de la produccion fundamentalmente durante la poscosecha (Adeniji,
1970). El escarabajo Heteroligus meles (Billberg) afecta al fiame en toda Africa mientras
gue Heteroligus appius (Burmeister) es importante en el sur de Nigeria (Coursey, 1967).
La chinche del Aame, Aspidiella hartii Cockerell, infestan los tubérculos y, en ocasiones,
el follaje, lo que causa un gran crecimiento. Los tubérculos almacenados son
particularmente susceptibles al ataque. Las chinches del fiame se informan en Africa,
Asia, América Central, las islas del pacifico y las Indias Occidentales (Salerno et al.,
2018).

El nematodo del fiame (Scutellonema bradys Steiner y Le Hew) y el nematodo de las
agallas de las raices (Meloidogyne spp.) son las plagas de mayor importancia de cultivo y
estan informadas en la mayoria de las areas productoras (Kwoseh et al., 2007). Varias
especies de Pratylenchus son informadas afectando este cultivo en Puerto Rico y el
sudeste asiatico (Kermarrec et al., 1991). Estos causan lesiones debajo de la piel del
tubérculo que son amarillas al principio, y se convierten en manchas oscuras de color
marron oscuro que pueden cubrir la superficie del tubérculo en tubérculos muy

infestados.
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La infeccion a menudo comienza antes de la cosecha y continla en el almacenamiento,
lo que lleva a una pérdida de alimentos y material de siembra para el cultivo de la
proxima temporada (Siddigi, 1972). Las mayores pérdidas durante el periodo de
almacenamiento poscosecha estan relacionadas con la interaccién entre nematodos (S.
bradys, Meloidogyne spp. y Pratylenchus spp.), hongos y bacterias, y en menor medida a

factores ambientales como la humedad y la temperatura (Bridge, 1972).

La antracnosis es la enfermedad fungosa mas importante del flame, causada por
Colletotrichum gloeosporioides Penz. (Onwueme y Charles, 1994). Esté distribuida en las
regiones tropicales y es la enfermedad, causada por hongos, de mayor prevalencia en
todas las regiones productoras (Adebanjo y Onesirosan, 1986). La enfermedad esta
asociada al surgimiento de manchas carmelitas en las hojas jévenes que crecen a
medida que estas maduran. Las hojas maduras de los cultivares susceptibles a la
antracnosis se ennegrecen rapidamente en respuesta a la luz solar y la presencia de
numerosas esporas de C. gloeosporioides, que germinan (Winch et al.,, 1993). Otra
enfermedad fungica del fiame es la mancha y el tizén foliar causado por Curvuloria spp.
(Onwueme, 1978).

Algunas enfermedades causadas por bacterias se han reportado en el iame (Amusa et
al., 2003; Asare-Bediako et al., 2007). Sin embargo, no se atribuyen pérdidas econdémicas

de importancia a las mismas (Olivera et al., 2005).
2.2.2 Virus gue infectan el Aame (Dioscorea spp.)

Los virus se encuentran entre los factores mas importantes que amenazan la produccion,
la productividad del filame y el movimiento seguro de los germoplasmas. Los virus que
afectan al Aame se dividen en seis géneros principales: Potyvirus, Potexvirus,
Badnavirus, Carlavius, Cucumovirus y Comovirus. Estos virus varian significativamente
en su incidencia, distribucién y gravedad en el rendimiento y la calidad del tubérculo en
funcion de las agroecologias en que se cultivan los fiames (Yeyeh et al.,, 2014). La
deteccibn de su ocurrencia y la evaluacion de su variabilidad en las diferentes
agroecologias de los tropicos y supratrépicos es el area principal de estudios (Lebas,
2002).

Género Badnavirus

Los badnavirus (Familia: Caulimovirideae; Género: Badnavirus) son virus de ADN
baciliformes sin envoltura con un genoma monopartito que contiene alrededor de 7,2 a

9,2 kb de ADNdCc con tres a siete marcos de lectura abiertos. Son géneros genéticamente
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y serolégicamente diversos de virus que tienen particulas baciliformes de 25-30 x
120 nm.

Segun Bhat et al. (2016), son uno de los grupos de virus de plantas mas importantes y
han surgido como patdgenos serios que afectan el cultivo de varios cultivos horticolas en
los trépicos, especialmente banano, pimienta negra, cacao, citricos, cafia de azlcar, taro
y lame. Algunos virus del género Badnavirus también se conocen como virus endégenos
integrados en sus genomas anfitriones y algunos de estos virus enddgenos pueden
activarse, por ejemplo, a través del estrés abidtico, dando lugar a formas episomales
infecciosas. En el Caribe, un virus baciliforme se asocié con una enfermedad interna de la
mancha marrén. Dioscorea alata badnavirus (DaBV) y el badnavirus Dioscorea bulbifera
serolégicamente relacionado (DbBV) se detectaron en un rango de especies de fiame de

Africa Occidental utilizando antisueros especificos.
Género Cucumovirus

El Cucumber Mosaic Virus (CMV), género Cucumovirus, €s una especie con varias cepas
0 subespecies seroldgicamente y genéticamente distintas. Las particulas de los virus son
isométricas y tienen un didmetro de aproximadamente 30 nm. La especie en su conjunto
tiene un rango de hospedante muy amplio, pero tiende a haber cierta especializacion
dentro de las cepas o0 subespecies. Las infecciones por CMV en el fiame tienden a ser
esporadicas, lo que sugiere que surgen de un encuentro casual entre un vector virulifero

y la planta del iame.

Sin embargo, ocasionalmente, la incidencia de CMV en el fiame puede ser alta a nivel
local. Se han informado cepas de CMV que infectan D. alata, D. trifida y D. rotundata en
Africa Occidental, el Caribe, América del Sur y el Pacifico Sur (Migliori y Cadilhac, 1976).
El CMV ha sido detectado en Guadalupe, Costa de Marfil y Nigeria (Hughes et al., 1997).
Recientemente, andlisis realizados en las principales zonas productoras en Ghana, Togo
y Benin revelaron, por primera vez, la aparicion de la infeccion por CMV en el iame (Eni
et al., 2008).

La deteccion de este virus en los otros tres paises africanos (Ghana, Togo y Benin) trajo
la necesidad de desarrollar anticuerpos policlonales a partir de aislados de fiame de CMV
para asegurar la deteccién de otros serotipos del CMV para los cuales no hay anticuerpos
policlonales. La producciéon de anticuerpos policlonales contra el CMV mejora el
monitoreo y la prevencion de la propagacion de la infeccibn por CMV en regiones

productoras de fiame (Eni et al., 2010).
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Género Potexvirus

El Dioscorea latent virus (DLV) es el tnico miembro del género Potexvirus que se sabe
que infecta el flame. Se ha informado en Puerto Rico y no causa sintomas en D.
composita o D. floribunda (Lawson et al.,, 1973). Puede transmitirse mecanicamente a
varias especies de indicadores herbaceos como Nicotiana benthamiana y Nicotiana
megalosiphon, causando nuevamente una infeccion sin sintomas. El DLV se encuentra a
menudo en asociacion con el Dioscorea alata virus (DAV) y la deteccion generalmente se
realiza mediante ELISA (del inglés: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando un

antisuero policlonal.
Género Comovirus

El Dioscorea mottle virus (DMoV) pertenece al género Comovirus que tiene particulas
isométricas, de 20 a 30 nm de diametro, y un genoma bipartito de ARN monocatenario.
Se ha encontrado que el DMoV puede infectar a D. alata en Nigeria y es probable que se
distribuya en Africa occidental. Los sintomas en D. alata incluyen clorosis leve (tension de
clorosis leve), moteado (moteado moteado) y necrosis (cepa de necrosis). Este virus es
transmisible mecanicamente a partir de D. alata, y se cree que el vector natural es un
escarabajo. EI DMoV puede transmitirse mecanicamente a las plantas indicadoras Vigna

unguiculata, Glycine max, Chenopodium murale, C. amaranticolor y C. quinoa.
Género Potyvirus

Los potyvirus constituyen un grupo de virus importante que causa graves dafios
econdmicos a diversos cultivos. Se cree gue son responsables de aproximadamente el
40% de todas las enfermedades de plantas de origen viral. Las particulas de potyvirus
son barras fiexuosas de 680 a 900 nm de longitud y contienen una molécula de ARN
gendmico monocatenario de sentido positivo de aproximadamente 10 kb, que esta
recubierto por un solo tipo de proteina de la capside (Kwak et al., 2015). Se caracterizan
por una regiéon no traducida 5 '(UTR), un gran marco abierto de lectura (ORF; del inglés:
Open Reading Frame) y una UTR 3'. Son el género de virus de ARN mas grande y
econOmicamente mas importante de los grupos y familias de virus de plantas

reconocidos.
Organizacién del genoma

El genoma de los potyvirus posee una simple cadena de acido ribonucleico (ARN) en
sentido positivo (Adams et al.,, 2011), con aproximadamente 10 000 nucleétidos
(Riechmann et al., 1992) y un unico marco de lectura abierto (Urcuqui-Inchima et al.,

2001). Los miembros de este género presentan un genoma constituido por un marco
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abierto de lectura, (ORF: del inglés: Open Reading Frame) que codifica 10 proteinas: P1,
HC-PRO, P3, 6K1, CI, 6K2, Nla-VPg, Nla-Pro, NIb y CP (Fig. 1). Recientemente fue
descubierto el marco de lectura abierto PIPO (del inglés: Pretty Interesting Potyviridae
ORF) mediante un alineamiento multiple de 48 especies virales de la familia Potyviridae
realizado por (Chung et al., 2008) y la verificacién de una sobreposicidn en parte del gene
P3. PIPO esta relacionada con el movimiento de los virus en la planta (Wei et al., 2010;
Wen y Hajimorad, 2010). Variantes de este marco de lectura abierto se han informado
como PISPO (del inglés: Pretty Interesting Sweet Potato Potyviral ORF) en potyvirus del
boniato (Mingot et al., 2016).
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Figura 1. Mapa genético tipico de un miembro del género Potyvirus (Wylie et al., 2017).

Las funciones de las proteinas virales son:

P1. Procesamiento proteolitico, serin proteasa (Verchot y Carrington, 1995b),
multiplicacién viral (Verchot y Carrington, 1995a), potenciador de la supresion de PTGS
(Kasschau y Carrington, 1998) y supresor per se en algunos casos (Lopez-Moya et al.,
2015). Posible determinante de huésped (Valli et al., 2007).

HC-Pro: Procesamiento proteolitico como cisteina proteasa de tipo papaina (Carrington et
al., 1989), transmisién por pulgones (Kassanis y Govier, 1971), movimiento célula-célula
(Rojas et al.,, 1997) y a larga distancia (Cronin et al.,, 1995), supresor PTGS

(Anandalakshmi et al., 1998), sinergismo y determinante de huésped (Saenz et al., 2002).

P3: Amplificacion viral (Rodriguez-Cerezo et al., 1993), determinante de patogenicidad
(Saenz et al., 2000).

6K1: Determinante de patogenicidad (Merits et al., 2002). Recientemente descrita como

proteina madura in vivo en plantas infectadas con PPV (Waltermann y Maiss, 2006).

C1: Replicacion viral, actividad helicasa (Lain et al., 1991), movimiento célula-célula
(Carrington et al., 1998; Sorel et al., 2014).

6K2: Amplificacién viral (Merits et al., 2002). Anclaje del complejo de replicacion a

membrana (Schaad et al., 1997a).

VPg: Unién covalente al extremo 5  (Oruetxebarria et al., 2001), traducciéon del ARN
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gendmico (Schaad et al., 2000), determinante de huésped (Schaad et al., 1997b). A
menudo se encuentra fusionada a Nla-Pro. Localizada en el nlcleo formando inclusiones

nucleares junto a Nib.

Nla-Pro: Serin proteasa con cisteina en el sitio activo, encargada del procesamiento
proteolitico de la poliproteina viral (Riechmann et al., 1992). Generalmente fusionada a

VPg por baja eficiencia del procesamiento entre ambas.

NIb: ARN polimerasa dependiente de ARN (Hong y Hunt, 1996), forma inclusiones

nucleares, estéa relacionada con la replicacion del genoma.

CP: Ensamblaje viral (Voloudakis et al., 2004), transmision por pulgones (Harrison y
Robinson, 1988), movimiento célula-célula y sistémico (Dolja et al., 1994; Rojas et al.,

1997), amplificacion viral (Mahajan et al., 1996) y determinante de patogenicidad.
PIPO: Movimiento viral (Wei et al., 2010; Cheng y Wang, 2017).
Los potyvirus del iame

Varios miembros del género potyvirus se informaron en afectaciones al cultivo del fiame,
entre los que destacan: YMV, Dioscorea alata potyvirus (DaV), Dioscorea greenbanding
mosaic virus (DGBMV), Nigerian yam mosaic (YV-N), Dioscorea greenbanding virus
(DGBV), Dioscorea trifida potyvirus (DTV), Dioscorea alata ring mottle virus (DARMV),
Japanese yam mosaic virus (JYMV) y Dioscorea dumetorum potyvirus (DDV) (Lebas,
2002).

El YMV es el virus mejor caracterizado en el cultivo. Su primer informe se realizd
afectando D. cayennensis en Costa de Marfil y se ha encontrado posteriormente
afectando otras especies de flame (Bousalem et al., 2000). Es un virus de ARN de simple
cadena, sus viriones tienen una longitud de 785 nm, se transmite tanto mecanicamente
como por afidos vectores. Puede causar clorosis y mosaicos severos, bandeado verde en
las venas, atrofiamiento severo de las guias llevando a la reduccién de la capacidad
fotosintética del cultivo. Con efectos perjudiciales sobre el rendimiento del tubérculo (Odu
et al., 2001; Séka et al., 2014).

Los aislados de YMV se separaron en dos serogrupos, basado en su reaccién con
anticuerpos monoclonales. La secuencia nucle6tidica completa del asilado de Costa de
Marfil se ha comparado con posteriores secuencias de nuevos aislados revelandose la
presencia de motivos conservados caracteristicos del género de los potyvirus (Aleman et
al., 1996; Duterme et al., 1996). La variabilidad genética entre diferentes aislados se
considera alta, lo cual se atribuye a eventos de recombinacién, asi como a la
acumulacién de mutaciones (Bousalem et al., 2000).
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Varios potyvirus estan relacionados al YMV serolégicamente y en cuanto a rango de
hospedante. Un ejemplo es DGBMV en Africa Occidental relacionado serologicamente
con el YMV y que parece idéntico al YV-N, pero nunca se ha encontrado en D. trifida y
nunca en combinacion con el CMV (Porth et al., 1987). Entre los virus que afectan el
cultivo el YMV es el agente causal de la enfermedad viral mas importante y puede causar
severas pérdidas en el mismos; se han documentado reducciones en los rendimientos de

entre 50 y 65% en cultivares de D. rotundata en Nigeria (Adeniji et al., 2012).

El YMMV es el segundo de mayor prevalencia en el cultivo después del YMV. El YMMV
se ha informado en D. alata en Africa, Asia y Oceania (Atiri et al., 2003). Fue originalmete
descrito como Virus | del fiame, pero es sindbnimo del Dioscorea alata virus (DaV)
(Mumford y Seal, 1997; Odu et al., 1999), luego que se mostraron las primeras evidencias
moleculares para la clasificacion del YMMV como un potyvirus distinto. Analisis de la
secuencia de nucledtidos del gen de la proteina de la capside del YMMV revelan
sustanciales diferencias tanto del YMV como del JYMV. El YMMV es transmitido por

afidos vectores y de forma mecanica, aunque con baja eficiencia (Odu et al., 1999).
Hospedantes alternativos de potyvirus

Las arvenses relacionadas con el iame pueden convertirse en fuente de inéculo para las
plantas durante la préxima temporada de crecimiento (Alegbejo y Kashina, 2000; Asala et
al., 2014). Estudios realizados Gumedzeo (2002), Moran et al. (2002) y Amusa et al.
(2003) identificaron virus de fiame en arvenses que no estaban asociadas con campos de
cultivo. Sin embargo, Mukhtar et al. (2012) identificaron el YMV en 16 muestras de

arvenses y en alrededores de los campos de fiame.
Enfermedades virales en el germoplasma cubano de fiame

En Cuba, Hernandez et al. (2001) informaron una sintomatologia asociada a la presencia
de particulas similares a las descritas para el grupo de los potyvirus. Borges et al. (2011)
determinaron reacciones positivas para el YMMV en un clon de D. alata en la regién de
Baracoa, mediante el uso de la reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

Diagnéstico de las enfermedades del iame

La deteccion rapida y precisa de los virus del fiame es vital para la gestién y el control de
la enfermedad, pero el diagndstico de los virus del iame plantea una serie de problemas.
La variabilidad de los sintomas causados por cambios en los factores ambientales, las
diferencias en los cultivares o variedades de fiame y/o las cepas de los virus hacen que

los diagndsticos de campo no sean confiables. Varios métodos para la deteccion e

16



identificacion de virus en muestras de plantas, en general, se han desarrollado y utilizado

con éxito.

La eleccion de qué método utilizar para un experimento especifico depende en gran
medida de: la sensibilidad y la especificidad, el periodo de tiempo en el que se completa
la prueba, la disponibilidad de las instalaciones y la informacion disponible sobre el
patégeno en estudio. En general, las técnicas de diagndstico en la deteccion de virus se

dividen en dos categorias debido a las propiedades intrinsecas del propio virus.

Los métodos se basan en la deteccion de la proteina de la capside y acidos nucleicos
gendmicos como ensayos de ELISA e inmunotransferencia (DIBA), cuyo limite de
deteccion de la proteina viral (LOD) es de 1 a 10 ng/ml de savia, y la reaccion en cadena
de la polimerasa de transcripcién inversa (RT)-PCR, siendo esta Ultima mas sensible que

otros métodos que alcanzan un LOD de 1 fg/ml de ARN de virus (Fenby et al., 2010).

En general, los diferentes métodos para la deteccion e identificacién de un patégeno se
pueden agrupar en una de las tres categorias: 1) bioensayo 2) inmunoensayo 3) técnicas
basadas en acido nucleicos (Naidu y Hughes, 2001; Craig et al., 2004; Jeong et al., 2014;
Kumlachew, 2015; Martinelli et al., 2015; Patel et al., 2016).

Bioensayo

Hasta el momento en que se desarrollaron métodos basados en proteinas y acidos
nucleicos, la observacion visual y el uso de plantas herbaceas indicadoras se habian
utilizado para la deteccién e identificacién de patdégenos causantes de enfermedades (De
leeuw, 1972). La sintomatologia y los estudios de transmision se utilizaron como un
método biologico para el diagnostico de la enfermedad del virus del fiame (Terry, 1976).
Los sintomas en las plantas se usan comunmente para caracterizar una enfermedad que
tiene etiologia viral y para el asfalto de plantas enfermas en un intento por controlar la
enfermedad. La inspeccion visual es relativamente facil cuando los sintomas son
caracteristicas claras de una enfermedad especifica. Sin embargo, muchos factores,
como la cepa del virus, el cultivo/variedad de la planta huésped, el momento de la
infecciéon y el medio ambiente pueden influir en los sintomas que se presentan (Matthews,
1980).

Ademas de estos, los sintomas pueden ser muy leves e inconclusos, o las plantas
infectadas pueden no tener sintomas, como resultado, este método de diagnéstico no es
lo suficientemente eficiente ni lo suficientemente consistente como para ser usado de
manera rutinaria para la identificacién y deteccién de virus, y por lo tanto no son utiles

para la certificacién de material de siembra de fiame.
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Sin embargo, el bioensayo mediante el uso de una serie de plantas indicadoras sigue
siendo una herramienta indispensable para la deteccion e identificacion de virus de
plantas y los sintomas originales siguen siendo de gran importancia para la denominacion
de virus de plantas (Mulholland, 2009). Estos métodos siguen siendo utiles en las etapas

preliminares de la investigacion de nuevos virus.
Inmunoensayos (Serologia)

La serologia se usa hace casi cien afios. Se utilizan dos tipos de anticuerpos en el
desarrollo de pruebas de sero-diagnéstico, anticuerpos policlonales y monoclonales,
preparados por diferentes protocolos. Los antisueros policlonales son inespecificos y
contienen anticuerpos contra todos los epitopos disponibles en el antigeno. Esta
capacidad los hace utiles cuando la naturaleza del antigeno es desconocida y menos
sensible a los cambios de antigenos y proporciona una sefial mas robusta debido a la

deteccion de multiples epitopos.

Los anticuerpos monoclonales son para la serologia una revolucién mucho mas profunda
gue el método policlonal. Su principio es: los antigenos mas a menudo, incluso los mas
simples, como los virus, tienen varios sitios antigénicos distintos y estimulan la
proliferacibn inmune en varios clones animales de linfocitos B productores de
anticuerpos, cada uno correspondiente a un patron antigénico particular. Los
inmunoensayos son una herramienta util para detectar y controlar las enfermedades
virales, y en particular las que infectan el flame, y para las pruebas de rutina de las

muestras de flame para detectar la presencia de virus.

Los métodos de deteccién seroldgica se han convertido en un método de rutina para
detectar virus de plantas en las Ultimas décadas y se ha demostrado que son métodos de
diagnéstico efectivos en vectores de campo y virus (Souiri et al., 2014). Se ha
demostrado que dot-ELISA, ofrece el mismo resultado que la PCR y la secuenciacion de
nucledtidos para la deteccién del Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) en vectores de
mosca blanca (Xie et al., 2013).

Las pruebas serologicas mas comunes para virus de plantas incluyen pruebas de
precipitacién y aglutinacién, microscopia electrénica inmunoabsorbente, ELISA e
inmunoensayo de transferencia de puntos. Los inmunoensayos utilizan la capacidad de
los anticuerpos producidos en animales para unirse al virus de interés. Entre las
herramientas seroldgicas, ELISA es a menudo el método de eleccion debido a su alta
sensibilidad, simplicidad, reproducibilidad y versatilidad en la selecciébn de una gran
cantidad de muestras (Cho, 1990). Ademas, la deteccién indirecta de virus basada en

ELISA es mas sensible que el Dot Immunobinding Assay (DIA) y se sugiere que la
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sensibilidad de DIA aumente junto con el aumento en la cantidad de extracto de muestra
(Mervat y Fath, 2006).

El ELISA ha sido muy popular para la deteccién de virus en material vegetal, vectores de
insectos, semillas y propagulos vegetativos desde que Clark y Admas (1977) introdujeron
la virologia de las plantas. Las pruebas seroldgicas que utilizan ELISA han aumentado la
sensibilidad y la especificidad de deteccion debido a la potencia de los anticuerpos

policlonales y monoclonales producidos en animales en respuesta a los patdgenos.

El uso del antisuero producido contra el virus dirigido simplifica el estudio para
comprender la relacion serologica de los virus aislados (Makkouk y Kumari, 1998).
ELISA funciona segun el principio de que los antigenos (virus en el extracto de la
muestra) o los anticuerpos se inmovilizan en la superficie del soporte de la fase sélida
(membrana de nitrocelulosa de polystreen o placa de microprocesador) y para eliminar
los antigenos no unidos o los anticuerpos de la placa o membrana, dejando solo las

sustancias especificas.

Las dos formas de ELISA (directa e indirecta) varian segun la forma en que se detecta un
complejo antigeno-anticuerpo, pero la teoria subyacente y los resultados finales son los
mismos. En un procedimiento de ELISA directo, los anticuerpos unidos a la superficie de
los pocillos de la placa de microtitulacion capturan el virus en la muestra de prueba y
luego el virus capturado se detecta y se incuba con un conjugado anticuerpo-enzima
seguido de la adicidn de reactivos de desarrollo de color. Los anticuerpos que capturan y
detectan pueden ser iguales o de diferentes fuentes. En el caso de ELISA indirecto, el
anticuerpo en complejo con un antigeno se detecta con un anticuerpo conjugado con

enzima.
Técnicas basadas en acidos nucleicos

La técnica mas comuin basada en acidos nucleicos es el PCR. Se utilizé por primera vez
para amplificar las secuencias gendmicas de la globulina beta para el diagnéstico de la
anemia de células falciformes (Saiki et al.,, 1985). Desde entonces, se ha empleado
ampliamente para la deteccién y diferenciacion de patégenos de plantas (Lopez et al.,
2003). Es la consecuencia de la necesidad de una mayor sensibilidad y precisién de los

métodos de deteccion.

La evaluacion visual de las plantas para la enfermedad sospechosa generalmente da casi
el mismo resultado con la prueba de PCR si se observa el sintoma tipico de la

enfermedad en la planta. Pero es digno de confirmar la evaluaciéon visual mediante
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pruebas basadas en acido nucleico (PCR), si la enfermedad no se detecta visualmente
(Njukeng et al., 2014; Aihebhoria et al., 2017).

El PCR es una técnica particularmente atractiva para el diagnostico de virus de plantas
porque puede amplificar el acido nucleico objetivo a partir de una concentracion
extremadamente baja en una mezcla compleja de secuencias heterdlogas (Henson y
French, 2008).

La aparicion del PCR en el diagnéstico de virus de plantas ha mejorado mucho la
sensibilidad de la deteccion de virus (Choi et al., 1999). También, es posible utilizar las
buenas cualidades de ELISA y PCR en combinacion para aprovechar y aprovechar las
ventajas de las dos técnicas a la vez para la deteccion de patégenos presentes en la

célula huésped a una concentracién muy pequefia (Mumford y Seal, 1997).

Se ha establecido un ensayo de RT-PCR mudltiplex de un solo tubo para la deteccion
simultanea del YMV, YMMV, CMV y el DaBV (Maroya et al., 2014).

2.3 Manejo de enfermedades virales

El diagndstico de los virus que producen las enfermedades en las plantas constituye el
punto de partida para adoptar medidas adecuadas de manejo. El diagnéstico de forma
rapida y precisa, evita el uso desmedido o incorrecto de compuestos quimicos como
plaguicidas, reduce los efectos negativos en el medio ambiente, permite la optimizacién
de los recursos y a la vez origina informacién respecto a la interaccion patdégeno-
hospedante. El conocimiento sobre transmisién y el ciclo de infeccion de los virus es
importante para controlar su propagacion. Los agricultores de los paises en desarrollo a
menudo carecen de tales conocimientos y creen que los pesticidas pueden controlar

estas enfermedades (Schreinemachers et al., 2015; Arana, 2016).

Los virus afectan severamente el crecimiento y produccion de las plantas, los dafios son
mayores cuando las plantas son afectadas en los primeros estadios de desarrollo. Al no
existir medidas de control curativo la lucha contra estos patégenos se basa en medidas
preventivas y principalmente en evitar que entren en contacto con la planta (Rosales et
al., 2011). Segun Kenyon et al. (2014), entre las principales medidas para el manejo de
virus trasmitidos de forma no persistente se encuentran: la utilizacion de semillas sanas,

la proteccion de los semilleros con mallas, el monitoreo y control de los insectos vectores.

El control de los vectores se realiza mediante trampas de colores, la eliminacion de las
plantas infectadas, la introduccién o incremento de las poblaciones de controles
bioldgicos de los vectores. Otra medida es la utilizacion de barreras vivas no hospedantes

del virus, la destrucciébn de los restos de cultivos previos, el trasplante a campos
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separados de cultivos susceptibles. Cuando las poblaciones de los vectores estén
reducidas y no estén migrando se recomienda el uso de cobertores plasticos, la
eliminacion de hospedantes alternativos de virus y vectores, asi como el establecimiento

de periodos libres de arvenses y cultivos susceptibles.

En el caso de los Potyvirus, se recomienda para el manejo del PVMV en el cultivo del
pimiento, el uso de barreras vivas de maiz (Zea mays L.) y sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench), asi como establecer un marco de plantaciéon que permita la cobertura completa
del campo sin afectar los rendimientos por la competencia entre plantas, porque bajo
estas condiciones las poblaciones de afidos tienden a disminuir (Alegbejo y Abo, 2002).
Tecson-Mendoza et al. (2008), plantean que la transformacién de plantas mediante el
empleo del gen de la cp es el mejor método encontrado para la protecciéon de las plantas

de papaya frente a PRSV.

En Cuba, se obtuvieron resultados satisfactorios en el manejo de PRSV mediante la
aplicacion del inhibidor viral |-Cetas 07 (Lopez et al., 2009). Cabrera et al. (2013)
demostraron que la adicion de barreras de maiz intercaladas en plantaciones de papaya
reduce las afectaciones producidas por el PRSV. En el pais se desarrolla un programa de
mejoramiento genético tradicional del cultivo del pimiento en el Instituto de
Investigaciones Horticolas “Liliana Dimitrova” (IIHLD), donde se obtuvieron los seis
primeros hibridos cubanos (RTx638, RTXLB, 638xRT, RTx625a, RTx625 y 638xNv) y dos
cultivares (638 y RT), con resistencia a potyvirus que se proponen para incorporarse al

sistema productivo del pimiento (Rodriguez et al., 2014; Arana, 2016).
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3. Materiales y Métodos
Ubicacion de los ensayos y experimentos

Las colectas de las plantas de Dioscorea spp. y las arvenses se llevaron a cabo en las
areas de produccion del INIVIT, Santo Domingo, Cuba. EI INIVIT esta localizado a 22° 35’
LN y 80° 13’ LO, a 45,35 msnm, media anual de precipitacién acumulada de 1 348 mm y
temperatura de 24 °C. Esta area se seleccion6 por ser uno de los institutos responsables
de la produccion de semilla basica de fiame en Cuba. El trabajo de investigacion que
requirié el ELISA, se desarrollé en el INIVIT. Mientras que los RT-PCR se realizaron en el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas, Santa Clara, Cuba. Las muestras que se utilizaron en
la microscopia electronica se analizaron en el Instituto de Patologia Vegetal, del Centro
de Investigaciones Agropecuarias, perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (IPAVE-CIAP-INTA), Argentina.

3.1 Sintomatologia en plantas de Dioscorea spp. en el Banco de Germoplasma de
flame del INIVIT

3.1.1 Caracterizacién de la sintomatologia

Con el objetivo de determinar la presencia de enfermedades virales pertenecientes al
género de los potyvirus en el cultivo de fiame (Dioscorea spp.) se realizaron colectas de
muestras de hojas. Estas colectas se realizaron en areas donde se ubicaban cinco
especies y dos subespecies de una de estas. Como criterios de seleccion de sintomas se
tomaron las muestras foliares que difieren de lo descrito Pérez-Camacho y Raz (2017).
Los muestreos se realizaron en las campafias 2014-2015, 2015-2016 y 2016-2017, a
partir de los 60 dias después de plantado el cultivo, con periodicidad mensual hasta la
total decadencia de las plantas. Las muestras tomadas se clasificaron por tipo de sintoma

y especie.
3.1.2 Deteccidn de potyvirus
ELISA

Para el diagnéstico de potyvirus en las muestras tomadas se emple6 un sistema de
diagnéstico ELISA (Clark y Admas, 1977), con la variante ELISA-DASI (del inglés: ELISA
Double Antibody Sandwich Indirect) utilizando reactivos anti-Poty (Agdia, EE.UU.), segun
recomendaciones del fabricante, con dos repeticiones por muestra. Se determiné la
absorbancia a 405 nm en un lector automatizado de placas Biotek® ELx-800 (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, Vermont, EE.UU.). Como criterio de positividad se tomaron
los valores de absorbancia superiores al duplo de la media de los controles negativos.
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Microscopia electrénica

Se utiliz6 la técnica leaf-dip, segun el procedimiento descrito por Truol et al. (2009). Los
dip se realizaron a partir de muestras previamente liofilizadas y contrastados con acetato
de uranilo 2%, y citrato de plomo (Sigma, EE.UU.). Para examinar las preparaciones se

utilizé el microscopio electrénico de transmisiéon JEM 1200 EX Il (JEOL, Japén).
RT-PCR

Para la deteccion molecular mediante RT-PCR, la purificacion de ARN se realiz6 a partir
de 100 mg de hojas de flame positivas a potyvirus segun ELISA y mantenidas a - 80 °C,
con el RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Alemania), segin recomendaciones del
fabricante. La concentracion de ARN total extraido se determind a partir de la densidad
Optica obtenida a 260/280 nm, en un espectrofotdmetro BioPhotometer (Eppendorf,

Alemania).

El ADNc se sintetizo a partir de 1,50 ug de ARN total, mediante el High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, EE.UU.). Seguidamente, se generaron

fragmentos de ADNc, que se emplearon en las reacciones de PCR.

Para detectar el producto de la amplificacion se verificaron 2 uL de cada reaccién en una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampén TBE 1x (890 mM Tris-borato, 890 mM
Acido bérico y 20 mM EDTA). Las reacciones se realizaron en un termociclador
Mastercycler® personal (Eppendorf, Alemania). Los productos se tifieron con Midori
Green Advanced DNA Stain (NIPPON Genetics EUROPE GmbH, Alemania) y

visualizados en luz ultravioleta (Sambrook y Rusell, 2001).

A partir de los ADNc obtenidos, la presencia del potyvirus se verific6 mediante la
amplificacion del gen que codifica para la proteina de la capside. Para ello, se utilizaron
los oligonucleédtidos genéricos a potyvirus NIlb 2F/NIb 3R (Zheng et al.,, 2010), que

flanquean un fragmento de 350 pb del extremo del gen de la replicasa viral Nlib.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pL y para ello se
usaron: 1 yL de ADNc, tampon comercial 1x, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada
oligonucledtido y 1,25 U de Top Tag™ ADN polimerasa (Qiagen, Alemania). Las
condiciones para las reacciones de PCR incluyeron un ciclo inicial de 2 min a 94 °C,
seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, de hibridacién a 58 °C

durante 45 s y extension a 72 °C durante 1 min, y una extension final de 10 min a 72 °C.
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3.2 Diversidad molecular de potyvirus asociados al cultivo del iame del Banco de

Germoplasma del INIVIT
3.2.1 Amplificaciéon del YMV 'y YMMV

A partir de los ADNc obtenidos que resultaron positivos a la presencia de potyvirus se
verificé la presencia del YMV y del YMMV, mediante la amplificacién del gen que codifica
para la proteina de la capside. Para ello, se utilizaron los oligonucledtidos especificos
YMV sentido: 5-ATCCGGGATGTGGACAATGA-3" y YMV reverso: 5-TGGTCCTCCGC
CACATCAAA-3) y YMMV sentido: 5 -GGCACACATGCAAATGAAAGC-3" y (YMMV
Reverso: 5'-CACCAGTAGAGTGAACATAG-3"), que amplifican un fragmento de 250 pb y
500 pb, aproximadamente (Mumford y Seal, 1997).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 uL y para ello se
usaron: 1 yL de ADNc, tampon comercial 1x, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada
oligonucledtido y 1,25 U de Top Tag™ ADN polimerasa (Qiagen, Alemania). Las
condiciones para las reacciones de PCR para YMV incluyeron un ciclo inicial de 2 min a
94 °C, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min, hibridacion a 55
°C durante 1 min y extensién a 72 °C durante 1 min, con una extension final de 10 min a
72 °C. En el caso del YMMV, un ciclo inicial de 2 min a 94 °C, seguido por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, hibridacion a 55 °C durante 30 segundos

y extension a 72 °C durante 30 segundos, con una extension final de 10 min a 72 °C.
3.2.2 Secuenciacién y analisis filogenético de YMV y YMMV

Los amplicones del tamafo esperado para potyvirus, se purificaron directamente
mediante el sistema comercial QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Alemania), aunque
en algunas ocasiones cuando no era posible eliminar la presencia de bandas
inespecificas, se realizé la purificacion de los fragmentos a partir de su corte en los geles
mediante el sistema comercial QIlAquick Gel Extraction (Qiagen, Alemania).
Posteriormente, los productos purificados se secuenciaron utilizando los mismos
cebadores del RT-PCR en un secuenciador ABI Prism 3.730 x| (PE Applied Biosystems,

EE.UU.) de la compaiiia Macrogen (Corea del Sur).

Las secuencias obtenidas con cada cebador se editaron mediante el software BioEdit
6.0.6 y Chromas 1.45, construyéndose secuencias consenso Yy confirmandose su
identidad con genes virales por comparacion con las bases de datos moleculares
(https://Iwww.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide.cgi). Para complementar estas comparaciones
se utilizé el programa BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). En adicion,

todas las secuencias de YMV y YMMYV disponibles en la base de datos del GenBank se
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seleccionaron para analisis posteriores. Estas secuencias y las obtenidas en este trabajo
se alinearon mediante MUSCLE (Edgar, 2004), mediante el software SeaView software v.
4.4.2 (Gouy et al., 2009). El modelo de sustitucion se estimé mediante el software
jModelTest v. 2.1.9 (Darriba et al., 2012). Los arboles filogenéticos se obtuvieron usando

inferencia Bayesian en Mr. Bayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012).
3.3 Hospedantes alternativos de potyvirus asociados a Dioscorea spp.
3.3.1 Colectay clasificacion

Se colectaron todas las especies de arvenses con o sin sintomas de virus en las areas de
produccion de semilla del INIVIT, asi como en los alrededores. Se delimitd un transepto
en forma de X en el cultivo de Aiame, colectando en 10 puntos sobre las diagonales del
campo y en los cinco puntos de la X (Asala et al., 2014). El material colectado se clasificd
segun Greuter y Rankin-Rodriguez (2016), y con la ayuda de un especialista del Centro

de Estudios del Jardin Botanico de Villa Clara.
3.3.2 Deteccién de potyvirus

La presencia de potyvirus en las arvenses se diagnosticO de forma similar que las
muestras de hojas de iame tomadas, segun el protocolo mediante ELISA propuesto en el
epigrafe 3.1.2. De igual forma, como criterio de positividad se tomaron los valores de

absorbancia superiores al duplo de la media de los controles negativos.
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4. Resultados

4.1 Sintomatologia en plantas de Dioscorea spp. en el Banco de Germoplasma de
fiame del INIVIT

4.1.1 Caracterizaciéon de la sintomatologia

Se colectaron 200 muestras foliares, de estas 90 pertenecen a D. alata, 50 a D.
cayennensis subsp. rotundata, 25 de D. cayennensis subsp. cayennensis, 20
corresponden a D. esculenta, 10 de D. bulbifera y cinco de D. trifida). Las colectas se
clasificaron en siete sintomas diferentes: mosaico severo extendido sobre la hoja (MS),
enrollamiento y clorosis de las hojas (EC), bandeado amarillo internerval (BA), mosaico
ligero (ML), islas verdes a relieve (IV), clorosis extendida (CE) y deformacién foliar (DF)

(Fig. 2).

Se formaron un total de 25 grupos sintoma-especie. En todas las especies presentes se
encontraron al menos tres de los sintomas descritos, aunque en ningun caso se
establecié alguna secuencia de aparicion entre ellos. No se encontré la presencia
simultanea de dos sintomas en una misma planta, pero esto fue posible en una misma
parcela (16 plantas del mismo cultivar) en las que se divide el banco de germoplasma de

INIVIT. La tabla Ill muestra el total de muestras clasificadas en cada grupo descrito.

Tabla Ill. Nomero de muestras colectadas por especie.

Total de MS EC BA ML IV CE DF

muestras
D. alata 90 28 25 2 9
D. cayennensis subsp. rotundata 50 7 19 2
D. cayennensis subsp. cayennensis 25 1 2 1 12 9
D. esculenta 20 8 5
D. bulbifera 10 1 1 2
D. trifida 5 3

Para diferenciar sintomas similares en especies o subespecies diferentes se empleé la
inicial minuscula de la especie (0 subespecie). Esto es, BA-a y BA-c identifican al
bandeado amarillo en D. alata (Fig. 2A) y D. cayennensis subsp. cayennensis
respectivamente (Fig. 2G) respectivamente; ML-a y MS-t para el mosaico ligero en D.
alata (Fig. 2B) y mosaico severo en D. trifida (Fig. 2D). El sintoma de enrrollamiento y
clorosis de las hojas (Fig. 2C) se manifest6 a lo largo de secciones de las guias de la

planta en Dioscorea cayennensis subesp. rotundata, mientras que el mosaico severo en
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Dioscorea trifida apareci6 en la totalidad de las hojas. Los sintomas restantes aparecieron
en pequeios grupos de hojas e indistintamente en las cinco especies y dos subespecies
cultivadas en el INIVIT (Fig. 2E, Fy H).

Figura 2. Sintomas més comunes colectados por especie de fiame en el INIVIT. A.
Bandeado amarillo en D. alata (BA-a), B. Mosaico ligero en D. alata (ML-a), C.
Enrrollamiento y clorosis en D. cayennensis subsp. rotundata (EC-r), D. Mosaico severo
en D. trifida (MS-t), E. Islas verdes en D. esculenta (IV-e), F. Mosaico ligero en D.
cayennensis subsp. cayennensis (ML-c), G. Bandeado amarillo en D. cayennensis

subesp. cayennensis (BA-c) y H. Clorosis extendida en D. bulbifera (CE-b).

En algunas de las especies predominé la aparicion de un sintoma. El mosaico severo
extendido sobre la hoja caracterizé el 60% de las muestras en D. trifida. Este sintoma
solo se registré en dos especies, D. trifida y D. cayenesis (D. cayennensis subsp.

rotundata y D. cayennensis subsp. cayennensis).
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Por otra parte, la clorosis extendida aparecié en el 60% de las muestras tomadas en D.
bulbifera. En las demas especies la formacion de grupos fue mas homogéneo
apareciendo hasta cinco sintomas. En D. esculenta el sintoma de islas verdes a relieve
sobre las hojas resultdé el de mayor frecuencia de aparicion. Fuera de esta especie solo

se encontré en muestras de D. alata.

El sintoma de enrrollamieto y clorosis en las hojas solo aparecié6 en D. cayennensis
subsp. rotundata donde result6 el de mayor frecuencia de aparicion con un 38%; este
sintoma solo estuvo asociado a esta especie. La clorosis extendida y el mosaico ligero
son los sintomas de mayor frecuencia de aparicién en todo el estudio (38 y 34 veces,
respectivamente). La incidencia de ambos fue mayor en D. alata, aunque en esta especie

se manifesté en mayor proporcion el bandeado amarillo internerval (31,1%).

La revision seriada de las plantas sintomaticas permitié establecer diferentes patrones
para algunos de los grupos especie-sintoma establecidos. En los casos de BA-a, ML-a y
MS-r se observd que estos sintomas en las plantas podian extenderse a un pequefio
grupo de hojas cercanas. En algunos casos estos desaparecian sin llegar a ocupar las
guias, las hojas mas jévenes de las guias generalmente no presentaban sintomas

similares.

En el caso de EC-r (Fig. 3A) nunca se observd su desaparicion, ocupando secciones
completas de las plantas. Debido al crecimiento de las guias, en las secciones mas
jévenes de estas se podian encontrar hojas asintomaticas. El grupo MS-t resultd ser el

mas agresivo de todos. Posterior a su aparicion, se observé su desarrollo hasta ocupar

casi la totalidad del area foliar y de la planta (Fig. 3B y C).

Figura 3. Evolucion de los sintomas. A, EC-r a lo largo de secciones de las guias. B,

MS-t ocupando todo el limbo foliar y C, ocupando toda la guia.
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4.1.2 Deteccién de potyvirus
ELISA

De los 25 grupos sintoma-especie 14 resultaron positivos a potyvirus segun la prueba
ELISA (Tabla IV). En todos los ensayos realizados el limite de corte se determiné entre
0,2 y 0,22 VA. En todas las especies estudiadas se pudo encontrar reacciones positivas,
sin embrago en esto no fue posible para dos tipos de sintomas (CE y DF). En las

muestras positivas se alcanzaron resultados por encima de estos valores hasta 1,2 VA.

Tabla IV. Deteccion de potyvirus mediante ELISA en muestras de fiame.

MS EC BA ML Iv. CE DF

D. alata () () () ()
D. cayennensis subsp. rotundata (+) (++) (+) () G
D. cayennensis subsp. cayennensis  (+) +) (+) () O
D. esculenta " 6 06
D. bulbifera GO G 06
D. trifida (+++) (+) ()

() VA menor al limite de corte. (+) VA mayor al limite de corte. (++) VA dos veces mayor

al limite de corte. (+++) VA cuatro veces mayor al limite de corte.

Los resultados de las lecturas de valores de absorbancia permiten establecer reacciones
cualitativamente diferentes entre los grupos sintoma-especie estudiados. En los casos de
BA-a, ML-a y EC-r oscilaron entre 0,42 y 0,6, mientras que para MS-t resultaron
superiores a 0,85 hasta 1,2, o sea, entre dos, tres veces o mas de cuatro veces el valor
del limite de corte, respectivamente. Todos los restantes VA positivos resultaron
superiores. La concentracién de particulas virales es, aproximadamente, el doble en el
caso de MS-t con respecto a BA-a, ML-a y EC-r y el cuadruplo, con respecto a los demas

grupos Poty-positivos.

Los resultados de los andlisis ELISA realizados a las muestras sintométicas nos permiten
concluir que D. trifida resulta la especie mas susceptible ante las enfermedades virales
presentes, mientras que D. alata y D. cayennensis subsp. rotundata presentan una

relacién intermedia entre tolerancia y susceptibilidad con los mismos.
Microscopia electrénica

En todas las muestras analizadas se encontraron particulas flexuosas de entre 650 y 950
nm que coinciden con las descritas para el género Potyvirus (Fig. 4). En ningln caso
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pudo encontrarse particulas de morfologia y tamafio asociados a alguno de los otros
grupos virales descritos en Dioscorea spp. fuera de la familia Potyviridae. Indistintamente,
se encontraron algunas particulas de igual morfologia, pero de menor tamafio, entre 450
y 650 nm.

Figura 4. Micrografia electrénica de particulas virales perteneciente a la muestra 3-32 que

corresponde con la especie D. alata.

RT-PCR

En la reaccion de RT-PCR se obtuvo la amplificacion de la banda de la talla esperada
(350 pb) en 12 de los 14 grupos sintoma-especie evaluados (Fig. 5). El fragmento
obtenido confirmé la presencia de potyvirus asociados a los grupos sintoma-especie
analizados. En las corridas de los productos de amplificacion de las muestras

pertenecientes a los grupos BA-b y ML-b no se logro obtener las bandas esperadas.

BA-a BA-b IV-a MLt ML-b MS-c ML-r BA-c ML-c EC-r MS-t ML-a MS-r IV-e Marc.

Figura 5. Analisis electroforético en gel de agarosa 2%, de los productos de RT-PCR,

para detectar la presencia de potyvirus. Marc. Marcador de peso molecular 1kb (GIBCO).

30



4.2 Diversidad molecular de potyvirus asociados al cultivo del fiame del Banco de
Germoplasma del INIVIT

4.2.1 Amplificacién del YMV 'y YMMV

En la RT-PCR para la deteccion del YMV se obtuvo la amplificacion de la banda de la

talla esperada (586 pb) en seis de los 14 grupos sintoma-especie evaluados (Fig. 6).

BA-a BA-b IV-a ML-t ML-b MS-c ML-r

BA-c ML-c EC-r MS-t ML-a MS-r IV-e Marc.

Figura 6. Analisis electroforético en gel de agarosa 2%, de los productos de RT-PCR,

para detectar la presencia de YMV. Marc. Marcador de peso molecular 1kb (GIBCO).

El fragmento obtenido confirmé la presencia de YMV en los mismos. Se pudo determinar
la presencia de YMV en ML-t, ML-r, EC-r, MS-t, ML-a, MS-r, lo cual comprende tres de
las especies conservadas en el banco de germoplasma de fiame del INIVIT, excepto D.

esculenta y D. bulbifera.

En la RT-PCR para la deteccion del YMMV se obtuvo la amplificacion de la banda de la

talla esperada (289 pb) en siete de los 14 grupos sintoma-especie evaluados (Fig. 7).

El fragmento obtenido confirmé la presencia de YMMV en los grupos sintoma-especie
analizados. Se pudo determinar la presencia de YMMV en BA-a, IV-a, BA-c, ML-c, ML-a,
MS-r y IV-e lo cual comprende tres de las especies conservadas en el INIVIT. No se
detectd su presencia en D. bulbifera y D. trifida.

Todas las muestras que resultaron positivas a YMV 0 YMMV segun RT-PCR habian sido
igualmente clasificadas segun el ensayo ELISA-DASI, lo cual indica la posibilidad de su
empleo como punto de partida en el establecimiento de programas de certificacion de
semilla libre de YMV o YMMV en cultivares comerciales de D. alata o D. cayennensis

subsp. rotundata.
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BA-a BA-b IV-a ML-t ML-b MS-c ML-r

BA-c ML-c EC-r MS-t ML-a MS-r IV-e Marc.

Figura 7. Analisis electroforético en gel de agarosa 2%, de los productos de RT-PCR,

para detectar la presencia de YMMV. Marc. Marcador de peso molecular 1kb (GIBCO).

En tres afios de evaluaciones resulté imposible la deteccién del YMV o del YMMV en
muestras de D. bulbifera. Dos de los grupos sintomas-especies evaluados (ML-a, MS-r)
resultaron positivos a ambos virus indicando la presencia de infecciones mixtas de YMV y
YMMV.

4.2.2 Secuenciacion y andlisis filogenético de YMV y YMMV

Las 13 muestras positivas mediante RT-PCR al YMV y YMMV se secuenciaron y como
resultado se identificaron cuatro aislados de YMV (MK814865-MK814868) y siete de
YMMV (MK780003-MK780009). El analisis Bayesiano de estas secuencias y todas las
correspondientes a estos virus en la base de datos Genbank mostré varias ramas.

En el caso del YMV, el arbol filigenético (Fig. 8) ilustra que los aislados cubanos se
encuentran formando una rama totalmente diferente, aunque presentan similitudes con
aislados de Camerum y Nigeria.

En el caso del YMMV, el arbol filigenético (Fig. 9) muestra que los aislados cubanos
estan formando varias ramas. El aislado MK780004 presenta similaridad con aislado de
Guadalupe y Vanuatu. La similitud de MK780006 y MK780008 es con islados de Brasil,
Guayana Francesa, Martinica y Guadalupe. Ademas, existen otros cuatro aislados (MK
780009, MK780003, MK780005 y MK780007) que se encuentran agrupados y separados

del resto de los aislados cubanos, con cierta similitud con una aislado de Costa de Marfil.
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Figura 8. Arbol filogénetico consenso obtenido a partir de un analisis Bayesiano de la

secuencia parcial de la proteina de capside de aislados cubanos del YMV y otros

presentes en la base de datos del Genbank. La longitud de los brazos y su significacion

se indican en los nodos para una provabilidad posterior mayor de 0,5. Para cada aislado,

se indica el numero de acceso en Genbank, origen geogréfico y la especie donde se

aislé. El Turnip mosaic virus (TMV) se usé como secuencia fuera de grupo para la

comparacion.

Como se puede apreciar en la figura 9, existe una mayor diversidad entre los aislados

del YMMV que lo que se aprecia para el YMV (Fig. 8). Los aislados cubanos del YMMV

se encuentran bien dispersos en el arbol filogenético, pero siempre cercanos a aislados

de Africa y de las Islas del Caribe, no siendo asi con los aislados de Asia.
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Figura 9. Arbol filogénetico consenso obtenido a partir de un andlisis Bayesiano de la
secuencia parcial de la proteina de capside de aislados cubanos del YMMV y otros
presentes en la base de datos del Genbank. La longitud de los brazos y su significacion
se indican en los nodos para una provabilidad posterior mayor de 0,5. Para cada aislado,
se indica el niamero de acceso en Genbank, origen geogréfico y la especie donde se
aislo. El Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) se us6 como secuencia fuera de grupo para la

comparacion.

4.3 Hospedantes alternativos de potyvirus asociados a Dioscorea spp.
4.3.1 Colecta y clasificacién

Existe una diversidad de 26 especies de arvenses que forman parte de la flora
acompafante del fiame en las areas de produccién de semilla del INIVIT, asi como en los
alrededores (Tabla V). Estas especies pertenecen a 26 géneros y 15 familias. La familia

mas representada fue Poaceae con siete representantes. El resto de las familias solo
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esta representado por una especie con excepcion de Asteraceae y Euphorbiaceae que

tienen cuatro y tres representantes, respectivamente.

Tabla V. Especies de arvenses que forman parte de la flora acompafante del iame en

las areas de produccion de semilla del INIVIT.

Especie

Familia

Nombre comun

Parthenium hysterophorus L.

Sonchus oleraceus L.
Ageratum conyzoides L.
Lagascea mollis Cav.
Lepidium virginicum L.
Cyperus rotundus L.

Commelina erecta L.

Ipomoea trifida (Kunth) G. Don
Cucumis dipsaceus Ehrenb. ex Spach

Euphorbia heterophylla L.

Chamaesyce hyssopifolia (L.) Small
Acalypha alopecuroides Jacq.
Desmanthus virgatus (L.) Willd.

Malvastrum coromandelianum (L.) Garcke

Boerhavia erecta L.

Sorghum halepense (L.) Pers.
Dactyloctenium aegyptium (L.) Willd.
Sporobolus tenuissimus (Schrank) Kuntze
Urochloa reptans (L.) Stapf

Echinochloa colona (L.) Link

Eleusine indica (L.) Gaertn.

Leptochloa panicea (Retz.) Ohwi

Portulaca oleracea L.

Spermacoce tetraquetra A. Rich.

Corchorus siliquosus L.

Kallstroemia maxima (L.) Hook. & Arn.

Asteraceae

Brassicaceae
Cyperaceae
Commelinaceae
Convolvulaceae
Cucurbitaceae

Euphorbiaceae

Fabaceae
Malvaceae
Nyctaginaceae
Poaceae

Portulacaeae
Rubiaceae
Sparmanniaceae

Zygophyllaceae

Escoba amarga
Cerraja
Celestina azul
Romerillo cimarrén
Mastuerzo
Cebolleta
Canuitillo
Marrullero
Pepino cimarron
Hierba lechosa
Hierba lechera
Rabo de gato
Adormidera
Malva negra
Toston

Don Carlos
Pata de gallina
Espartillo
Grama de Castilla
Mete bravo
Pata de gallina
Plumilla

Verdolaga

Malva té
Abrojo

4.3.2 Deteccién de potyvirus

De las 26 especies, 10 resultaron positivas a la presencia de potyvirus segun la prueba

ELISA (Tabla VI). En todos los ensayos realizados el limite de corte se determin0 entre
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0,2 y 0,25 VA. En ocho familias se encontraron reacciones positivas, sin embrago esto no
fue posible para los siete restantes (Brassicaceae, Commelinaceae, Convolvulaceae,
Fabaceae, Nyctaginaceae, Poaceae y Rubiaceae). En las muestras positivas se

alcanzaron resultados por encima del limite de corte, con valores hasta 0,90 VA.

Tabla VI. Deteccién de potyvirus mediante ELISA en arvenses.

Familia Especie V.A.
Asteraceae Parthenium hysterophorus L. 0,1
Sonchus oleraceus L. 0,26
Ageratum conyzoides L. 0,17
Lagascea mollis Cav. 0,31
Brassicaceae Lepidium virginicum L. 0,12
Cyperaceae Cyperus rotundus L. 0,90
Commelinaceae Commelina erecta L. 0,1
Convolvulaceae Ipomoea trifida (Kunth) G. Don 0,16
Cucurbitaceae Cucumis dipsaceus Ehrenb. ex Spach 0,30
Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla L. 0,29
Chamaesyce hyssopifolia (L.) Small 0,12
Acalypha alopecuroides Jacq. 0,27
Fabaceae Desmanthus virgatus (L.) Willd. 0,09
Malvaceae Malvastrum coromandelianum (L.) Garcke 0,26
Nyctaginaceae Boerhavia erecta L. 0,11
Poaceae Sorghum halepense (L.) Pers. 0,11
Dactyloctenium aegyptium (L.) Willd. 0,09
Sporobolus tenuissimus (Schrank) Kuntze 0,08
Urochloa reptans (L.) Stapf 0,08
Echinochloa colona (L.) Link 0,11
Eleusine indica (L.) Gaertn. 0,12
Leptochloa panicea (Retz.) Ohwi 0,06
Portulacaeae Portulaca oleracea L. 0,32
Rubiaceae Spermacoce tetraquetra A. Rich. 0,16
Sparmanniaceae Corchorus siliquosus L. 0,29
Zygophyllaceae Kallstroemia maxima (L.) Hook. & Arn. 0,31

Los resultados de las lecturas de valores de absorbancia permiten establecer reacciones
cualitativamente diferentes en cuanto a la posible presencia de virus entre las arvenses.

La lectura de absorbancia en el caso de C. rotundus resulté de 0,90, siendo tres veces o
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mas al valor del limite de corte (0,25). Los restantes valores de absorbancia en las

muestras positivas oscilaron entre 0,26 y 0,31, aproximadamente.

Los resultados de los andlisis ELISA realizados a las arvenses nos permiten concluir que
Asteraceae y Cyperaceae resultan las familias mas susceptibles ante las enfermedades
virales presentes, mientras que el resto de las familias presentan una relacion intermedia
entre tolerancia y susceptibilidad con los mismos. A pesar de que la familia Poaceae fue
la de mayor representacion entre las las plantas recolectadas, ninguna especie resultd

positiva a la presencia de potyvirus.
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5. Discusioén

5.1 Sintomatologia en plantas de Dioscorea spp. en el Banco de Germoplasma de
fiame del INIVIT

5.1.1 Caracterizaciéon de la sintomatologia

La amplia variabilidad genética constantada por la diversidad de especies de Dioscorea
evaluada, asi como el nimero diverso de virus presentes pueden provocar la gran
diversidad de sintomas encontrados en las plantas de fiame. Eni (2008) describi6é hasta
10 sintomas diferentes cuando evaluo cuatro especies de fiame en Benin, Togo y Ghana.
Toualy et al. (2014) describieron ocho sintomas diferentes en zonas productoras de fiame

en Costa de Marfil.

Filho et al. (2013) al evaluar sintomas foliares de cultivares de D. trifida en el nordeste de
Brasil encontraron mas del 90% de incidencia de mosaicos fuertes. Este resultado es
similar al obtenido en dicha especie (el mosaico severo extendido sobre la hoja
caracteriz6 el 60%) en nuestro trabajo. En una evaluacion de la incidencia de
enfermedades virales en D. esculenta en la provincia de Kerala, India, se describi6 la
aparicion de este sintoma en mas del 40% de las plantas evaluadas (Sudheerm, 2015).

Lo que suguiere sensibilidad de esta especie ante estas enfermedades virales.

Eni et al. (2008) solo encontraron el sintoma de enrrollamieto y clorosis asociado D.
rotundata al evaluar 628 muestras foliares en granjas de campesinos en Ghana, el cual
tampoco apareci6é en otras especies como D. alata y D. cayensis en areas de produccion
de Benin. Fatogoma et al. (2014) también informaron este sintoma como el de mayor
incidencia en cultivares del complejo D. cayenensis-rotundata en plantaciones de la

provincia de Bringakro, Costa de Marfil.

Varios estudios anteriores han sefialado al mosaico ligero como el sintoma de mayor
frecuencia asociado a enfermedades virales en fiame (Eni, 2008; Toualy et al., 2014).
Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos en este trabajo, aunque no
sefialan el sintoma de clorosis extendida como un sintoma asociado a enfermedades

virales en el iame.

D. alata y D. cayenensis subsp. rotundata son las especies de mayor variabilidad
genética en el banco de germoplasma del INIVIT (MINAG, 2018). En este sentido, el
hecho de que se encontraran algunos sintomas que no se extendian por las guias
sugiere una mayor variabilidad en la interaccion virus-hospedante. Los diferentes

mecanismos de defensa de las planta, asi como factores ambientales puedieran estar
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relacionados con esta respuesta diferencial (Ramage y Cherry, 2015; Li et al., 2018;
Paudel y Sanfacon, 2018).

Diversos estudios apuntan a que el mecanismo de PTGS (del inglés: Posttranscriptional
gene silencing) es una de las herramientas con que las plantas logran disminuir la
magnitud de los sintomas producidos por infecciones virales sistémicas estableciendo asi
una relacion de tolerancia (Ghoshal y Sanfacon, 2015; Tu et al., 2015; Moon y Park,
2016). Otro factor que puede influir en la remisiéon de los sintomas es la temperatura
ambiental (Paudel y Sanfacon, 2018). Del Toro et al. (2015) informaron que, para virus
de ARN, a temperaturas por encima de 30 °C pueden disminuir o desaparecer totalmente
los sintomas en hospedantes susceptibles-tolerantes. Debido al periodo de cultivo del
flame (marzo-diciembre), la mayor parte de nuestras observaciones se realizan en

cuando la temperatura méxima del dia sobrepasa ese valor.

En el caso de EC-r el factor ambiental parece ser menos determinante. Resultados
similares a los obtenidos en el grupo MS-t se informaron por Mambole et al. (2014) y Seal
et al. (2014) al describir la aparicibn de mosaicos muy severos y extendidos a toda la

planta inducidos por potyvirus en D. trifida en al arco de las Antillas.

La manifestacion de sintomas es el resultado de la interaccion de, al menos, tres factores
e.g. los virus (Sorel et al., 2014; Valli et al., 2017), el hospedante (Villordon y Clark, 2014;
Weber y Bujarski, 2015) y las condiciones ambientales (Del Toro et al., 2015) y pueden
manifestarse o no (Roossinck, 2015; Garcia-Ruiz, 2018) sin que se establezca una
relacién directa entre estos y las enfermedades en cuestion. Es por esto que no debe
considerarse como un elemento definitivo para el diagnéstico de enfermedades virales en
el cultivo. Sin embargo, si puede considerarse como criterio de seleccidon negativa en
areas destinadas a la produccion de semilla para la eliminacion de plantas que presenten

sintomas asociados a enfermedades virales.

La seleccién de plantas libres de virus constituye un pilar fundamental para cualquier
esquema de produccion de semilla, aunque las metodologias de diagndstico empleadas
al efecto influyan en la calidad de los resultados finales. La seleccion de plantas
asintomaticas puede ser una practica elemental para la obtenciéon de la semilla del
préximo ciclo, esta es una practica muy utilizada por campesinos en Nigeria (Nahanga y
Becvarova, 2014) y en Gabon (Ondo-Ovono et al., 2016). Otros estudios coinciden en
sefalar la necesidad de, al menos, utilizar esta como punto de partida en los esquemas
de produccién de semilla (Aighewi et al., 2015; Asala y Ebukiba, 2016; Aihebhoria et al.,
2017). A falta de otros métodos para la obtencion de material de propagacion libre virus,

los productores pueden establecer un sistema de “certificacion” mediante observaciones
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periddicas de la sintomatologia presente en sus plantaciones marcando las plantas donde
no se observen sintomas durante todo el ciclo (seleccion positiva), a partir de las cuales
obtener el material de plantacion para la préxima temporada. En las especies de fiame de
mayor importancia econdmica cultivadas en Cuba, esto podria combinarse con métodos

gue permitan aumentar el indice de multiplicacion.
5.1.2 Deteccién de potyvirus

La existencia de 11 grupos sintoma-especie negativos a potyvirus segun ELISA puede
estar motivada por la presencia de enfermedades virales pertenecientes a otros géneros
virales informados en Dioscorea spp. o a factores abidticos que afecten el metabolismo
de las plantas (Newton et al., 2012). En estudios realizados en el sudeste del Pacifico
(Sukal, 2018), Africa subsahariana (Eni, 2008), se ha sefialado al CMV o a varios
badnavirus como los causantes de sintomatologias similares a las descritas en este
trabajo, por lo cual, se hace necesario comenzar estudios dirigidos a la deteccion de otras

enfermedades virales dentro de las especies de fiame cultivadas en Cuba.

Estudios realizados sobre la incidencia de potyvirus en el iame en sudeste del Pacifico
(Lebas, 2002), Africa subsahariana (Eni, 2008; Eni et al., 2013), India (Sudheerm, 2015) y
en Sudamerica (Filho, 2013) no informan la clorosis y la deformacion foliar asociada a
potyvirus en fiame, lo que coincide con los resultados obtenidos. Sin embrago, Payares et
al. (2014) si lo sefialan asociado a la incidencia de virus de este género en el

departamento de Sucre, Colombia.

Segln la ley de Lambert Beer para valores de absorvancia entre 0,1 y 1 es posible
establecer una correlacion lineal entre estos y la concentracidn de la sustancia blanco
(Abu-Reid y Mohamed-Tageldin, 2017; Casasanta y Garra, 2018), por lo que se inferirié
gue la concentracién de particulas virales es el doble y el cuadruplo en algunos casos
(MS-t).

La concentracion de proteina viral dentro de la célula del hospedante es el resultado de la
interaccion del o los virus con los mecanismos de defensa de las plantas,
especificamente de los mecanismos de silenciamiento de ARN (Olspert et al., 2015;
Ivanov et al., 2016; Gouveia et al., 2017) y puede ser considerada como una medida de la
tolerancia (Hafrén et al.,, 2015; Ramage y Cherry, 2015; Roossinck, 2015) o
susceptibilidad del hospedante (Valli et al.,, 2014; Tu et al.,, 2015; Nagy, 2016). Esto
puede ser la causa de la suseptivilidad de D. trifida o tolerancia en el caso de que D. alata

y D. cayenensis subsp. rotundata.
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Aunque las particulas virales encontradas en este estudio (tamafio entre 450 y 650 nm)
son caracteristicas de los potyvirus, particulas similares se obtuvieron por Mandal et al.
(2012), en muestras de cardamom (Amomum subulatum Roxb.), asociadas a
macluravirus o pertenecientes al Chinese yam necrotic mosaic virus (CYNMV) en D.
opposita en Corea del Sur (Kwon et al., 2016). Esto puede sugerir la presencia de algun
miembro de la familia Macluravirus, las cuales se han informado afectando al Aame
(Wylie et al., 2017; Lan et al., 2018). Estos virus se trasmiten al igual que los potyvirus, de
forma no persistente a través de afidos (Wylie et al., 2017), por lo que son encontrados
en infecciones mixtas con estos y, ademas, con badnavirus (Minutillo et al., 2015; Filloux
et al., 2018). Lan et al. (2018) informaron la presencia del Yam chlorotic necrosis virus
(YCNV) en infecciones mixtas con el YMV en las especies de Dioscorea spp. cultivadas

en la provincia de Yunan, China.

El fragmento obtenido por RT-PCR coincidié con lo descrito por Zheng et al. (2010),
corroborando la presencia de potyvirus asociados a los grupos sintoma-especie
analizados. Los resultados obtenidos en las muestras de los grupos BA-b y ML-b puede
estar provocado por la degradacion del ARN, pues en ambos casos se trata de una
muestra Unica (Tabla Ill) colectadas y conservadas hasta el final del ciclo del cultivo.

La principal ventaja del uso de estos cebadores radica en su capacidad para detectar
varias especies de este género viral (Sokhandan-Bashir et al., 2013) y la posibilidad de
amplificar un fragmento pequefio, que no requiere de una enzima de alta fidelidad. Al
respecto, Zheng et al. (2010) argumentaron la capacidad estos cebadores para amplificar
el ADNc de todos los miembros reconocidos del género Potyvirus, incluyendo especies
no reconocidas previamente como el Commelina mild mosaic virus (CMMV) detectado
por primera vez en Australia (Zheng et al., 2011). Todo lo anterior permite concluir que la
reaccion de RT-PCR utilizada constituye una herramienta de diagnéstico muy valiosa que
podria ser empleada en la certificaciéon de las lineas de plantas donantes para los

programas de produccion de semilla libre de estos agentes fitopatogenos.

5.2 Diversidad molecular de potyvirus asociados al cultivo del iame del Banco de

Germoplasma del INIVIT

En el RT-PCR para la deteccion del YMV el fragmento obtenido coincidié con lo descrito
por Mumford y Seal (1997), corroborando la presencia de YMV. Similares resultados
informaron Eni et al. (2012) al comparar su empleo con el TAS-ELISA (del inglés: Triple
Antibody Sandwich ELISA) y PAS-ELISA (del inglés: Protein A-Sandwich ELISA). Por lo
gue pueden considerarse como una herramienta de diagnéstico confiable coincidiendo

con varios estudios que han empleado estos cebadores para la deteccién del YMV en
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muestras de Dioscorea spp. Eni et al. (2013) informaron su utilidad para el diagnéstico de

material de plantacién sano.

En la deteccién del YMMV mediante RT-PCR el fragmento obtenido también coincidié
con lo descrito por Mumford y Seal (1997), corroborando la presencia de este virus en el
Banco de Germoplasma del INIVIT. Filho et al. (2013) informaron afectaciones causadas
por la presencia de YMMV en cultivares locales de D. trifida en el estado de Pernambuco,
Brasil. Sin embargo, en este trabajo no se logra detectar el YMMV en D. bulbifera y D.
trifida.

Las infecciones mixtas de dos potyvirus en el mismo hospedante se han informado como
resultados de la aplicacion de técnicas basadas en el analisis de ARN y pueden resultar
en efectos sinérgicos o antagbnicos (Salvaudon et al., 2013). Silva et al. (2016)
informaron infecciones mixtas de Papaya ringspot virus type Watermelon (PRSV-W),
Watermelon mosaic virus (WMV) y Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) en combinacion
de dos o tres en calabaza y mel6n en el condado de Petrolina, estado de Pernambuco.
En este sentido, los resultados obtenidos en este trabajo son consistentes con los
alcanzados por varios autores que han encontrado infecciones mixtas entre YMV y
YMMV, fundamentalmente en D. alata y D. rotundata (Eni et al., 2013; Asala y Alegbejo,
2016; Silva et al., 2018).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, parace indicar que en Cuba
solo ha existido una sola introduccién del YMV. Sin embargo, se infiere que pueden haber
existido dos o tres introducciones del YMMV en el pais. Sobre todo, si tenemos en cuenta
la presencia de los aislados cubanos del YMMV en ramas distantes del arbol filogenético,

y la similitud de estos con aislados de varias regiones del mundo.

5.3 Hospedantes alternativos de potyvirus asociados a Dioscorea spp.

De acuerdo a los resultados obtenidos, cerca del 40% de las especies de arvenves
examinadas resultaron positivas a la presencia de potyvirus, los cuales potencialmente
pudieran causar enfermedades en el iame. De las 15 familias de arvenses identificadas
seis coinciden con los resultados obtenidos por Asala et al. (2014) en Nigeria, donde la
familia mas representada es Asteraceae, lo que coincide con los resultados obtenidos en
este trabajo.

En los estudios realizados por Bermudez-Guzman et al. (2017) en Mexico se identificaron
tres familias coincidentes con los resultados de este trabajo (Malvaceae, Cucurbitaceae,
Poaceae) como hospedantes alternativos de potyvirus. Por su parte, Martins et al. (2016)
declaran las familias Brassicaceae, Commelinaceae, Euphorbiaceae y Malvaceae como

hospedantes alternativos de potyvirus, las cuales también se identificaron en este
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estudio, lo que corrovora su papel como una fuente de in6culo importante en las
plantaciones de fiame.

Murphy et al. (2018) identificd la presencia del potyvirus Potato virus Y en dos familias
(Chenopodiaceae y Solanaceae), aunque estas no coinciden con las que se declararon
en los resultados obtenidos. Bermidez-Guzman et al. (2017) declara al igual que en este
estudio resultados positivos a la deteccién de potyvirus en las familias Malvaceae y
Cucurbitaceae. En adicion, se declaran otras familias positivas a la presencia de
potyvirus.

La evaluacion de la presencia de potyvirus en arveses asociadas al cultivo del fhiame
constituye un elemento importante en el establecimiento de nuevas estrategias de
manejo. De esta forma, el control de arvenses pudiera representar un elemento a tener

en cuenta por los campesinos en manejo de enfermedades virales en el iame.
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. Conclusiones

. Las sintomatologias de mayor frecuencia, en el Banco de Germoplasma de fiame del
INIVIT, son la clorosis extendida y la deformacion foliar, donde D. cayennensis subsp.

cayennensis y D. esculenta resultan las mas susceptibles.

. Los potyvirus YMV y YMMV se encuentran asociados al cultivo del iame en el Banco
de Germoplama del INIVIT, y al parecer de este Ultimo han existido varias

introducciones.

. Existe gran diversidad de arverses asociadas al cultivo del fiame que constituyen
hospedantes alternativos de potyvirus, las cuales se encuentran mayoritiariamente

dentro de la familia Asteraceae.
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7. Recomendaciones

1. Establecer como medida de manejo la eliminacion de las arvenses que forman parte

de la flora acompafiante en las areas de produccion de fiame.

2. Caracterizar los potyvirus presentes en las arvenses asociadas al cultivo del fiame.
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9. Anexos

Anexo |. Composicion nutricional en base a una porcién de 100 g de fiame (Zhao et al.,
2012).

Composicion V_al_or
nutricional
Calorias 118 kcal
Proteinas 1,53 ¢
Carbohidratos 27,88 ¢
Azlcar 0,59
Grasa 0,179
Saturada 0,037 g

Monoinsaturada 0,006 g
Poliinsaturada 0,076 g

Colesterol 0
Fibra 41
Sodio 0,009 g

Potasio 0,816 g




