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Articulos

Diagnostico de infecciones virales en plantaciones
de papa (Solanum tuberosumL.) en la
zona de Alfaro Ruiz, Costa Rica
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RESUMEN. La presencia de 13 virus que afectan al cultivo de papa se investigd en el cantéon de Alfaro Ruiz
(zona de Zarcero) en Costa Rica. Se muestrearon 14 plantaciones de papa, y de cada una se recolectaron
muestras foliares de 20 plantas, para un total de 280 muestras. Cada muestra se analizé individualmente
mediante la técnica de ELISA, utilizando anticuerpos capaces de detectar 13 virus que afectan el cultivo de la
papa. Se detectd la presencia de 12 de los virus analizados. En ninguna de las muestras analizadas se detect6 la
presencia del APLV. La incidencia de los virus encontrados fue 81,4% PVX;46,4% PLRV;47,14% PVS;43,9%
PVY;279% PVA;20,7% PVM;17,14% PAMYV; 11,79% AMV;9,28% PVT; 7,8% PVV;7,86% PMTV;y 3,57%
APMoV. Unicamente tres plantas se encontraron libres de todos los virus analizados y el 91% de las muestras
presentd infecciones mixtas, siendo las infecciones con dos, tres o cuatro virus las méds comunes. Se detectaron al
menos seis virus distintos en cada una de las 14 plantaciones. Los resultados destacan la necesidad de fortalecer
el Programa Nacional de Certificacién de Semilla de Papa y de capacitar a los agricultores en el manejo de su
semilla.
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ABSTRACT. Diagnostic of viral infections in potato (Solanum tuberosum) in Alfaro Ruiz, Costa Rica.
The occurrence of 13 plant viruses known to infect potato ficlds was analyzed in the area of Alfaro Ruiz
(Zarcero) in Costa Rica. A survey was conducted in 14 potato fields. At each field, leaf tissue was collected
from 20 plants. Each sample was individually analyzed by ELISA, using antibodies able to detect 13 different
potato-infecting viruses. With the exception of APLYV, all the probed viruses were detected. The incidence of
each virus was 81.4% PVX, 46.4% PLRYV, 47.14% PVS,43.9% PVY, 27.9% PVA,20.7% PVM, 17.14% PAMYV,
11.79% AMYV, 9.28% PVT, 7.8% PVV,7.86% PMTYV and 3.57% APMoV. Only three plant samples were free
from all the tested viruses and 91% of the samples presented mixed infections. Simultaneous infections with
two, three or four viruses were very common. At least six different viruses were detected at each field. These
results point out the need to improve the national potato seed certification program and train potato producers
in the management of potato seed lots.
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Introduccion
El cultivo de la papa es el cuarto alimento en 2007). Costa Rica no es ajena a esta realidad, donde

importancia en el mundo después del trigo, el maiz y el el cultivo y consumo de la papa son de importancia
arroz. Enelaio 2004 la produccién mundial de papa fue econémica. En el pais hay aproximadamente 1500
de aproximadamente 330 millones de toneladas (FAO pequefios y medianos productores de papa. La
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produccioén anual varia entre 80.000 y 90.000 toneladas
métricas, y se cultiva alrededor de 3200 ha de papa,
localizadas principalmente en dos zonas del pais:
Cartago (aprox. 2800 ha) y Zarcero (aprox. 400 ha)
(Parral 2004). Sin embargo, las plantaciones de papa
son afectadas por diversos hongos, bacterias y virus
(Brenes et 4al. 2002) que provocan pérdidas en la
cosecha y aumentan los costos de produccion.

Las enfermedades virales en el cultivo de la papa
pueden reducir el vigor, disminuir el rendimiento
y causar infecciones secundarias en generaciones
subsecuentes de tubérculos progenie de plantas
infectadas. El efecto que pueden causar depende en
gran medida de la variedad sembrada y del tipo de
virus (Salazar 1995). Por ejemplo, recientemente en
EUA se registraron reducciones de hasta el 63,5% en
rendimiento de papa infectada con PVY (Potato virus
Y).Lareduccion en rendimiento vario segtin el cultivar
de papa y la intensidad de los sintomas, y no hubo
un efecto importante de la nutricién con nitrégeno
(Whitworth et al. 2006). Asimismo, en Costa Rica se
determiné en pruebas en invernadero una reduccién
del 26% en el rendimiento de plantas de la variedad
Floresta infectadas con PVX (Potato virus X; Vasquez
et al. 2004).

En la zona norte de Cartago, principal 4rea
productora de papa de Costa Rica, se han identificado
infecciones virales en campo con PVX, PVY y Potato
leafroll virus (PLRV), virus considerados como los mas
importantes en este cultivo. Ademds, se identificaron
infecciones con otros virus de importancia econdmica,
como el Potato virus A (PVA), Potato virus M (PVM)
y Potato virus S (PVS) (Hord y Rivera 1998, Vasquez
et al. 2006). Aun cuando no se han cuantificado las
pérdidas debidas a estas infecciones en el pais, es de
esperar que la ocurrencia de dichos virus afecte el
desarrollo y rendimiento de las plantaciones (Salazar
1995, Slack y German 2001).

También se detectaron infecciones con otros virus
que, aunque no son importantes econdmicamente,
pueden afectar el rendimiento dependiendo de la
variedad sembrada, tales como el Potato aucuba
mosaic virus (PAMV), Potato virus T (PVT), Potato
virus V (PVV), Andean potato mottle virus (APMoV)
y Potato mop-top virus (PMTV) (Vasquez et 4l. 20006).
Este dltimo virus ha tomado importancia en los
ultimos afios en varias partes del mundo por su efecto
en los tubérculos de papa (Sandgren 1996, Lambert
et al. 2003, Xu et 4l. 2004). Este virus, junto con la
raza NTN (Necrotic Tuber Necrosis) del virus PVY, se

consideran enfermedades emergentes y una amenaza
a la produccién de papa en Latinoamérica (Secor y
Rivera-Varas 2004).

El conocimiento de las enfermedades de un
cultivo en una regién es el primer paso para el
desarrollo de medidas de control y manejo. Este
conocimiento permite la estandarizacién de las técnicas
de diagnéstico adecuadas en la regién o cultivo; la
utilizaciéon de las variedades menos susceptibles a
las enfermedades presentes; la identificaciéon de las
prioridades ynecesidades deinvestigacion;y capacitar a
los agricultores para que reconozcan las enfermedades
y las controlen o prevengan. Asimismo, es posible
desarrollar politicas que eviten la contaminaciéon de
nuevas areas en el pais e incluso la erradicacién de
algunas de las enfermedades. Por dltimo, actualmente
la identificacién de los agentes patoldgicos de un
cultivo en una regién tiene importancia cuarentenaria
e incide en el comercio internacional y en aspectos de
seguridad nacional de los paises (Madden y Wheelis
2003, Jones 2004, Ward et al. 2004, Webster et al. 2004,
Lees et 4l. 2005).

En Costa Rica no se cuenta con informacion
sobre la presencia de virus en plantaciones de papa
en la zona de Zarcero, la cual se cultiva en forma mas
reciente que la zona de Cartago. EIl objetivo de este
trabajo fue evaluar la incidencia de PVX, PVY, PLRY,
PVA, PVM, PVS, PAMYV, PMTV, PVV, PVT, APMoV,
Alfalfa mosaic virus (AMV), y Andean potato latent
virus (APLV) en plantaciones de papa en la zona
de Zarcero y compararla con la presencia de virus
informada en la zona de Cartago.

Materiales y métodos

Recoleccion de muestras

Se realizé un muestreo en 14 parcelas de papa en
el cantén de Alfaro Ruiz, provincia de Alajuela,
conocida como zona de Zarcero. Todas las parcelas
se ubican entre 1800 y 2200 msnm. La recoleccién
de muestras se realizé entre los afios 2002 y 2003. La
ubicacién geografica de la finca, el estado fisiol6gico
del cultivo (plantas en flor) y la disponibilidad de los
agricultores para colaborar en el proyecto fueron los
criterios utilizados para la definicién de los lugares de
muestreo. Las parcelas seleccionadas tenian de 500 a
750 m?. Para el muestreo se dividi6 cada parcela en
cuatro subparcelas semejantes. En cada subparcela se
muestreé en forma de zig-zag (Campbell y Madden
1990) cinco plantas en floracion, de cada una de las
cuales se recolectaron entre 10 y 12 hojas distribuidas
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en la parte media y superior de la planta. En total se
muestrearon 20 plantas por parcela para un total de
280 muestras.

Procesamiento y analisis de las muestras

Las hojas recolectadas se empacaron en bolsas
individuales y se trasportaron al laboratorio. Luego
se congelaron a —70 °C por un periodo maximo de
tres semanas. Las muestras se maceraron con un
macerador eléctrico de rodillo a una dilucién de 1:3
p/v en una solucién amortiguadora fosfato salino
(PBS) que contenia fosfato de potasio 0,01 M, pH 7.4;
cloruro de sodio al 0,85%:; sulfito de sodio al 0,13%;
PVP al 2%; albimina bovina al 0,2%; y Tween-20 al
2%. Los extractos de las muestras de las 20 plantas
por parcela se analizaron individualmente, utilizando
el método DAS-ELISA (double antibody sandwich
enzyme-linked inmuno-sorbent assay), para detectar
la presencia de PVA, PVM, PVS, PLRYV, PVX, PVY,
APLV, PAMYV, PVT, PVV y AMYV, con anticuerpos
comerciales y protocolos de la casa comercial
Agdia (Elkhart, Indiana, EUA). Para cada virus se
emplearon controles positivos y negativos adquiridos
de la casa Agdia. Las muestras se analizaron para
PMTV y APMoV mediante TAS-ELISA (triple
antibody sandwich enzyme-linked inmuno—sorbent
assay) con reactivos, controles (positivos y negativos) y
protocolos de la casa comercial ADGEN (actualmente
Neogen Europe Ltd., Auchincruive, Scotland, UK).
Las lecturas de absorbancia a 460 nm se tomaron
en un lector de ELISA Dynex MRX, 120 minutos
después de afadir el sustrato. Como sustrato se
utilizé p-nitrofenil fosfato a una concentracién de 1
mg/ml, en una solucién amortiguadora de pH 9,8 que
contenia 9,7% de dietanolamina y 0,01% de cloruro
de magnesio hexahidratado. Se consideraron como
plantas infectadas o positivas todas las muestras con
un valor de absorbancia mayor o igual a la media de
la absorbancia de las muestras sanas control (n = 2),
mas tres veces la desviacion estandar (Sutula et al.
1986). Todos los valores menores a este criterio se
consideraron plantas no infectadas o negativas.

Resultados y discusion

En la zona de Zarcero, se detectd la presencia de 12 de
los 13 virus analizados; algunos de éstos presentan una
alta incidencia: PVX (81,4%), PLRV (46,4%), PVS
(47,14%),PVY (43,9%),PVA (27,9%),PVM (20,7 %),
PAMYV (17,14%),AMV (11,79%),PVT (9,28%),PVV

(7,8%),PMTV (7,86% )y APMoV (3,57 %). Estos virus,
excepto el AMYV, se habian informado previamente
para la zona de Cartago (Solis 1989, Hord y Rivera,
1998, Vasquez et al.2006). Unicamente el APLV no se
detect6 en ninguna de las muestras; este virus tampoco
se detect6 en un estudio previo en la zona de Cartago
(Vasquez et al. 2006).

Ninguna de las 14 parcelas incluidas en el muestreo
se encontr6 libre de virus; por el contrario, todas las
parcelas presentaron al menos seis virus distintos y
una parcela present6 los 12 virus detectados. El PVX,
PVY y PLRV se detectaron en todas las parcelas
analizadas y los virus PVA, PVS, PVM, PAMV, PVV y
PVT se detectaron en més del 50% de las mismas. El
PMTYV yel APMoV, respectivamente, se detectaron en
seis y tres de las 14 parcelas muestreadas.

Solo tres muestras de papa de las 280 analizadas
se encontraron libres de los 13 virus evaluados. Por el
contrario, se presentaron infecciones mixtas en 91%
de las muestras. Las infecciones mixtas con dos, tres
o cuatro virus fueron las méas comunes, con 25.,4; 23,6;
y 17,9% de las muestras, respectivamente. También se
detectaron en menor porcentaje infecciones mixtas
con cuatro o mas virus, hasta un maximo de nueve
virus en una misma planta.

Al comparar los resultados obtenidos en este
estudio con el realizado en Cartago por Vasquez et al.
(2006),se observa que los seis virus—PVX,PLRV,PVS,
PVY, PVA y PVM— informados desde hace varios
anos en Cartago (Hord y Rivera 1998) presentan una
mayor incidencia en la zona de Zarcero. La incidencia
de los virus PLRV, PVY y PVS se encuentra cercana
o dentro de los dmbitos de ocurrencia informados
en otros paises (Sdnchez et al. 1991, Rodriguez 1993,
Djilani Khouadja et al. 2003, Choueiri et al. 2004,
Finetti-Sialer et al. 2005).

El PVX present6 la mayor incidencia en Zarcero
(81,4%) y, en general, es mayor a la incidencia del
virus informada en otros paises (Sanchez et al.
1991, Rodriguez 1993, Choueiri et al. 2004). Una
alta incidencia de este virus, mayor a un 77%, se ha
detectado en Cartago desde 1980 (Ramirez-Martinez
y Géamez 1980, Hord y Rivera 1998, Vasquez et Al
2006). El PVX es un virus de gran importancia en
papa, ya que puede provocar una disminucién del
rendimiento de entre 15 y 20%; sin embargo, su efecto
puede ser mayor en infecciones mixtas con PVA y
PVY (Slack 2001b). Los virus PLRV (46,4%) y PVA
(27,9%), el tercero y quinto respectivamente respecto
a su incidencia en Zarcero, también son considerados
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como factores importantes en la disminucién del
rendimiento del cultivo.

El caso del virus PVY, que se encontro en el 43,9%
de las muestras, es de especial importancia. Este virus
es uno de los que provoca mayor efecto negativo sobre
el rendimiento del cultivo, especialmente en la cosecha
de primera calidad y cuando el tubérculo semilla se
encuentra infectado por el virus (Salazar 1995, Hane y
Hamm 1999, Nolte et 41. 2004). Existen distintas razas
del virus, como PVYO, PVYN y PVYC (Blanco-Urgoiti
et al. 1998, Piche et al. 2004, Crosslin et al. 2006).
Dentro de laraza PVYN, existen aislamientos del virus,
denominados PVYNTN que producensintomasinternos
y externos en el tubérculo, lo cual provoca su pérdida.
Estos aislamientos son de importancia cuarentenaria
y se consideran una amenaza a la produccién de
papa en Latinoamérica (Secor y Rivera-Varas 2004).
Recientemente se describié un aislamiento nuevo,
denominado PVYN, que también causa lesiones en
los tubérculos y existe gran preocupacién porque se
ha visto un aumento dréstico en su aparicién (Singh
et al. 2003, Piche et 4l. 2004, Crosslin et al. 2006). Las
razas PVYNy PYVO se detectaron en la zona papera
de Cartago, siendo la raza PVYN la mas abundante
(Vasquez 2002). Por lo tanto, existe el riesgo de que
haya o se originen, en el pafs, aislamientos del virus
que afecten los tubérculos. Asi, el alto porcentaje
de incidencia del PVY en Zarcero es una amenaza
latente para la produccion de papa de la zona. Dada la
presencia de las razas N y O en Cartago, se recomienda
evaluar lazona de Zarcero para conocer si ambas razas
también se encuentran presentes.

Los virus PAMV, PVT, PMTV, APMoV y PVV,
que podrian considerarse de introduccién posterior
al pais o que han sido detectados sélo recientemente,
presentaronunamenorincidenciaenlazonade Zarcero
respecto a lo informado para Cartago (Vasquez et 4l.
2006). De estos virus, es importante destacar el PMTYV,
que también es considerado como una enfermedad
emergente y una amenaza potencial para la produccién
de papa en Latinoamérica (Secor y Rivera-Varas 2004)
y Norteamérica (Xu et al. 2004), y ha sido de gran
importancia en Europa (Sandgren 1996). Este virus,
al igual que los aislamientos de PVYNTN| produce
lesiones en los tubérculos, provocando que pierdan su
valor comercial. El vector de este virus, Spongospora
subterranea f. sp. subterranea se detecté en Costa Rica
(Montero-Astta et 4l. 2002).

Por tltimo, se detecté el AMV con una incidencia
de 11,79%. La presencia de este virus no se ha
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investigado en el area de Cartago. El AMV provoca
la aparicién de 4reas de color amarillo brillante en el
follaje (cdlico); ademas, existen razas del virus que
provocan lesiones en los tubérculos (Salazar 1995,
Slack 2001a). La presencia de este virus es importante
debido a que presenta un amplio &mbito de hospederos
y, por tanto, puede afectar otros cultivos de la zona.

Es importante destacar el alto porcentaje de
infecciones mixtas, que muy probablemente son las
causantes de los mosaicos rugosos severos observados
en muchas de las muestras. Las infecciones mixtas
elevan el riesgo de reduccién de la cosecha y la
degeneracion del cultivo en siembras consecutivas.

La zona de Zarcero posee menos trayectoria en
el cultivo de la papa, motivo por el cual se esperaba
que esta zona presentara una menor incidencia de
enfermedades virales. Sin embargo, la semilla de papa
que se ha utilizado en la zona proviene de Cartago,
por lo que también se puede suponer que esta semilla
pudo venir contaminada y los virus dispersarse
mediante tubérculos y vectores a través de la zona. La
presencia de numerosas especies de afidos (Aphididae,
Hemiptera), vectores de algunos de los virus, fue
detectada en plantaciones de papa en Cartago y
Rancho Redondo (Vasquez et al. datos sin publicar) y
las especies de afidos se encuentran distribuidas en el
pais (Voegtlin et al. 2003).

Elntdmero de virus detectados en Zarcero y el alto
porcentaje de incidencia de muchos de ellos, asi como
los datos existentes para la zona de Cartago, resaltan
la necesidad de fortalecer el Programa Nacional
de Certificacion de Semilla de Papa en el pais. Este
programa debe ser complementado con la deteccidén
asistida por ELISA y/o PCR de los virus, asi como con
la capacitacion de los agricultores para el manejo de
su semilla y el conocimiento de las distintas virosis que
amenazan su cultivo (Slack y Singh 1998, Waterworth
1998).

En India se demostré que el uso de la técnica de
ELISA para la evaluacién de los lotes de papa tiene
un impacto importante sobre la incidencia de los virus
(Kumar et al. 2000, Kumar et al. 2003). Asimismo,
capacitar a los agricultores e introducir mejoras en los
sistemas formal y tradicional de produccién de semilla
de papa son de gran importancia para mejorar el
rendimiento del cultivo. Por otra parte, estas mejoras
en el sistema de produccién y el conocimiento de
las enfermedades que afectan al cultivo en un area
determinada son una necesidad, y una responsabilidad,
para el intercambio y evaluaciéon de germoplasma
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de papa y para la comercializacién de los tubérculos
(Hidalgo e Ilangantileke 2000, Lozoya-Saldana 2000).
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