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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue evaluar las técnicas de deteccién del Potato virus Y (PVY):TAS-ELISA
e Inmunocaptura-RT-PCR en tiempo real (IC-RT-gPCR), en tejidos foliares de papa (Solanum tuberosum L.) cv.
Diacol-Capiro procedentes de tres lotes del Norte de Antioquia, Colombia. Adicionalmente, se secuenci6 el genoma
de este virus mediante secuenciacion masiva de nueva generacion (NGS). Se detect6 el PVY con ambas técnicas
en los tres lotes, aunque estas difirieron significativamente en su sensibilidad; con IC-RT-qPCR se encontré el
virus en el 88,8% de las muestras, mientras que con TAS-ELISA en el 33,3%. La naturaleza de los amplicones se
confirmé por secuenciacion Sanger (identidad=98-100%) y comparacién con los valores de temperaturas de fusion
(Tm) del control positivo (77,5°Cx1°C). Los analisis bioinformaticos permitieron caracterizar el genoma completo
de la cepa PVY_Yarumal, con una profundidad de 716x y un tamafio de 9701nt. Presenta un marco de lectura
abierto (ORF) que codifica para una poliproteina de 3061 aminoacidos, flanqueada por regiones no traducidas
(UTR) 5'y 3'de 187 y 328nt, respectivamente. Los analisis filogenéticos, tanto de la poliproteina completa como
de la secuencia de la capside, indican su identidad con genotipos de la raza necrosante PVYN™; se identificaron,
ademas, los motivos K, E, , y QELA asociados a dicho linaje. Estos resultados plantean la necesidad de incorporar
en los programas de manejo de enfermedades virales, en la agroindustria de papa en Colombia, el empleo de técnicas
de deteccién altamente sensibles como las basadas en RT-PCR en tiempo real.
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Detection and molecular characterization of Potato virus Y (PVY) in potato
(Solanum tuberosum L..) crops in northern Antioquia, Colombia

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the techniques TAS-ELISA and IC-RT-gPCR as detection
tools for Potato virus Y (PVY) in foliar tissues of potato (Solanum tuberosum L.). Leaf samples of the potato
variety Diacol-Capiro from three different plots in northern Antioquia (Colombia) were used. Additionally, the
complete genome sequence of this virus was obtained using Next-generation sequencing (NGS). PVY detection
using both techniques differed significantly in sensitivity, as 88.8% of the samples tested positive for PVY using
IC-RT-gPCR in contrast to only 33.3% with TAS-ELISA. Sanger sequencing of the RT-gPCR amplicons and the
comparison with the melting temperatures of the positive control (77.5°Cx1°C) were used to confirm the presence
of PVY. Bioinformatics analysis resulted in a contig of 9701 nt with an average sequence depth of 716x. The
PVY_Yarumal contains an ORF coding for a 3061 residue protein flanked by 5’ and 3’ untranslated regions of
187 and 328 nt, respectively. Phylogenetic analysis using the complete polyprotein CDS and CP regions suggests
phylogenetic identity with necrotic strain PVYN™; sequence motifs K, E, .and QELA typical of PVYN™ were also
found in PVY_Yarumal. These results suggest that urgent measures are required to strengthen current integrated
virus disease management in the potato agroindustry in Colombia by using highly sensitive detection techniques
based on real-time RT-PCR.
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INTRODUCCION

El Potato virus Y (PVY), la especie tipo del género
Potyvirus (Familia Potyviridae), es uno de los virus que
mayormente limita la produccién de papa en el mun-
do, al ocasionar pérdidas hasta del 80% en los rendi-
mientos de los cultivos y afectar la calidad de los tu-
bérculos cuando se presentan infecciones por cepas
necrosantes como PVYN™N y PVYW (1, 2). Su infec-
cion causa un amplio rango de sintomas que incluyen
mosaicos de suaves a severos, rugosidad de hojas,
defoliacién, enanismo, necrosis foliar y de tubérculos
y, finalmente, reduccién en el rendimiento de las plan-
tas (3). Este virus se transmite, de manera no persis-
tente, por al menos 100 especies de afidos donde Myzus
persicae Sulzer es la mas eficiente, al igual que por
medios mecanicos y por tubérculos-semilla infectados
(4). Es por esto que el establecimiento de los cultivos
con material de siembra certificado libre de virus cons-
tituye un aspecto fundamental para el manejo de este
y otros virus que infectan la papa (2, 5).

Los viriones de PVY se caracterizan por presentar
particulas filamentosas de 730 nm de longitud y 11 nm
de diametro, con una molécula de ARN de cadena sen-
cilla de, aproximadamente, 9700 nucleétidos (nt), con
una cola de poli-A en el extremo 3 y una proteina VPg
unida, covalentemente, al extremo 5° (4). Su genoma
se expresa a partir de la traduccion de una poliproteina
que se procesa por tres proteasas de origen viral (Nla,
HC-Pro y P1) y da origen a 10 proteinas funcionales
denominadas: P1, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, Nla-VPg,
Nla-Pro, NIb y CP; las dos ultimas correspondientes a
la replicasa viral RARp (RNA-dependent RNA
polymerase) de 59,7 kDa y a la proteina de la capside
(CP) de 30kDa (6).

El PVY presenta altas tasas de mutacién y
recombinacién genética, por lo que esta especie es
muy variable a nivel biolégico y molecular; tradicional-
mente, se reconocen cinco razas principales denomi-
nadas: PVY® (raza ordinaria), PVYN (raza necrosante),
PVYC (raza que causa estriados puntiformes), PVY?
(raza no necrosante) y PVYNP (no patogénica a papa),
con base en sus diferencias en patogenicidad sobre
papa, tabaco y pimentén (7). En la ultima década, a
través de técnicas moleculares, se identificaron dife-
rentes linajes genéticos asociados a cada una de esta
razas; los mas caracteristicos fueron aquellos deno-
minados PVYN™N y PVYNOWi (3 7) que corresponden
a cepas que causan necrosis en tubérculos de papayy,
en particular, la enfermedad denominada como «Anillo
Necrotico de los Tubérculos» (Tuber Necrotic Ringspot
Disease of Potato - PTNRD, por sus siglas en inglés)
(7, 8).
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Para la deteccidn especifica de PVY se utilizan di-
ferentes metodologias bioldgicas, seroldgicas y
moleculares. Entre las primeras se destacan la ins-
peccion visual de sintomas y pruebas de inoculacion
en plantas indicadoras; este proceso requiere entre
seis y ocho semanas y obedece a criterios subjetivos
del evaluador (9). De otra parte, las metodologias
serolégicas como ELISA (ensayo porinmunoabsorcion
ligado a enzimas), se han utilizado ampliamente para
la deteccion del PVY al ofrecerse comercialmente
anticuerpos, tanto monoclonales como policlonales;
sin embargo, estas metodologias tienen restriccio-
nes de sensibilidad y diferenciaciéon de variantes,
pues son especialmente limitantes para la detec-
cion de este virus en tejidos con bajo titulo, como
los tubérculos en latencia (5, 10). En contraste, los
meétodos de deteccion viral basados en acidos
nucleicos, como RT-PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa con retrotranscripcion previa) (8, 9) y RT-
PCR en tiempo real (RT-gPCR) (9,11),son altamente
sensibles, de rapida ejecucion y permiten el diag-
nostico simultaneo de diferentes virus en formatos
de deteccion multiple (6).

En los ultimos afios se incorporaron a las herra-
mientas de diagndstico y caracterizacion molecular de
virus, las de secuenciacion masiva de nueva genera-
cién (NGS); los mas usados, en la actualidad, son las
plataformas 454 GS FLX+ (Roche), SOLID (ABI) y
HiSeq2000/2500 (lllumina) (12, 13). Con la utilizacion
de sistemas NGS, en los ultimos afos se descubrie-
ron al menos 49 virus de plantas con genomas, tanto
de ARN como de ADN; 36 de los cuales se clasificaron
en 16 familias virales y nueve se constituyeron en las
especies tipo de igual nUmero de nuevos géneros (13).
En Colombia, el uso de metodologias NGS también
permitié detectar y caracterizar molecularmente dife-
rentes especies de virus, como son Andean potato latent
virus (APLV) (14), Potato virus S (PVS) (15) y PVY
(16).

Con el fin de ofrecer alternativas de deteccion que
apoyen los programas de manejo integrado de enfer-
medades virales y de produccion de tubérculos certifi-
cados de papa en Colombia y otros paises, en este
trabajo se evaluaron las técnicas para deteccion del
Potato virus Y (PVY) de TAS-ELISA e Inmunocaptura-
RT-PCR en tiempo real (IC-RT-gPCR) en tejido foliar de
papa (Solanum tuberosum L.) cv. Diacol-Capiro obte-
nido de tres lotes del Norte de Antioquia, Colombia.
Adicionalmente, se secuencio el genoma de este virus
mediante secuenciacion masiva de nueva generacion
(NGS) con el sistema NGS llluminaHiSeq 2000, como
base para su caracterizacion molecular en Colombia.



MATERIALESY METODOS

Muestras

En dos lotes de cultivo de S. tuberosum cv. Diacol-
Capiro del municipio Santa Rosa de Osos (06°382 513
N, 75°272 373 W, altitud 2550 msnm) y en un lote
ubicado en Yarumal (6°572 03 N, 75°252 13 W, altitud
2100 msnm) en el departamento de Antioquia, Colom-
bia, se obtuvieron de manera aleatoria 15 muestras de
foliolos de plantas de papa en estado de floracion, con
el fin de evaluar la presencia de PVY mediante prue-
bas de TAS-ELISA (ELISA del tipo sandwich de triple
anticuerpo) e IC-RT-gPCR (RT-PCR en tiempo real con
inmunocaptura previa). Adicionalmente, en el lote de
Yarumal se obtuvo una muestra con sintomas tipicos
de la infeccion por PVY (mosaico severo, enanismo y
deformacion de brotes) con el fin de ser utilizada para
la secuenciacion del transcriptoma foliar por NGS.

Pruebas de TAS-ELISA e IC-RT-qPCR

Las 45 muestras foliares de foliolos de papa se eva-
luaron para detectar la presencia de PVY utilizando
pruebas de TAS-ELISA (SRA20001/0500) de la com-
pania Agdia (Indiana, EE.UU.), que emplean
anticuerpos policlonales para la captura del PVY y
monoclonales conjugados a fosfatasa alcalina para su
revelado, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados colorimétricos se cuantificaron en un equi-
po Multiskan RC/MS/EX (Thermo, EEUU); en cada
prueba se incluyd un control positivo y un control ne-
gativo, consistentes en tejidos vegetales suministra-
dos en forma liofilizada por el proveedor comercial
(Agdia). La definicion de las muestras positivas, para
la infeccion de PVY, se baso en la férmula del valor de
corte (Cut-off) reportada por Bioreba (http://
www.bioreba.com), [Cut-off = (promedio + 3 desviacio-
nes estandar) x 1,1]. La naturaleza viral del control
positivo de PVY se confirmd previamente por RT-PCR
convencional y secuenciacion por el método de Sanger,
con los cebadores PVYCPF (5°'ACC ATC AAG SAA
ATGACACA3)yPVYCPR (5 CGGAGAGACACT
ACA TCA CA 3°) que amplifican el gen completo (801
pb) de CP (17), siguiendo el protocolo reportado por
Henao-Diaz et al. (18).

Una vez finalizadas las pruebas de TAS-ELISA, se
procedio a la liberacion en, todas las muestras (tanto
las positivas como negativas), de las particulas virales
que, putativamente, se reconocieron por los anticuerpos
especificos para PVY a través del procedimiento des-
crito por Wetzel et al. (19), en el que se utilizan 70 pl
de buffer de liberacién (Tris-HCI 10mM pH 8.0, 1% Triton
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X-100) e incubacion a 70°C durante 10 min. Estos pro-
ductos de Post-ELISA se utilizaron como molde para
evaluar la presencia del PVY mediante RT-gPCR con
SYBR Green |. Para la sintesis del ADN copia (ADNc)
se utilizaron 200 U de la enzima Maxima Reverse
Transcriptase (Thermo), 1X de buffer RT, 0,5 mM de
dNTPs, 100 pmol del cebador Oligo-dT, 20 U de
inhibidor de ARNasas y 12,5 ul del producto de libera-
cion post-ELISA. Las reacciones se incubaron en un
termociclador T3 (Biometra, Alemania) a 65°C por 5
min, seguido de 50°C por 30 min y 85°C por 5 min. El
gPCR se realizé con el kit Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (2X) (Thermo), en 25 pl de reaccion
con 12,5 ul del kit, 10 yl de agua estéril libre de
nucleasas, de 20 a 100 ng de ADNc y 0,3 pM de los
cebadores PVY-1FP (5°CCAATC GTT GAGAAT GCA
AAAC 3)yPVY-1RP (5°’ATATAC GCT TCT GCAACA
TCT GAG A 3") (11) que amplifican una porcién de 74
pb de la regiéon CP de PVY. Todas las reacciones de
RT-gPCR incluyeron un control negativo libre de cDNA
viral y un control positivo de PVY, proveido por la com-
pafia Agdia. La amplificacién se realizé en un equipo
Rotor-Gene Q-5plex Platform (Qiagen, Alemania) con
adquisicion de fluorescencia después de cada ciclo;
como muestras positivas se definieron aquellas que
presentaron valores de Ciclo umbral (threshold Cycle -
Ct) menores de 35 y amplicones con temperatura de
fusion (Tm) de +1°C con respecto al control positivo.
Todas las reacciones de RT-qPCR incluyeron un con-
trol negativo libre de ADNc viral.

Adicionalmente, la naturaleza viral de cinco de los
amplicones que cumplieron con estas condiciones y
del control positivo se confirmd por secuenciacion
Sanger en la compania Macrogen (Corea del Sur), pre-
via purificacion con el kit QlAquick Gel Extraction
(Qiagen). Las secuencias obtenidas se editaron con el
programa Mega 6.0 (20) y se compararon con las ba-
ses de datos moleculares mediante el programa
BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).La con-
cordancia y las diferencias significativas entre los re-
sultados ofrecidos por las pruebas de TAS-ELISAy de
IC-RT-gPCR se evaluaron mediante el indice de Cohen’s
Kappay la prueba de McNemar, respectivamente, uti-
lizando el programa Graphpad (http://graphpad.com/

quickcalcs).
Pruebas de RT-qPCR en bulks

Con el fin de evaluar la utilidad de la técnica de RT-
gPCR en dos pasos para la deteccion de PVY directa-
mente a partir de ARN total de tejido foliar de papa, se
establecieron tres bulks de muestras por cada lote de
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cultivo (S1 a S5; S6 a S10 y S11 a S15) y se les
realizé su maceracion con nitrégeno liquido para pro-
ceder a la extraccion del ARN total con el kit Gene
JET Plant RNA Purification (Thermo), a partir de 100
mg de muestra y siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. EI ARN obtenido fue eluido en 50 ul de agua
tratada con DEPC y se determinaron su concentra-
cidn y su pureza por lecturas de absorbancia a 260nm
y 280nm en un equipo Nanodrop 2000C (Thermo), para
Su uUso en pruebas confirmatorias de la presencia de
PVY mediante RT-gPCR. Las condiciones de amplifi-
cacion y de analisis de resultados fueron similares a
las descritas anteriormente, asi como la confirmacion
de la naturaleza viral de los amplicones, que en este
caso se realizé para dos de las muestras.

Secuenciacién NGS

Para la secuenciaciéon del genoma completo de
PVY, se partid del ARN total de una muestra foliar
sintomatica colectada en el municipio de Yarumal.
Posteriormente, la muestra se tratd con el kit TruSeq
Stranded Total RNA with Ribo-Zero Plant (lllumina,
EEUU) para eliminar el ARN ribosomal y luego se eva-
Ito el nimero de integridad del ARN (RIN - RNA Integrity
Number) a partir de lecturas en un equipo 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, EEUU). Las libre-
rias de ADNc se construyeron con el kit TruSeq RNA
Simple Preparation (lllumina) y la secuenciacién masi-
va se realizd en un equipo HiSeq 2000 (lllumina) de la
compafia Macrogen. Una vez logradas las secuencias,
se removieron las bases con baja calidad (Phred<30)
utilizando el programa SeqTK (https://github.com/Ih3/
seqtk); los reads asociados a secuencias de PVY se
identificaron por analisis de mapeo con respecto a
genomas de referencia, a través de los programas
Bowtie2 y BLASTX.

Analisis filogenéticos

Las secuencias obtenidas por NGS, para el genoma
completo de PVY y por Sanger para la region CP del
control positivo, se utilizaron como base para realizar
analisis filogenéticos, a partir de su alineamiento con
respecto a secuencias disponibles en GenBank para
cepas de PVY de referencia de las razas PVY©°, PVYV
NN PVYNOWI “PVYCy PVYZ, asi como con respecto a
secuencias de CP de aislamientos de este virus obte-
nidos previamente en cultivos de papa y tomate de
arbol de Colombia. Los alineamientos se realizaron con
el programa Clustal W y los analisis de agrupamiento
con el algoritmo de Maxima verosimilitud y el modelo
GTR utilizando el programa Mega 6.0 (26). El soporte
de la topologia interna de las ramas del arbol se deter-
mino por analisis de bootstrap con 500 remuestreos.
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RESULTADOSY DISCUSION

Pruebas de TAS-ELISA e IC-RT-gPCR

EIPVY se detectd mediante pruebas de TAS-ELISA
en los tres lotes de cultivos de papa, con una inciden-
cia del 33,3% para las 45 muestras evaluadas (Fig. 1).
En estas evaluaciones se defini6 0,41 como el valor de
corte del ensayo en el histograma de frecuencias de
absorbancia a 405nm; los valores promedio alcanza-
dos para los controles negativos fueron 0,10 (SD=0,032)
y 2,9 (SD=0,42) para el control positivo comercial.

Las pruebas de IC-RT-gPCR, utilizando como mol-
de los productos de la Post-ELISA, resultaron positi-
vas para el 88,8% de las muestras evaluadas, con va-
lores de Ctde 20,94 a 34,81 (promedio 28,11) para las
muestras bajo analisis y de Ct=27,55 para el control
positivo (Fig. 1). El analisis de las curvas de
desnaturalizacion arroj6 un valor de Tm=77,38°C para
el control positivo y de Tm=77,5+1°C para las mues-
tras (Fig.2). Estos valores son similares a los encon-
trados por Medina et al. (21) en un estudio tendiente a
evaluar la presencia de PVY en tubérculos de papa de
las variedades Diacol-Capiro y Criolla-Colombia en el
departamento de Antioquia, pues en ese caso los con-
troles positivos presentaron valores de Tmde 77,5°C
+/- 0,5°C. Adicionalmente, la naturaleza viral de los
amplicones generados en las reacciones de IC-RT-
gPCR se confirmé por secuenciacion para cinco mues-
tras y se encontraron niveles de identidad del 98% -
100% con respecto a secuencias de aislamientos de
PVY reportados en GenBank (ej. KJ946936, KJ865800
y KJ847048). Asimismo, la secuencia del amplicén del
control positivo presentd 100% de identidad con acce-
siones de PVY como KJ946936 y KJ865800.

Estos resultados senalan diferencias evidentes en-
tre los niveles de sensibilidad ofrecidos por ambas téc-
nicas para la deteccion de virus de plantas, al presen-
tarse 25 disparidades (53,2% de observaciones) entre
estas y muy bajo indice de concordancia de Cohen’s
Kappa (k= 0,14; SE=0,06; intervalo de confianza al
95%: 0,023 a 0.258);se encontraron, ademas, diferen-
cias significativas en la capacidad de deteccion de PVY
por parte de ambas pruebas (McNemart=23,04,
P<0,0001). Diversos reportes en virologia vegetal han
registrado tales diferencias; es frecuente encontrar que
las metodologias basadas en RT-qPCR, con respecto
a pruebas de ELISA, ofrecen niveles superiores de
sensibilidad en el orden de 10* a 10® veces (9, 22).
Especificamente para PVY, Kogovsek et al. (1), en un
estudio sobre el disefio de pruebas de RT-gPCR para
diferenciar aislamientos recombinantes de PVYN™N,
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FIGURA 1. Resultados de las pruebas de TAS-ELISAe IC-RT-gPCR para la deteccién del Potato virus Y (PVY) en tejidos
foliares de papa, obtenidos en el norte del Departamento de Antioquia, Colombia. En cada cuadrante se presenta el total de
muestras que resultaron positivas o negativas para cada prueba. / Scatter plot of the results by TAS-ELISA and IC-RT-gPCR
of the detection of Potato virus Y (PVY) in leaf samples from northern Antioquia (Colombia). Quadrants are delimited
based on the threshold values considered positive for each method.
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FIGURAZ2. (Izq) Curvas de amplificacién por RT-gPCR utilizando el sistema SYBR Green | y los cebadores PVY-1 FPy PV Y-
1 RP para la deteccién del Potato virus Y (PVY) en tejidos foliares de papa obtenidos en el norte del Departamento de
Antioquia, Colombia. (Der) Perfiles de la curva de desnaturalizacién de amplicones especificos de PVY obtenidos por RT-
gPCR./ (Left) RT-gPCR amplification profiles using SYBR Green | and the primers PVY-1 FP and PVY-1 RP of potato leaf
samples from northern Antioquia, Colombia. (Right) Melting curves of the RT-qPCR amplicons shown on the left.
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registran que las pruebas en tiempo real presentaban
sensibilidades superiores entre 10° y 107 veces con
respecto a las pruebas de ELISA comerciales; mien-
tras que Medina et al. (21), al evaluar la capacidad de
las pruebas de RT-PCR en tiempo real para el diagnos-
tico de este virus en tubérculos-semilla, encontraron
que esta prueba detecto el PVY en el 80,6% de las
muestras, en comparacion con el 37,5% detectado con
pruebas de TAS-ELISA.

Pruebas de RT-qPCR en bulks

Las pruebas de RT-qPCR, a partir de ARN total de
tejido foliar de papa, detectaron el PVY en ocho de los
nueve bulks de muestras evaluadas, con valores de Ct
de 19,41 a 29,17 (promedio=24,56) y de Tm de
77,1°C+0,5°C; mientras que para el control positivo y
para la muestra con sintomas aparentes de infeccion
por PVY, los valores fueron de Ct=24,1(Tm=77,6) y
Ct=12,98 (Tm=77,1), respectivamente (Tabla 1). Las
diferencias notables entre los valores de Ct alcanza-
dos en las pruebas de RT-qPCR, a partir de ARN total
en comparacion con IC-RT-qPCR, indican la presencia
de un mayor titulo viral en el procedimiento que utiliza
extraccion de acidos nucleicos en comparacion con la
cantidad de particulas virales retenidas por los
anticuerpos en los pozos de las placas de ELISA, por
lo que se sugiere el empleo de esta primera metodolo-
gia para confirmar la presencia de PVY en muestras
de mayor relevancia, como por ejemplo aquellas pro-
cedentes de bancos madres de plantas de papa, en

material in vitro y/o de minitubérculos, en muestras de
importancia cuarentenaria o en materiales avanzados
de mejoramiento genético por resistencia a virus; mien-
tras que se sugiere emplear la IC-RT-gPCR en forma
rutinaria como complemento o sustitucion a las prue-
bas de ELISA que se utilizan tradicionalmente en los
esquemas de certificacion de tubérculo-semilla de papa,
asi como para apoyar estudios epidemiolégicos y de
control de este virus.

La efectividad del uso de la practica de siembra de
semilla certificada de papa por su sanidad viral se ha
demostrado plenamente en paises como Canada y
Estados Unidos, en los que operan estrictos sistemas
estatales y privados de certificacion de semilla, acom-
panados por el empleo de técnicas de deteccioén alta-
mente sensibles como RT-PCR multiple y RT-PCR en
tiempo real (5, 23); en EEUU se estima que un nivel
del 10% de incidencia de PVY en material de siembra
de papa representa pérdidas econdmicas significati-
vas para los agricultores (24).Por su parte, Fageria et
al. (9), evaluando la incidencia de PVY en lotes de
cultivos de papa de New Brunswick (Canada), reporta-
ron que los niveles de infeccion en tejido foliar del 0,6%
(en 2009)y 2% (en 2010) condujeron al incremento en
la incidencia de este virus hasta en 20,3% (2009) y
21,9% (2010), en los tubérculos obtenidos al momen-
to de la cosecha. Halterman et al. (5) indicaron que el
aumento en la deteccion de cepas necrosantes de PVY
en los cultivos de papa de EEUU, y la consiguiente

TABLA 1. Confirmacién por RT-qPCR de la presencia del Potato virus Y (PVY) en tejidos foliares de plantas de papa
procedentes del norte del departamento de Antioquia, Colombia./ Confirmation by RT-gPCR of the presence of Potato
virus'Y (PVY) in potato leaf tissue from samples collected in northern Antioquia (Colombia).

Muestra Procedencia Valor de Ct* Valor de Tm**
IC-RT-qPCR (Post-ELISA)

C- >35

C+ (Agdia) EEUU 24,1 77,6
Sintomatica Yarumal 12,98 77,1
1S 1-5 Yarumal >35

1S 6-10 Yarumal 22,56 77,2
1S 11-15 Yarumal 21,3 77,5
2S 1-5 Santa Rosa 29,17 77,4
2S 6-10 Santa Rosa 26,43 77,1
2S 11-15 Santa Rosa 27,79 76,9
3S 1-5 Santa Rosa 21,01 76,7
3S 6-10 Santa Rosa 28,81 76,7
3S 11-15 Santa Rosa 19,41 76,9

*Ct corresponde al ciclo umbral de amplificacion; Ct>35 representa resultados negativos en las pruebas de RT-qPCR.
**Tm indica la temperatura de fusion, es decir, aquella en la que el 50% de la doble hélice de los amplicones se

encuentran desnaturalizados.

Rev. Proteccién Veg. Vol. 31 No. 1 (ene.-abr. 2016): 9-19



15

disminucién de variantes de la raza ordinaria, han pues- 188, 244, 519 y 287a.a., respectivamente; los sitios
to nuevamente a este virus como uno de los mas de corte proteoliticos se identificaron en los residuos
limitantes para la agroindustria de produccién de papa. 285,740,1105,1157,1791, 1843, 2031, 2275y 2794

Esto se debe a que las cepas necrosantes general- (Fig. 3) y son similares a los reportados por Adams et
mente inducen sintomas foliares atenuados y dificiles al. (25) en su analisis del clivaje de la poliproteina
de detectar visualmente, pero causan dafios conside- potyviral. El analisis de variacioén interna realizado en-
rables en la calidad de los tubérculos. tre los reads generados para cada segmento del aisla-

do PVY_Yarumal, identifico la ocurrencia de 15 muta-
ciones puntuales, tres de las cuales conducen a cam-
En la planta de papa var. Diacol-Capiro, con sinto- bios de aminoacidos en la poliproteina (K30E en P1,
mas de mosaico rugoso, se confirmo la infeccion por M11211 en 6K1y K2758R en NIb), lo que da cuenta de
PVY, tanto con las pruebas de TAS-ELISA (Absorbancia las altas tasas de mutacion que se han reportado en
a405 nm=2,74) como mediante RT-qPCR (Ct=12,98; este virus en multiples estudios moleculares (3, 4,8).
Tm=77,1°C). La secuenciacion NGS del transcriptoma
de tejido foliar generd una libreria pareada de
6.980.917reads, para un total de 1.396.183.400 nt (Fig.
3). Los analisis de mapeo contra genomas de referen-
cia permitieron el ensamblaje con una profundidad pro-
medio de 716x del genoma completo de PVY de 9701
nt, con PVY_Yarumal como nombre del aislamiento y
KT336551 como cddigo de accesion de Genbank.

Secuenciacion NGS

Los motivos y las regiones que caracterizan el
genoma de los potyvirus se identificaron en el genoma
de la cepa PVY_Yarumal e incluyeron las regiones
denominadas por Turpen (26) como potyboxes A
(TCAATACAACAT) y B (TCAAACAA) entre las posi-
ciones 16-27 y 68-76 del extremo 5' UTR; los motivos
conservados en HC-Pro FRNK (residuos de a.a. 463-
466) e IGN (residuos 532-534 a.a.) son asociados a la

Este genoma presenta un marco de lectura abierto supresion de silenciamiento de genes y replicacion viral,
(ORF) que codifica para una poliproteina de 3061 a.a., respectivamente (27); la secuencia nucleotidica GA, T
flanqueado por regiones no traducidas (UTR) 5'y 3'de en la posicion (2918-2926) de P3, que da origen a la
187 y 328nt (excluyendo la cola de poli-A), respectiva- proteina P3N-PIPO (247 a.a.) resultante de un cambio
mente. Las proteinas P1, proteinasa HC-Pro, P3, PIPO, en el marco de lectura, fue identificado previamente
6K1, proteina de inclusién cilindrica (Cl), 6K2, proteina por Cheng et al. (28); los motivos GSGKSTGLP (resi-
de union al genoma (VPg), proteinasa de inclusién duos 1245-1253) y DECH (residuos 1331-1334) en Cl,
nuclear (Nla-Pro), replicasa viral (NIb) y proteina de la que indican la homologia de esta proteina con la
capside (CP) tienen 285, 455, 365,247, 52, 634, 52, superfamilia de helicasas SF2 (29); los sitios de corte

VRHQ/RS VRHOQ/SL VHHO/AT VSHQ/GK
MVQF/SS YRVG/GI [/ ~ ~ VEHE/AK VWVEQ/AK VHHQ/GN
1 285 740 1105 | 11500211 1791 1843 2031 2275 2794 3061
o 5
Sef P1 | HC-Pro P3 ® CI 3 vpg [NIa-Pro] NIb [ cp o 3
| | | |
{‘K’;‘;‘EJ mgm G357 G35504 ’JJ €5203T  TS756C ABBIZG TrIS4C

AB13G Cri2T T3IS6IC = p3073G  THO42C GBASSA  AB4G0G
(M11211) (K2758R)

Profundidad

T T T T T T T T
4000 5000 6000 7000 8000 000

T T T T T
4] 1000 2000 3000

Posicion (nt)

FIGURA 3. Profundidad de secuenciacion obtenida mediante NGS para el genoma de Potato virus Y cepa PVY_Yarumal
procedente de una planta sintomaética de papa var. Diacol-Capiro del Norte de Antioquia, Colombia. En la parte superior de
la barra, representando el genoma de PV, se muestran las posiciones de aminoacidos y las sefiales de corte de la poliproteina
por proteasas virales; mientras que en la parte inferior se indican los sitios polimorficos y se sefialan en negrita aquellos que
conducen a cambios de aminoacidos./ Sequence depth of Potato virus Y strain PVY_Yarumal as determined by NGS
sequencing of a symptomatic potato var. Diacol-Capiro plant from northern Antioquia, Colombia. The upper panel
shows the protease cleavage sites of the mature protein (top) as well as polymorphic sites (below). Mutations resulting
in amino acid changes are shown in bold.
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de la cistein proteasa Nla-Pro en las uniones P3/6K1,
6K1/Cl, CI/6K2, 6K2/VPg, VPg/Nla-Pro, Nla-Pro/NIb,
NIb/CP con secuencia de reconocimiento V-X-(HE)-(QE)
(25); el motivo GDD conservado en las RdRp virales
(residuos 2626-2628) y la secuencia de localizacion
nuclear Il (NSLII) TPISTPDGTIVKKFRGNNSGQPSTV
(residuos 2567-2591) en NIb; finalmente, el motivo DAG
(residuos 2800-2802) en la region CP, que esta asocia-
do a la transmision por afidos de PVY (29).

Los analisis de variacion realizados entre la secuen-
cia de PVY_Yarumal y las cepas representativas de
diferentes razas de PVY que se reportan en el mundo,
indican niveles de identidad de nt del 99,6% (99,8% en
a.a.) y 99,2% (99,4% en a.a.) con respecto a aisla-
mientos de PVYN™ de Polonia (IUNG-4) y Alemania
(Linda), respectivamente; estas fueron las Unicas re-
giones que presentaron valores inferiores a 99% de
identidad, la 6K2 (98,7%) (con IUNG-4) y P1 (98,5%) y
6K1 (98,07%) (con Linda) (Fig. 4). Adicionalmente, la
identidad del aislamiento PVY_Yarumal, como miem-
bro de la raza N de PVY y especificamente del linaje
PVYN™N se confirmé por el hallazgo en la regién HC-
Pro de los dos residuos K,00E 10

(MKIFYPDVHDAELPRILVDHET) reportados por

Tribodet et al. (30) como determinantes de los sinto-
mas de necrosis de venas inducidos por aislamientos
PVYN, asi como por la secuencia de P1
RLRRQELATVRT reportada por Shubert etal. (3) en
aislamientos del linaje PVYNTN,

Por otra parte, los niveles promedio de identidad
entre la cepa PVY_Yarumal y los aislamientos repre-
sentativos de PVY¢fueron del 85,1% (92,1%ena.a.)y
del 89,1% (93,4% en a.a.) con relacion a PVY©; las
regiones que codifican para P1y para las proteinasas
Hc-Proy Nla-Pro fueron las mas disimiles, con niveles
de identidad de 72 a 82,5% (72% a 93,4% en a.a.) y
73a82,1% (81% a92% en a.a.), con respecto a PVY®
y PVY©, respectivamente (Fig. 4).

Andlisis filogenéticos

El &rbol filogenético generado a partir de la secuen-
cia completa, que codifica para la poliproteina de PVY,
presento cuatro clados principales que corresponden
a los linajes que representan las razas PVYNNTN
PVYNONWIPVYO y PVYCNP - cuyos representantes
provienen de diferentes paises del mundo (Fig. 5A). El
clado de PVYNMN™incluyo cepas del tipo principal Ny
de lavariante NTN y, a su vez, se presento subdividido
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FIGURAA4. Niveles de identidad del genoma de la cepa de Potato virus Y cepa PVY _Yarumal con otros aislamientos de PVY
que representan diferentes razas de este virus en el mundo./ Genome identity levels of the Potato virus Y strain PVY_Yarumal
with respect to other PVY isolates representing different strains from around the world.
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en dos grupos con 100% de soporte de bootstrap; el
primero de ellos albergd la secuencia del aislamiento
PVY_Yarumal obtenida en este trabajo, en conjunto
con diferentes aislamientos de PVY procedentes de
cultivos de papa de Eurasia y Norteamérica. De forma
interesante, los otros dos aislamientos de PVY, com-
pletamente secuenciados en Colombia y obtenidos en
plantas de tomate de cultivos de Antioquia, se ubica-
ron en el otro subclado de PVYNNTN: se confirmo asi la
ocurrencia, en este pais, de al menos dos linajes de
cepas necrosantes que infectan plantas solanaceas
en Colombia. Situacién que infirieron Henao-Diaz et al.
(18) en estudios basados en secuencias de CP de
aislamientos de papa y tomate de arbol.

Por otra parte, el arbol filogenético realizado para
CP presenté una topologia similar al anterior, aunque
las cepas de PVY° y PVYNOse ubicaron en un solo
clado, dado que las regiones de recombinacién entre
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estas se ubican en otras regiones del genoma diferen-
tes a CP (4). En este analisis filogenético el aislamien-
to PVY_Yarumal se ubicé en un subclado que incluye
cepas de este virus de Colombia y de otros paises del
mundo, mientras que nuevamente el aislamiento de
PVY de tomate reportado en GenBank (KT290511) se
agrupo solo con aislamientos de PVY de Colombia, lo
que reconfirma la ocurrencia de los dos genotipos
necrosantes de PVY en la zona alto andina de Antioquia
(Fig. 5B). Finalmente, la secuencia del control positivo
comercial (Agdia) empleado en los analisis de TAS-
ELISAy RT-gPCR se ubicé en el clado PVY®, lo que
coincide con su origen en EEUU y confirma su utilidad
en los analisis aqui realizados.

Las topologias de los arboles filogenéticos encon-
tradas en este trabajo coinciden con los reportes de
Ogawa et al. (8), en los que se utilizaron, como base
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FIGURA 5. (A) Arbol filogenético basado en secuencias de la regiones que codifican para la poliproteina y (B) la capside
viral de aislamientos del Potato virus Y (PVY) procedentes de cultivos de papa del norte de Antioquia, Colombia y otros
lugares del mundo. Los nimeros sobre las ramas indican los valores de bootstrap>80% y las denominaciones externas se
refieren a las razas que representan los clados principales definidos en los analisis filogenéticos./ Maximum-likelihood
phylogenetic trees using the complete polyprotein coding region (A) and a segment of the coat protein (B) of Potato virus
Y strains from northern Antioquia, Colombia, and other countries. Bootstrap values >80% are shown at branch points

and clades labelled according to their race.
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de analisis, 149 secuencias de poliproteinas de PVY'y
donde se incluyen 20 de Japon; es recurrente en sus
andlisis la division del linaje PVYNNN en dos sublinajes
que los autores denominan N-1 (N-Europa) y N-2, (N-
North America); sin embargo, la presencia en este tra-
bajoyenlosde Giletal. (31) y Henao-Diaz et al. (18),
sobre un tercer linaje conformado solo por aislamien-
tos colombianos de PVY, confirman la ocurrencia de
variantes unicas de PVY en la regién Andina de Co-
lombiay sugieren la posible patogenicidad cruzada de
estos aislamientos entre diferentes hospederos de plan-
tas solanaceas, como son la papa, el tomate y el to-
mate de arbol; por lo que se requiere que se evallue
experimentalmente mediante pruebas de inoculacion
mecanica de virus en ambiente controlado.

Los resultados de la presente investigacion, donde
se detectd el PVY en 88,8% de 45 muestras foliares
de plantas de papa de cultivos del Norte de Antioquia 'y
aquellos recientemente reportados por Medina et al.
(21), en los que se encontré que este virus utiliza RT-
gPCR en 100% de 16 muestras de tubérculos de
Diacol-Capiro y en 66,6% de Criolla-Colombia proce-
dentes del departamento de Antioquia, ponen de mani-
fiesto la urgencia de revisar los programas de manejo
de enfermedades virales en la agroindustria de papa
en Colombia y, muy especialmente, reforzar los pro-
gramas de certificacion de tubérculo-semilla con el
empleo de técnicas de deteccion altamente sensibles,
como las basadas en RT-PCR en tiempo real.

En el futuro resultara de gran interés la realizacion
de pruebas bioldgicas que evalluen los efectos de las
cepas necrosantes de PVY sobre los rendimientos y
la calidad de los tubérculos de las variedades locales
de papa que se cultivan en Colombia y en otros paises
andinos. Lo anterior se debe a que, hasta el momento,
no esta definido sila enfermedad PTNRD, causada por
algunas variantes de PVYN™, se presenta en los cul-
tivos de esta region, pues es posible que la ocurrencia
de sintomas necréticos en los tubérculos se les atri-
buya, equivocadamente, a otros patégenos como son
Tobacco rattle virus (TRV), Potato mop-top virus
(PMTV) o, incluso, a Pectobacterium solanacearumy
Phytophthora infestans.
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