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SECUENCIACION DEL GENOMA DEL Potato yellow vein virus
(PYVV) Y DESARROLLO DE UNA PRUEBA MOLECULAR
PARA SU DETECCION

Daniela Alvarez-Yepes', Pablo A. Gutiérrez-Sanchez' y Mauricio Marin-Montoya®

RESUMEN

El Potato yellow vein virus (PYVV) es uno de los virus mas limitantes en cultivos de papa de la regién andina. Es transmitido por
moscas blancas y por tubérculos-semilla, por lo que la disponibilidad de métodos de deteccidn resulta fundamental para su
manejo. En este estudio se secuencié completamente el genoma de un aislamiento de PYVV de Solanum phureja en La Unién
(Antioquia, Colombia), utilizando la secuenciacion de nueva generacion (NGS) y con base en dicha secuencia se disefiaron tres
pares de cebadores para la deteccion del virus mediante RT-PCR convencional y RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR). Estas
pruebas fueron evaluadas en 12 muestras asintomaticas y en cuatro sintomdticas. El genoma del virus consistid en tres segmentos
de ARN con tamafios de 8032, 5330 y 3891 nt y 10 marcos abiertos de lectura (ORF). Al comparar los niveles de identidad de los
tres segmentos con aquellos del Gnico genoma disponible en GenBank (PRINA14924), se encontraron niveles superiores al 99,2
%. Los cebadores para la capside (CP) permitieron la deteccion del PYVV por RT-gPCR en cinco de las muestras foliares
asintomaticas (Ct=16,55-29,34; Tm=77,3-77,8 °C) y en las cuatro muestras con amarillamiento de venas. Los cebadores para RT-
PCR convencional amplificaron los productos esperados de CP (496 pb) y de la cdpside menor (793 pb) en las muestras
sintomaticas, pero no en aquellas asintomaticas. Se sugiere el uso de RT-qPCR en programas de certificacion de tubérculo-semilla
de papa y de RT-PCR convencional para apoyar los anélisis filogenéticos y de variabilidad molecular del virus.
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ABSTRACT

Genome sequencing of Potato yellow vein virus (PYVV) and development of a molecular test for its detection

Potato yellow vein virus (PYVV) is one of the most limiting viruses of potato crops in the Andean region. This virus is
transmitted by whiteflies and infected tuber-seeds making the availability of adequate detection tools a very important need for
management of the disease. In this study, the genome sequence of a PYVV isolate was obtained using the next generation
sequencing (NGS) of infected leaves from a Solanum phureja plant in La Unién (Antioquia, Colombia) and, based on the genome
data, three primer pairs for PYVV detection by RT-PCR and RT-gPCR were designed and tested in asymptomatic (12) and
symptomatic (4) samples. The PYVV genome comprised three RNA segments of 8032, 5330 and 3891 nt containing a total of ten
open reading frames. Comparison with the only PYVV genome sequence (PRINA14924) available revealed an identity above
99.2 %. Primers targeting the coat (CP) sequence detected PYVV by RT-gPCR in five asymptomatic leaf samples (Ct=16.55-29.34;
Tm=77.3-77.8 °C) and in the four samples showing vein-yellowing symptoms. Detection by RT-PCR resulted in fragments of the
expected size for both the CP (496 bp) and the minor coat (793 bp) in symptomatic leaves. No amplification products were
observed in asymptomatic material using these primers. We propose the use of RT-qPCR in tuber-seed certification programs and
RT-PCR in phylogenetic and molecular variability studies of PYVV.

Additional key words: Crinivirus, deep sequencing, NGS, real-time RT-PCR, Solanum phureja

INTRODUCCION

El Potato vyellow vein virus (PYVV)
(Crinivirus, Closteroviridae) es uno de los virus
mas incidentes y limitantes en la produccion de
papa (Solanum tuberosum subsp. andigena y S.
phureja) en la region andina suramericana
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(Salazar et al., 2000; Guzman et al., 2012). Este
virus fue inicialmente registrado en el
departamento de Antioquia (Colombia) en 1943
(Alba, 1950) y actualmente se encuentra en todas
las regiones productoras de papa de Colombia,
ademas de Venezuela, Ecuador y Per( (Salazar et
al., 2000; Herndndez y Guzman, 2014; Osorio et
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al., 2016). Se ha encontrado experimentalmente
que la infeccion de PYVV en S. phureja puede
causar reducciones en el rendimiento y nimero de
tubérculos en niveles de entre 33-48 % y 48-57 %,
respectivamente (Guzman et al., 2012); mientras
gue en S. tuberosum subsp. andigena dichas
reducciones se estiman entre el 25y 50 % (Salazar
et al., 2000).

En las plantas de papa este virus causa
sintomas de amarillamiento de venas secundarias
y terciarias, seguidos de un color amarillo intenso
en la ldamina foliar, y es reconocido como un virus
restringido al floema. Ademéas de papa, se ha
encontrado que el PYVV puede infectar tomate (S.
lycopersicum) y algunas plantas arvenses como
Polygonum sp., Tagetes sp., Rumex sp., Malva sp.
y Catharanthus roseus (Salazar et al., 2000;
Guzmén y Rodriguez, 2010). ElI PYVV es
transmitido de manera semi-persistente por
moscas blancas de la especie Trialeurodes
vaporariorum (Westwood) y ademas es de féacil
dispersién por tubérculos-semilla, pero no
mecanicamente o por semilla sexual (Salazar et
al., 2000; Guzman et al., 2013a).

Los viriones del PYVV consisten en tres
particulas filamentosas de 650-900 nm que
albergan tres moléculas de ARN de cadena
sencilla positiva de 8035 nt (ARN1), 5399 nt
(ARN2) y 3892 nt (ARN3). EI ARNL1 codifica
para un pequefio péptido con un dominio
transmembranal (proteina p7) y para diferentes
proteinas asociadas a la replicacion del virus
incluyendo  una  papain-proteasa  (L-Pro),
metiltransferasa (MTR), helicasa (HEL) y una
polimerasa de ARN dependiente de ARN (RdRp).
El ARN2 codifica para cinco productos: una
chaperona homologa a la proteina de choque
térmico 70 (HSP70h), para la proteina estructural
p60, para las proteinas de funcion desconocida p7
y p10, y para la capside viral (CP). Por su parte, el
ARNS3 codifica para las proteinas de funcion
desconocida p4 y p26 y para la capside menor
(CPm) del virus (Livieratos et al., 2004; King et
al., 2012).

Diferentes estudios moleculares tendientes a
evaluar los niveles de variacion del PYVV
empleando  andlisis  directos como la
secuenciacion Sanger e indirectos como RFLPs
(restriction fragment lenght polymosphism) o
SSCP (single strand conformation polymorphism)
de secuencias del gen CP indican que existen

bajos niveles de diversidad genética entre
aislamientos de este virus procedentes de diversos
paises de Suramérica (Offei et al.,, 2004,
Rodriguez et al., 2010; Gil et al., 2011); sin
embargo, trabajos mas recientes en los que se
analizaron secuencias de CPm han encontrado la
existencia de mayores niveles de variacion en esta
region (diversidad nucleotidica d=0,064) que los
previamente reportados para CP y Hsp70h
(d=0,010); e incluso se ha registrado la ocurrencia
de eventos putativos de recombinacion en la
region CPm de PYVV (Chaves et al., 2014;
Cubillos y Guzman, 2015).

El PYVV es considerado como un virus
reemergente en Suramérica (Salazar, 2006) y
cuarentenario para Estados Unidos (USDA-
APHIS) y Europa (EPPO) (Guzmén et al., 2013b),
por lo que la disponibilidad de métodos eficientes,
altamente sensibles y especificos para la deteccion
de este virus resulta un aspecto fundamental para
evitar su dispersion a otras regiones del mundo;
asi como para apoyar los programas de
certificacion de tubérculo-semilla por su sanidad
viral en las regiones donde ya se encuentra
presente. En este sentido, diferentes metodologias
se han disefiado para la deteccion del PYVV
incluyendo el diagndstico basado en pruebas de
RT-PCR (Offei et al., 2004; Guzman et al., 2006,
Guzman et al., 2010), NASH (Salazar et al., 2000)
y RT-gPCR (Lépez et al., 2006, Hernandez et al.,
2014). Ademas, recientemente, se obtuvo un
anticuerpo especifico (denominado anti-PYVV)
para la deteccidn seroldgica de este virus y fue
efectivamente  evaluado en  pruebas de
inmunoimpresion  (IMI) utilizando diferentes
organos de plantas de papa, como peciolos,
foliolos o tubérculos (Guzmaén et al., 2013b).

A pesar de la gran importancia econémica y
cuarentenaria que representa el PYVV para el
cultivo de la papa, hasta el momento sélo existe
un genoma completamente secuenciado de un
aislamiento de la region de Cajamarca en Perl
(Livieratos et al., 2004). En Colombia,
recientemente, utilizando la secuenciacion de
nueva generacion (NGS) de micro-ARNs
(SiIRNAS), Villamil et al. (2014) lograron obtener
el 46 % del ARN1 y el 76 % de los ARN2 y
ARNS3 de un aislamiento de PYVV de Chipaqué
(Cundinamarca); sin embargo, dichas secuencias
fueron depositadas en GenBank sin anotacién
especifica. Con el fin de aumentar la informacién
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de secuencias disponibles para PYVV, el objetivo
del presente estudio fue secuenciar completamente
los tres segmentos del genoma de un aislamiento
de este virus procedente de una planta sintomética
de S. phureja obtenida en el municipio de La
Unién (Antioquia), utilizando el sistema NGS
[llumina HiSeq-2000, como base para el disefio de
cebadores especificos Utiles para la deteccion de
PYVV en pruebas de RT-gPCR con el sistema
SYBR Green y de RT-PCR convencional.

MATERIALES Y METODOS

Muestras. Para la secuenciaciéon del genoma de
PYVV se obtuvo una muestra compuesta de
foliolos de una planta de S. phureja cv. Criolla
Colombia con sintomas de amarillamiento de
venas en un cultivo del municipio de La Unién
(Antioquia, Colombia). Los cebadores disefiados
fueron evaluados en muestras obtenidas en cuatro
lotes de cultivo de S. phureja de los municipios de
Entrerrios (un lote), Marinilla (dos lotes) y El
Pefiol (un lote) (Antioquia, Colombia). En cada
lote se obtuvieron tres muestras asintomaticas y
una sintomatica, para un total de 16 muestras
evaluadas.

Secuenciacion NGS. EI ARN total del tejido
foliar fue extraido utilizando el kit GeneJET Plant
RNA Purification (Thermo), a partir de 100 mg de
tejido macerado con nitrégeno liquido, siguiendo
las instrucciones del fabricante y eluido en 50 pL
de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).
Su concentracién y pureza fueron determinadas
por lecturas de absorbancias a 260 nm y 280 nm
en un equipo Nanodrop 2000C (Thermo). Con el
fin de eliminar el ARN ribosomal, las muestras de
ARN total fueron tratadas con el kit TruSeq
Stranded Total RNA - Ribo-Zero Plant (Illumina)
y evaluado su numero de integridad (RIN) en un
equipo 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).
Posteriormente, se procedié a la sintesis de las
librerias de ADN copia (ADNCc) con el kit TruSeq
RNA Sample Preparation (lllumina) y a la
secuenciaciéon masiva en un equipo HiSeq-2000
(lMlumina) de la compafiia Macrogen. Una vez
obtenidas las secuencias, se removieron las bases
de baja calidad (Phred <30) utilizando el
programa SeqTK (https://github.com/Ih3/seqtk).
Las lecturas de secuencias o0  reads
correspondientes al genoma de PYVV fueron
identificadas por mapeo contra los tres segmentos

del Unico genoma completo disponible en
GenBank para este virus (PRINA14924 - ARNL:
NC_006061, ARN2: NC_006062 y ARNS3:
NC_006063) utilizando el programa Bowtie2
(Langmead y Salzberg, 2012). La anotacién de los
marcos abiertos de lectura (ORF) del genoma se
realizd6 por comparaciones con las bases de datos
moleculares con BLASTX (Gish y States, 1993) y
el ensamblaje final fue realizado con rutinas
propias en lenguaje de programacion Perl.

Disefio de cebadores para RT-gPCR. Con base
en la secuencia obtenida en el estudio para el
ARN2 por NGS, se disefid el par de cebadores
PYVV_F CP (5-TCA GGT TAG AGC AGA
CAG AGG-3) y gPYVV_R_CP (5-AGG TCT
CAG GAT CTG GAT CAA CT-3) que
amplifican un fragmento de la region CP de 115
pb ubicado entre las posiciones 4493 y 4608 de
este segmento gendémico. Estos cebadores se
evaluaron en pruebas de RT-gPCR utilizando el
sistema SYBR Green |, a partir de ARN total
extraido con el kit GeneJET Plant RNA
Purification (Thermo) en las 12 muestras
asintomaticas y en las cuatro sintométicas. Las
condiciones de amplificacion fueron aquellas
reportadas por Medina et al. (2015), siendo
definidas como muestras positivas las que
presentaron valores de ciclo umbral (Ct) menores
de 35 y amplicones con temperatura de fusién
(Tm) de £ 1 °C con respecto al control positivo
(muestra foliar sintomatica utilizada en NGS).
Todas las reacciones de RT-gPCR también
incluyeron un control negativo libre de cDNA
viral. La naturaleza viral de cuatro de los
amplicones que cumplieron estas condiciones y

del control positivo fue reconfirmada por
secuenciacion de Sanger.
Disefio de cebadores para RT-PCR

convencional. Con base en las secuencias
obtenidas en el estudio para el ARN2 de PYVV se
disefiaron los cebadores PYVV_F_CP (el mismo
utilizado para RT-gPCR) y PYVV_R_CP (5-AGT
TGC TGC ATT CTT GAA CAG G-3) que
amplifican un fragmento de 495 pb en la region
CP, ubicado entre las posiciones 4493 y 4988;
mientras que se disefiaron los cebadores
PYVV_F_MCo (5-GAA CTC TTG ACC CAT
CCA GC-3) y PYVV_R_MCo (5-GTG TTC
GGA CTG TTC AAT GCC-3') para amplificar un
fragmento de 803 pb ubicado entre las posiciones
2087 y 2890, de la regién que codifica para CPm
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en el ARN3. Las reacciones de RT-PCR se
realizaron en dos pasos siguiendo las instrucciones
del fabricante (Thermo); para la retrotranscripcién
se emple6 un volumen de 20 pL que contenia 200
U de la enzima Maxima Reversa Transcriptasa
(Thermo), 1X de buffer RT, 0,5 mM de dNTPs,
20 pmol del primer reverso, 20 U de inhibidor de
RNasa (RiboLock, Thermo) y 2 pL del ARN total.
Las reacciones se incubaron en un termociclador
T3 (Biometra) a 65 °C por 5 min, 50 °C por 30
min y 85 °C por 5 min (para inactivar la enzima).
El PCR se adelant6 en 25 pL de volumen que
incluian 17,8 pL de agua, 1X buffer de enzima
(10X), 1,8 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 1 U
de Tag ADN polimerasa (Thermo), 1 pL de ADN
copia (ADNCc) y 0,2 uM de cada par de cebadores.
El programa de amplificacion se inicié a 95 °C
por 30 s, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30 s,
50 °C por 45 s, 72 °C por 1 min y una extensién
final a 72 °C por 5 min. El tamafio de los
amplicones fue evaluado por electroforesis en gel
de agarosa al 1,8 %, suplementado con GelRed 1X
(Biotium, EEUU), y visualizado en un equipo Bio
Doc Analyze (Biometra). Posteriormente, al
menos tres amplicones, del tamafio esperado para
cada par de cebadores evaluado, fueron
purificados directamente del gel mediante el kit
GeneJET Gel Extraction (Thermo) y secuenciados
por el método de Sanger en ambos sentidos en un
equipo ABI Prism 3730xI de la compafiia
Macrogen.

Las secuencias obtenidas para las regiones CP
y CPm fueron utilizadas como base para realizar
analisis filogenéticos a partir de su alineamiento
con respecto a secuencias de cepas de PYVV
disponibles en GenBank y utilizando como grupo
externo de andlisis las secuencias del crinivirus
Lettuce infectious yellows virus (LIYV). Los
alineamientos se realizaron con el programa
Clustal W y fueron empleados para la generacion
de matrices de porcentajes de identidad de
nucléotidos para ambas regiones. Dichos
alineamientos fueron la base de los andlisis de
agrupamiento con el algoritmo de maxima
verosimilitud y el modelo Jukes-Cantor con el
programa Mega 6.0 (Tamura et al., 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

Secuenciacion NGS. La secuenciacion NGS del
transcriptoma de tejido foliar de S. phureja con

sintomas de amarillamiento de venas gener6é una
libreria pareada de 23.986.627 reads (100
nt/read), para un total de 4.797.325.400 nt. Las
secuencias completas de los tres segmentos
genémicos de PYVV presentaron tamafios Yy
niveles de profundidad de ARN1: 8032 nt y
1785x; ARN2: 5330 nt y 4347x, y ARN3: 3891 nt
y 3834x (Figura 1). Al evaluar los niveles de
identidad de dichos segmentos con las secuencias
del dnico genoma de PYVV completamente
secuenciado y disponible en  GenBank
(Cajamarca, Per), se encontraron niveles
superiores al 99,2 %, presentandose 38, 40 y 21
cambios entre ambos genomas para los segmentos
ARN1, ARN2 y ARNS3, respectivamente. El
primer segmento de ARN tiene un ORF con dos
regiones (la y 1b) relacionado con el modulo de
replicacion del virus en el que se encontraron los
dominios conservados para una proteasa L-Pro
(YP_054415) de 408 residuos, una MTR viral
(pfam01660, dominio: 472-786 nt), una HEL de
ARN viral de la superfamilia 1 (pfam01443,
dominio 1672-1936 nt) y de la RdRp (pfam00978,
dominio: 60-496 nt). Cerca al extremo 3" terminal,
este segmento presenta un segundo ORF que
codifica para una proteina putativa hidrofdbica de
61 residuos denominada p7. Los niveles de
identidad de las secuencias de aminoacidos de las
proteinas para las que codifica este segmento de
ARN con respecto a aquellas del genoma de
referencia son de 99 y 98 % para la poliproteina
de replicacion y p7, respectivamente.

El ARN2 present6 los cinco ORF reportados
por King et al. (2012) como parte del arreglo
general de los genomas de los miembros de la
familia Closteroviridae (Hsp70h, p7, p60, p10 y
CP), siendo identificados los motivos conservados
para la proteina chaperona Hsp70h (70-kDa,
pfam00012) en la posicion 6-630; p60, que
aparentemente participa en el ensamblaje de las
regiones terminales del virion y ademas tiene un
dominio homologo a Hsp90 (pfam03225) en la
posicion 7-515, y la proteina de la capside (CP) de
closteroviridos (pfam01785, posicion 67-253). Por
su parte, p7 y pl0 corresponden a pequefas
proteinas putativas cuya funcién no se conoce
hasta el momento, aunque se ha encontrado que la
primera es similar a una proteina también presente
en el crinivirus Cucurbit yellow stunting disorder
virus (CYSDV), mientras que la segunda no
presenta homologia con las secuencias disponibles
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en las bases de datos moleculares (King et al.,
2012).  Los niveles de identidad para las
secuencias de aminoacidos de este segmento de
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Figura 1. Profundidad de secuenciacion obtenida mediante NGS para el genoma de un aislamiento de

PYVV causando la enfermedad del amarillamiento de venas en plantas de S. phureja en La
Unién (Antioguia, Colombia). En la parte superior de cada grafica se presenta una
representacion de cada uno de los segmentos que conforman el genoma del virus, con los ORF

respectivos y su ubicacion nucleotidica

Para el ARN3 se identificaron los tres ORF
(p4, CPm y p26) reportados por Livieratos et al.
(2004), destacandose el dominio conservado
smaller cp2 coat (dominio funcional central de la
CPm) de los miembros de la familia
Closteroviridae (pfam01785, posicion 496-650)
que se cree es fundamental en el ensamblaje de
uno de los extremos de los viriones filamentosos
de estos virus y en la transmision por moscas
blancas (Tian et al., 1999); mientras que p4 y p26
corresponden a proteinas putativas con funcién
desconocida; aunque el ORF que codifica para
p26 también se ha encontrado en el ARN2 de los
virus LIYV (Klaassen et al., 1995), CYSDV
(Aguilar et al., 2003) y otros crinivirus (King et
al.,, 2012). Los niveles de identidad para las
secuencias de aminoacidos para este segmento de
ARN con respecto al genoma de referencia son de
100, 99 y 100 %, para p4, CPm y p26,

respectivamente. Las secuencias de los tres
segmentos genémicos de la cepa denominada
como PYVV_La Unién, se depositaron en
GenBank con los codigos de accesion: KR998193,
KR998194, KR998195 y la ubicacion de los ORF
en cada segmento se presentan en la Figura 1.
Aunque el nimero de cambios encontrado a
nivel de nucledtidos para el genoma completo de
PYVV y de aminoécidos para las proteinas del
virus es muy bajo, en comparacion con los niveles
de variacion reportados recientemente en otros
virus de solandceas como PVY y PVS en estudios
basados en NGS en Colombia (Mufioz et al.,
2016; Mufoz et al., 2016; Vallejo et al., 2016), su
ocurrencia revela niveles de variacion hasta ahora
no registrados en esta especie viral. Lo anterior se
debe a que la mayor parte de los estudios de
variabilidad genética de PYVV se han realizado
con base en la region que codifica para CP. Asi
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por ejemplo, Chaves et al. (2013), al evaluar la
estructura poblacional de PYVV con base en 69
secuencias de CP disponibles en GenBank
procedentes de aislamientos del virus obtenidos en
Colombia en diferentes afios (de 2008 a 2011),
departamentos  (Cundinamarca, Antioquia Yy
Narifio) y hospedantes (S. tuberosum y S. phureja)
encontraron que los niveles de variacion genética
entre éstos no superaron el 3 %. Sin embargo, en
dicho trabajo se detectaron dos codones (147 y
205) que presentaban seleccion positiva en la
region CP, lo que representaria la ocurrencia de
posibles procesos adaptativos mediados por su
transmision por T. vaporariorum o como resultado
de la presion de seleccion que representan las
diferentes variedades de papa cultivadas en
Colombia. En este sentido, el hecho de que en el
presente trabajo se hayan detectado para algunas
proteinas como CPm y Hsp70h cambios de seis
aminoacidos entre la cepa aqui secuenciada
(KR998194, KR998195) y aquella de referencia
de Cajamarca, Peru (PRINA14924), abre la
posibilidad de evaluar en estudios futuros los
efectos bioldgicos de dichos cambios sobre las
interacciones de PYVV con sus hospedantes
cultivados y alternos, como las malezas, al igual
que con la eficiencia de transmisién por parte de
su vector natural.

Disefio de cebadores para RT-gPCR. La
utilizacién de los cebadores PYVV_F CP vy
gPYVV_R_CP mediante RT-gPCR permiti¢ la
deteccién del PYVV a partir de ARN total en
cinco de las muestras asintomaticas, en las cuatro
muestras con sintomas de amarillamiento de venas
y en el control positivo, obteniéndose valores de
Ct en el rango de 16,55 a 29,34 (X =23,23;

SD=4,5) (Cuadro 1). La especificidad de los
amplicones fue confirmada por comparacion con
los valores de las temperaturas de fusion del
control positivo (Tm=77,52 °C) utilizando la
herramienta de HRM (High Resolution Melting),
obteniéndose valores de Tm en el rango de
77,28-77,82 °C (x=77,45, SD=0,16). La
naturaleza viral de cuatro de los amplicones
(incluyendo el control positivo) fue evaluada por
secuenciacion de Sanger y se encontraron niveles
de identidad del 97-98 % con respecto a
secuencias de PYVV de diferentes departamentos
de Colombia previamente depositadas en
GenBank, tales como KC257445, KC257446,

JN701955 y HQ620550. El disefio de esta prueba
de RT-gqPCR con el sistema SYBR Green se suma
a otras disponibles en la actualidad para la
deteccion de PYVV que incluyen una prueba de
RT-gPCR basada en sondas TagMan (sondas de
hidrolisis con fluorocromo en 57y atenuador en 37)
(L6pez et al., 2006), pruebas seroldgicas como la
inmunoimpresion con el anticuerpo especifico
anti-PYVV, bajo proceso de patente en Colombia
(Guzman et al.,, 2013b) y al RT-PCR multiple
disefiado por Wei et al. (2009) que permite la
deteccién simultanea de PYVV, TICV y TRV. Su
uso presenta como ventaja ofrecer niveles de
deteccion similares al RT-qPCR con sondas
TagMan, pero con menores costos, dado el uso en
el laboratorio de virologia de un reactivo general
(SYBR Green ) para la generacion de
fluorescencia y no de sondas especificas con
fluorocromos disefiadas para cada virus, como
ocurre con el sistema TagMan; ademas, utilizando
RT-gPCR con SYBR Green es posible la
identificacion de SNP  (single nucleotide
polymorphism) y de variantes virales con la
herramienta de analisis de curva de fusion. Sin
embargo, esta técnica presenta como desventaja la
deteccién de amplicones inespecificos que pueden
conducir a errores en la identificacion de los virus
bajo estudio, por lo que se requieren tomar
medidas estrictas que eviten la contaminacion de
las muestras y garantizar una alta especificidad de
los cebadores disefiados, situaciones ambas que
fueron cuidadosamente consideradas en este
trabajo.

Disefio de cebadores para RT-PCR
convencional. La evaluacion en pruebas de RT-
PCR de los dos juegos de cebadores disefiados en
el estudio para amplificar una region de 495 pb de
CP y de 803 pb de CPm permiti6 confirmar la
infeccion de PYVV en la muestra sintomatica
obtenida en el municipio de La Union (Antioquia)
y secuenciada por NGS. Con el uso de dichos
cebadores también se detectd este virus en las
cuatro muestras sintomaticas procedentes de los
cuatro lotes de cultivo bajo evaluacion, pero esto
no ocurri6 en ninguna de las muestras
asintomaticas obtenidas en dichos lotes, lo que
claramente contrasta con las evaluaciones de RT-
gPCR antes descritas, en las que se detectd la
infeccion de PYVV en las tres muestras del
segundo lote y en dos del tercer lote (Cuadro 1).
Estas diferencias en la sensibilidad de la RT-PCR
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convencional y en tiempo real han sido reportadas
previamente en la literatura. Asi por ejemplo,
Bertolini et al. (2008) en un estudio tendiente a
detectar el Citrus tristeza virus (CTV) en
diferentes tejidos de plantas de citricos y en
afidos vectores, encontraron que el empleo de
pruebas de RT-gPCR fue mil veces superior al
método estandar de inmunocaptura-RT-PCR
anidado que se emplea para la deteccion de este

virus en programas de indexacion de material de
siembra. Por su parte, Harju et al. (2005)
desarrollaron un ensayo basado en RT-qPCR para
la deteccion del Beet necrotic yellow vein virus
(BNYVV), el agente causal de la rizomania de la
remolacha azucarera en Eurasia y determinaron
niveles de sensibilidad del orden de 10 mil veces
superior con respecto a la prueba convencional de
RT-PCR.

Cuadro 1. Deteccion del Potato yellow vein virus (PYVV) en tejidos foliares de plantas de S. phureja
mediante RT-gPCR y RT-PCR convencional

Muestra® Municipio de procedencia RT-gPCR para CP RT-PCR’
valorde Ct°  Valor de Tm® cp CPm
C- >35 - -
C+ La Union 18,32 77,52 + +
M1S1 Entrerrios >35 - -
M1S2 Entrerrios >35 - -
M1S3 Entrerrios >35 - -
M2S1 Marinilla 26,01 77,28 - -
M2S2 Marinilla 24,58 77,30 - -
M2S3 Marinilla 27,03 77,30 - -
M3S1 Marinilla 29,34 77,37 - -
M3S2 Marinilla 26,19 77,48 - -
M3S3 Marinilla >35 - -
M4S1 El Pefiol >35 -
M4S2 El Pefiol >35 - -
M4S3 El Pefiol >35 - -
Sintl Entrerrios 16,55 77,82 + +
Sint2 Marinilla 19,73 77,46 + +
Sint3 Marinilla 22,45 77,55 + +
Sint4 El Pefiol 17,19 77,50 + +

a n . n - s ; -
C-yC+: control negativo y positivo; M: se refiere a muestras asintomaticas; Sint: muestras con sintomas

de amarillamiento de venas.

Ct: corresponde al ciclo umbral de amplificacion; Ct>35 representa

resultados negativos en las pruebas de RT-gPCR. “Tm: indica la temperatura de fusion, es decir aquella en

la que el 50 % de la doble hélice de los amplicones se encuentran desnaturalizados.

+/-: corresponde a

muestras en las que se obtuvo (+) o no (-) el amplicon del tamafio esperado en las reacciones de RT-PCR

convencional.

Sharma y Dasgupta (2012) al establecer una
prueba para la cuantificacion absoluta de los
agentes causales de la enfermedad del tungro del
arroz (Rice tungro bacilliform virus -RTBV y Rice
tungro spherical virus -RTSV) mediante PCR en
tiempo real, encontraron que ésta presentaba un
nivel de sensibilidad 100 mil veces superior a la
prueba de PCR convencional. Para el caso
especifico de la deteccion de PYVV, Ldpez et al.
(2006) disefiaron una prueba de RT-qPCR basada
en sondas Tagman, que en comparacion con la

prueba convencional de RT-PCR dirigida a la
amplificacion de la region CP de este virus,
presentaba niveles de sensibilidad mil wveces
superior. Por lo anterior, se sugiere el empleo de
la técnica de RT-gPCR para apoyar los programas
de certificacion de tubérculo-semilla de papa por
su sanidad viral y para la deteccion del PYVV en
muestras foliares asintoméaticas en estudios
epidemioldgicos o de mejoramiento genético por
resistencia a este virus, mientras que el uso de la
RT-PCR convencional puede ser dirigida a
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estudios que empleen muestras sintomaticas con
alto titulo viral en los que se evallen niveles de
variacién molecular de diferentes regiones del
genoma del PYVV y andlisis filogenéticos.

Por otra parte, los éarboles filogenéticos
generados con las secuencias obtenidas para CP y
CPm de PYVV presentaron un solo clado que
agrupd todos los aislamientos obtenidos en este
trabajo (accesiones KR998189 a KR998192) con
aquellos depositados en GenBank para este virus
(Figura 2), los que en su mayoria fueron obtenidos
en las regiones cultivadoras de papa de Colombia
(Gil et al., 2011; Chaves et al., 2013; 2014). Los
niveles de identidad entre todas las cepas de
PYVV bajo andlisis fueron superiores al 98,8 %
para CP y al 98,0 % para CPm, mientras que
dichos valores fueron de 47,6-47,9 %y 45,8-46,2 %
con respecto a las secuencias de LIYV, virus
utilizado como especie externa de andlisis (Figura
3). Aunque, los niveles de variacion encontrados
entre las secuencias de PYVV para ambas
regiones secuenciadas son muy bajos, se destaca
gue dicha variacion es superior a 0,8 % (x =

CP

Clone3117 (JF718291)
S4 (El Pefiol)
37 [Isolate 93MY (HQ620554)

Clone 1985a (JF718317)
—87[__18830 Isolate 1104 (GQ397974)
96l|solate 753 Puerres (JN701953)

— S1 (Entrerrios)
Isolate Cota (AJ586115)
Clone 1096a (JF718296)
Isolate 92MY (HQ620553)
Isolate 91MY (HQ620552)

|— Cajamarca-Pert (NC_006063)
|— Clone 910Tv (KC257443)

El Rosal (AJ586117)

[ |Isolate 22FB (HQ650546)

S$2 (Marinilla)

S3 (Marinilla)

C+ (NGS)

C+ (Sanger)

[— Isolate 13MED (HQ620545)

22 Clone 1105b (JF718302
4—|1 {Clone 1105d (JF718304)
3 Clone 1105¢ (JF718303)

Clone 1105d(JF718304)

— Clone 1093f (JF718316)

— Clone 292c (JF718286)

Isolate Puente Piedra (JN586113)
Isolate 611 Ipiales (JN701954)
Isolate Subachoque (AJ586114)

-
N

{—— Lettuce infectious yellows virus

-
0.001

98,77 %, SD = 0,44) para CPm con relacion a CP
(x = 99,58 %, SD = 0,30) (Figura 3), lo que
confirma trabajos previos realizados por Chaves et
al. (2014) y Cubillos y Guzmén (2015), en los que
utilizando analisis de secuencias para el primer
caso, o de perfiles electroforéticos obtenidos
mediante la técnica de SSCP para el segundo, se
identific6 a CPm como la zona de mayor
variabilidad entre aislamientos de PYVV
obtenidos en S. phureja, al presentar tasas de
diversidad nucleotidica de 0,084 en contraste con
valores de 0,008 para CP; ademas de 12 perfiles
de SSCP para CPm y de tan sélo tres para CP. En
este sentido, Chaves et al. (2014), encontraron
evidencia de recombinacion genética en la regién
gue codifica para CPm, por lo que se cree gue esta
proteina juega un papel clave en el proceso
evolutivo de PYVV, al ser una de las responsables
de la interaccion del virus con su vector natural y
fundamental para el correcto ensamblaje de las
particulas virales de este crinivirus (Tian et al.,
1999; King et al., 2012).

CPm

Cajamarca-Pert (AJ508757)
Cajamarca-Pert (NC_006061)

756 Pupiales (JN701976)
Isolate La Victoria (JN082753)

Isolate Obonuco (JN082754)
= lc+ (La Union)

S$4 (El Peiiol)
— Valle de Maria (JN082752)

d—Saguarén (JN082755)
S2 (Marinilla)

L—— |solate 610 Ipiales (JN701978)

61

Isolate Suras (JN082756)

—— Lettuce infectious yellows virus

—
0.001

Figura 2. Arboles filogenéticos basados en secuencias de las regiones que codifican para la céapside viral
(CP) vy la capside menor (CPm) de aislamientos de PYVV procedentes de cultivos de papa de
Antiogquia (Colombia) y otras regiones de Colombia y Per(. Los numeros sobre las ramas
indican los valores de bootstrap. Las muestras resaltadas corresponden a las secuenciadas en
este trabajo y el Lettuce infectious yellows virus corresponde a la especie externa de analisis.
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Porcentaje de identidad (nt) para la Capside viral (CP)

A
A. 1096a (JF718296) - B
B.1105¢ (JF18303) 98.8 - C
C.92MY HQ620553) 100 98.8 - D
D.611 (JN701954) 99.6 99,2 99.6 - E
E.S2 (Marinilla) 998 | 99 998998 - F
F.S3 o ) 99.8 99 99.8 [ 99.8 | 100 - G
G. S4 (El Peirol) 99.8 98.6 99.8 [ 994 1996 [ 99,6 - H
H. C+,NGS (La Unién) 99.8 | 99.09 [ 99.8 [ 99.8 | 100 [ 100 | 99.6 - 1
I S1 99.6 98.8 99.6 | 99,6 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.8 - J
J.C+ Sanger  (La Unién) 998 | 99 [ 998|998 100|100 [99.6] 100 [9908] - K
K.Pert (NC_006063) 99.6 98.8 99.6 [ 9961998 [ 99.8 1994 [ 99.8 996 [ 99.8 - L
L.LIYV 476 | 476 | 476 479477 477474477476 477477 -
Porcentaje de identidad (nt) para la Capside menor (CPm)
A
A. La Victoria  (JN082753) - B
B. 756 Pupiales (JN701976) 98 8 = C
C.0b (JN082754) 98.8 | 99.8 . D
D. Saguaran (JNO082755) 99.8 99 98.8 - E
E. Suras (JN082756) 99.4 98,7 98.8 | 99.1 - F
F.C+, Sanger  (La Unién) 994 | 997 [99.8 ] 99 [987] - G
5. 82 (Marinilla) 99.1 99.3 99.4 [ 994 |1 988 [ 995 - H
H. S4 (E1 Peiiol) 988 | 995 [ 99.4 [99.1[986[995 904 - i
I Pera (NC_006061) 988 | 993 [ 99,1 [983] 98 | 99 [986[991 | - J
J.LIYV 46.2 46.2 46,2 | 458 | 46.1 | 46,1 | 46,1 | 459 | 459 -

a

Figura 3. Matriz de porcentajes de identidad de secuencias parciales de nucléotidos de las regiones que
codifican para la capside viral (CP) y la capside menor (CPm) de aislamientos de PYVV
procedentes de cultivos de papa de Antiogquia (Colombia) y otras regiones de Colombia y Perd.
Las letras mayusculas en las matrices corresponden al aislamiento presentado en la columna

izquierda

En este trabajo, y en virtud de la secuenciacion
del genoma completo de un aislamiento de PYVV
en S. phureja, se ha logrado ampliar el conjunto
de herramientas disponibles para la deteccion
asintomatica de este virus (RT-gPCR con SYBR
Green) en papa, la determinacion de sus
relaciones filogenéticas y la medicion de sus
niveles de variaciobn genética (RT-PCR
convencional de CP y CPm), lo que permitira
aumentar el nivel de conocimiento que se tiene en
la region andina de este importante fitopatogeno.
Lo anterior ayudara a suplir la necesidad
apremiante de incluir metodologias de deteccion
altamente sensibles en los procedimientos de
certificacion de tubérculos-semilla por su sanidad
viral, asi como en los programas de vigilancia
cuarentenaria que limiten la dispersion del virus y

en aquellos programas dirigidos al mejoramiento
por resistencia contra los principales virus de la

papa.
CONCLUSIONES

Se secuencié mediante la metodologia de NGS,
el segundo genoma completo de PYVV en el
mundo, a partir de una cepa obtenida en tejido
foliar de plantas de S. phureja del municipio de La
Union (Antioquia, Colombia). EI genoma del
virus consistié en tres segmentos de ARN con
tamafios de 8032, 5330 y 3891 nt y 10 marcos
abiertos de lectura (ORF).

Con base en las secuencias obtenidas para la
region que codifica para CP en el segundo
segmento del genoma viral, se disefié y valido el



12
Volumen 29 (2017)

BIOAGRO N°1

uso de un par de cebadores para la deteccion
asintomatica de PYVV utilizando el sistema RT-
gPCR con SYBR Green I, mientras que para
realizar estudios de afinidad filogenética y
variacién genética de este virus, se proponen dos
pares de cebadores dirigidos a amplificar
fragmentos de 496 pb y 793 pb para CP y CPm,
respectivamente. La utilizacion de dichos
cebadores en aislamientos de PYVV obtenidos en
cultivos de S. phureja de diferentes municipios de
Antioquia, confirmo una vez mas la ocurrencia de
los bajos niveles de diversidad genética que
presenta este virus en Colombia, lo que podria
representar una oportunidad para generar
materiales con resistencia duradera a la
enfermedad del amarillamiento de venas de la

papa.
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