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RESUMEN

Las enfermedades virales son uno de los principales problemas fitopatolégicos de la papa. Con el fin de determinar los virus mds
prevalentes en cultivos de papa var. Diacol Capiro en el oriente Antioquefio (Colombia), se evalué mediante RT-qPCR la presencia
de diez virus de ARN (PVY, PVA, PV, TaLMV, PVS, PLRV, PYWV, PVX, ToRSV y PMTV) en 36 muestras de tejido foliar. Los resultados
indicaron la ocurrencia de cinco de los diez virus evaluados, con niveles de prevalencia de 88,9 %, 75 %, 75 %, 41,7 % y 25 % para
PVY, PVX, PYWV, PLRV y PVS, respectivamente. Con fines comparativos, cuatro virus también se evaluaron mediante ELISA, siendo
detectados PVS (80,5 %), PVY (55 %) y PLRV (5,5 %); mientras que PVX no fue encontrado con esta prueba. La comparacién de estas
técnicas mediante la razén de prevalencia (RP), indicé que la RT-qPCR ofrece niveles superiores de deteccién con valores de RP =
1,6 y RP = 7,5 para los virus PVY y PLRV; mientras que para PVS la ELISA detecté mas muestras positivas que RT-qPCR (RP = 3,22),
evidencidndose la necesidad de disefiar nuevos cebadores ajustados a la diversidad de este virus en Antioquia. La coinfeccién mixta
mas frecuente fue PVY-PYW-PVX (22,2 %), mientras que los cinco virus se encontraron en el 11,1 % de las muestras. Finalmente,
utilizando secuenciacién Sanger de la capside y NGS para los genomas completos, se confirmé la circulacién de todos los virus
detectados en los cultivos de papa del oriente Antioquefo. Estos resultados sefialan la necesidad de fortalecer los programas de
manejo integrado de enfermedades virales en Antioquia.

Palabras clave: ELISA, RT-qPCR, Secuenciacién de nueva generacién (NGS), Solanaceae, Virus de ARN.

ABSTRACT

Viral diseases are one of the main phytopathological problems affecting potato crops worldwide. To determine the most prevalent
viruses in potato var. Diacol Capiro crops in Eastern Antioquia, 36 leaf samples were tested for the presence of PVY, PVA, PV,
TaLMV, PVS, PLRV, PYWV, PVX, ToRSV and PMTV using RT-qPCR. Detected viruses included PVY, PVX, PYWV, PLRV and PVS with
prevalence levels of 88.9 %, 75.0 %, 75.0 %, 41.7 % and 25.0 %, respectively. PVS, PVY, PLRV and PVX were also tested by ELISA.
PVS, PVY and PLRV tested positive in 80.5 %, 55.0 % and 5.5 % of samples; PVX was not detected. Prevalence Ratios (PR) suggests
that detection is higher for PVY (PR = 1.6) and PLRV (PR = 7.5) using RT-qPCR. ELISA worked better for PVS with a PR of 3.2; this
result suggests that the RT-qPCR primers used for PVS must be adjusted to reflect the genome diversity of virus in Antioquia. The
most frequent coinfection was PVY-PYWV-PVX, which occurred in 22.2 % of samples; coinfection with PVY, PVX, PYWV, PLRV and PVS
was present in 11.1 % of samples. The circulation of these viruses in Eastern Antioquia was further confirmed using Sanger and high-
throughput sequence. This work highlights the need to strengthen integrated disease management programs of viruses in Antioquia.

Keywords: ELISA, Next-generation sequencing (NGS), RNA viruses, RT-qPCR, Solanaceae.
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Coinfeccién de virus de ARN en cultivos de papa

INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es el cuarto cultivo de
mayor produccién en el mundo (FAO, 2008; He etal., 2012)
con 388 190 674 t/afio y una extensién de 19 302 642 ha
(FAOSTAT, 2019). En Colombia, este cultivo es la principal
actividad agricola de las zonas andinas y comprende cerca
de 132 161 ha distribuidas en diez departamentos y 283
municipios, con un rendimiento promedio de 21 t/ha; las
variedades mds cultivadas son Pastusa Suprema (29,7 %),
Diacol Capiro (25,7 %), Parda Pastusa (13 %), Ica Unica
(10,5 %) y Criolla Colombia (6,4 %) (Fedepapa, 2018;
MADR, 2018). El departamento de Antioquia es el cuarto
productor nacional de este tubérculo con una participacién
cercana al 6 %, una produccién de 2 753 854 t y un drea
cultivada de 7400 ha, distribuida en cerca de 27 municipios,
principalmente de las zonas del altiplano norte y del oriente,
en alturas de 2100 a 2800 m.s.n.m., con una temperatura
media de 13 a 17 °C y una precipitacién anual de 1500
a 2000 mm. En este departamento, cerca del 90 % del 4rea
cultivada corresponde a la variedad Diacol Capiro, 8 % a
papa criolla (Solanum phureja) variedad Colombia, 1 % a ICA
Nevaday 1 % a ICA Puracé (MADR, 2018).

Sin embargo, este cultivo es afectado por un alto
nimero de fitopatégenos e insectos plaga que reducen
drésticamente sus rendimientos y calidad de los tubérculos,
siendo recientemente calculado que las pérdidas de su
produccién alcanzan un promedio mundial de 17,2 % y que
este valor puede ser ain mayor (21 %) en algunos paises
en via de desarrollo (Savary et al., 2019). Adicionalmente,
dado que comercialmente la papa se propaga en forma
vegetativa a través de tubérculos, los patégenos sistémicos,
especialmente aquellos de origen viral, son uno de los
problemas fitosanitarios mas limitantes para este cultivo
(Nikitin et al., 2018). En el mundo, se han reportado mas
de 40 virus de papa, entre los que se destacan: Potato
virus Y (PVY) (Potyvirus, Potyviridae), Potato virus S (PVS)
(Carlavirus, Betaflexiviridae), Potato leafroll virus (PLRV)
(Polerovirus, Luteoviridae), Potato yellow vein virus (PYWV)
(Crinivirus, Closteroviridae) y Potato virus X (PVX) (Potexvirus,
Alphaflexiviridae) (Garcia-Ruiz et al., 2016; Zhang etal., 2017,
Nikitin et al., 2018).

Los efectos deletéreos que ocasionan las infecciones virales
en las plantas son dificiles de valorar, pues dependen de
multiples factores tales como la variante del agente causal, la
susceptibilidad del hospedante, la edad de |a planta, el clima
y la ocurrencia de infecciones mixtas, entre otros (Salazar,
1995; Guzmdn et al., 2010). Asi por ejemplo, PVY y PLRV
pueden ocasionar pérdidas en cultivos de papa en niveles de
hasta un 50 - 80 % (Beemster y Bokx, 1987; Marshall et al.,
1988; Nolte et al., 2004); mientras que para el caso de PVX
se han reportado pérdidas que disminuyen en hasta un 50
% los rendimientos de este cultivo cuando se presenta en
infecciones con otros virus (Beemster y Bokx, 1987).

Las infecciones mixtas a menudo se asocian con el
aumento en la severidad de los sintomas y del titulo viral, en
comparacién con las plantas infectadas por un solo virus,
fenémeno conocido como sinergismo (Syller, 2012; Pagan
y Garcia-Arenal, 2018). En papa, dos casos particularmente
bien estudiados corresponden a la infeccién mixta de PVX/
PVY y PVY/PLRV, que pueden disminuir la produccién de
las cosechas entre 80 % y 90 % (Vance, 1991; Savenkov y
Valkonen, 2001; Agrios, 2005; Ahmadvand et al., 2012);
mientras que la infeccién individual de PVX generalmente
causa sintomas tenues, pero en combinacién con otros
virus como PVY, PVS y PVA, puede inducir mosaicos severos
que afectan drasticamente los rendimientos de los cultivos
(Hameed et al., 2014).

En Colombia son frecuentes las coinfecciones virales en
los cultivos de papa, siendo reportadas las infecciones mixtas
con PVY, PVS, PLRV y PYW (Guerrero y Martinez, 1980;
Gil et al., 2013). Esta situacién también se ha evidenciado
sobre la Coleccién Central Colombiana de papa, en donde
utilizando pruebas de DAS-ELISA se encontré que el 40 %
de las muestras analizadas presentaban infecciones mixtas
con los virus PVS, PVY y PLRV y en el 21 % de éstas se
observaron cuatro virus diferentes (Guzman et al., 2010).

En los dltimos afios, se ha aumentado considerablemente
la informacién sobre los virus que afectan diferentes
solandceas cultivadas en Colombia y estdn disponibles
los genomas completos de cepas de las razas PVY®, PVYN y
PWN™Nen papa (Villamil-Garzén et al., 2014; Mufioz et al.,
2016; Medina et al., 2017; Riascos et al., 2018); de PYWV
en papa criolla, tomate (S. lycopersicum) y lulo (S. quitoense)
(Villamil-Garzén et al., 2014; Alvarez etal., 2017; Baena et dl.,
2017; Gallo et al., 2018); asi como también de los linajes
PVS*y PVSP en papa criolla (Gutiérrez et al., 2012; Vallejo et
al., 2016), de PVX en uchuva (Physalis peruviana) y de PLRV en
plantas voluntarias de papa (Medina etal., 2017).

El presente trabajo hace parte de dicha linea de
investigacién y tuvo como principal objetivo evaluar la
coinfeccién natural de diez virus de ARN en cultivos de papa
(Solanum tuberosum subsp. Andigena var. Diacol Capiro)
en el oriente Antioquefio, mediante la utilizacién de RT-
gqPCR y su comparacién con pruebas de ELISA utilizadas
frecuentemente como Gold standard en el pafs. Finalmente, la
circulacién de los virus detectados fue confirmada mediante
secuenciacién Sanger de la capside viral y secuenciacién
de nueva generacién (NGS), obteniéndose los genomas
completos de los virus PVY, PVS, PVX, PLRV y PYWV.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para la evaluacién de la prevalencia viral, se realizaron
muestreos aleatorios equiprobabilisticos en 12 lotes (> 1
ha) en estado de floracién de papa var. Diacol Capiro en
municipios del oriente Antioquefio; zona uno: Marinilla
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(tres lotes, 6° 10' 28" N, 75° 20" 20" W) y San Vicente
Ferrer (tres lotes, 6°16' 55" N 75°19'56"0); zona dos:
Sonsén (seis lotes, 5°42'34"N 75°18'38"0O). En cada lote
se obtuvieron tres muestras foliares conformadas por cinco
foliolos jévenes. Cada muestra fue dividida en dos partes; la
primera se destino para la realizacién de pruebas de ELISA
y la segunda para la extraccién de los dcidos nucleicos
necesarios en las pruebas de RT-qPCR y RT-PCR.

Para la confirmacién de la circulacién de los virus en el
oriente de Antioquia y la caracterizacién de sus genomas, se
secuencié por NGS una muestra compuesta (bulk) de tejido
foliar procedente de cuatro lotes de Marinilla (dos lotes) y
La Unién (dos lotes), con sintomas de enfermedades virales
como: mosaicos, amarillamiento de venas, enrollamiento y
deformacién foliar (Figura 2).

Deteccion de virus por RT-gPCR

El ARN total de cada una de las muestras fue extraido con
el kit GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo-Fisher
Scientific, EEUU) a partir de 100 mg de tejido macerado
con nitrégeno liquido de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El ARN fue eluido en 40 pL de agua tratada
con Dietil-pirocarbonato (DEPC). La concentracién e
integridad del ARN purificado fue evaluada por lecturas
de absorbancia a 260 y 280 nm en un equipo Nanodrop
2000C (Thermo-Fisher Scientific, EEUU). A partir de este
ARN, se procedié a la sintesis del ADN complementario
(ADNCc) para los diez virus evaluados en el estudio: Potato
virus Y (PVY), Potato virus A (PVA), Potato virus V (PWV),
Tamarillo leaf malformation virus (TaLMV), Potato virus
S (PVS), Potato leafroll virus (PLRV), Potato yellow vein
virus (PYWV), Potato virus X (PVX), Tomato ring spot virus
(ToRSV) y Potato mop-top virus (PMTV), utilizando 100
pmol de cada cebador reverso, que para el caso de PVY,
PVA, PWV, TaLMV, PVS, PVXy ToRSV correspondié al Oligo-
(dT)18 y para los virus PYVV, PLRV y PMTV, a los cebadores
especificos PYWW_R_CP, PLRV-R y 123end, respectivamente
(Tabla 1). Las reacciones de ADNc se hicieron en 20
pL conteniendo 200 U de la enzima RevertAid Reverse
Transcriptase (Thermo-Fisher Scientific, EEUU), 1X de
buffer RT, 0,5 mM de los cuatro dNTPs, 20 U de inhibidor
de ARNasas RiboLock (Thermo-Fisher Scientific, EEUU) y de
100 a 500 ng de ARN. Las reacciones se incubaron a 42 °C
durante 60 min y posteriormente la enzima se inactivé a 70
°C durante 10 min. Para la PCR cuantitativa en tiempo real
(gPCR) se utilizé el kit Maxima SYBR Green/ROX (Thermo-
Fisher Scientific, EEUU) en un volumen total de 12,5 pL
con cebadores especificos a una concentracién de 0,3 pM
(Tabla 1). El programa de amplificacién fue de 10 min a 95
°C para activar la Taq polimerasa, seguido de 35 ciclos a
95 °C por 15sy 50 °C por 45s, utilizando un equipo Rotor-
Gene Q-5plex (Qiagen, Alemania) para calcular los valores
de ciclo umbral (Ct) y de temperatura de fusién (Tm) en el
rango 50 - 99 °C. Todas las reacciones tuvieron un control

positivo y un control negativo, que correspondia a tejido
foliar infectado (+) o libre (-) de los virus bajo estudio, tanto
de origen comercial (Agdia, Indiana, EEUU) o de muestras
procedentes de la coleccién del grupo de investigacion.

Deteccion de virus por ELISA

Estas evaluaciones se realizaron en las 36 muestras para
cuatro de los cinco virus detectados mediante RT-qPCR
(PVY, PVS, PLRV y PVX), dada la ausencia de anticuerpos
comerciales para PYWV. Para PVY se utilizé el formato
ACP-ELISA (Antigen Coated Plate ELISA) con anticuerpos
monoclonales; para los virus PVS, PLRV y PVX se utilizé
el formato DAS-ELISA (Double-Antibody Sandwich) con
anticuerpos policlonales. En cada prueba se incluyeron dos
controles positivos que correspondian a muestras de tejido
liofilizado de plantas infectadas con el virus bajo analisis
y como control negativo, se utilizé una muestra de tejido
vegetal libre de virus. Las pruebas de ELISA y los controles
fueron adquiridos en la compaififa Agdia (Indiana, EEUU).
Los resultados colorimétricos fueron cuantificados en un
equipo Multiscan (Labsystem, Finlandia). El valor de corte
(Cut-off) que diferencia entre muestras positivas y negativas
fue definido con el procedimiento descrito por Bioreba
(Suiza), que utiliza la férmula:

Cut-off = (promedio + 3 desviaciones estdndar) x 1,1 (1)

Secuenciacién de nueva generacion (NGS) y analisis
bioinformaticos

A partir de cinco gramos de una mezcla de tejido foliar
de papa derivada de las muestras sintomadticas obtenidas
en ambas zonas del oriente de Antioquia, se procedié a la
extraccion de ARN de doble cadena (ARNdc) siguiendo el
protocolo reportado por Valverde et al., (1990), utilizando
celulosa de fibra media (C6288 Medium) (Merck KGaA,
Alemania) equilibrada en 16,5 % de buffer STE (100
mMNaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8,0 y 1T mM EDTA). Para la
elucién final se emplearon 200 pL de agua tratada con
DEPC. La presencia de ARNdc fue verificada mediante la
visualizacién de bandas en un gel de poliacrilamida al 8 %
tefiido con GelRed (Biotium, EEUU). Posteriormente, se
procedié a su desnaturalizacién a 98 °C por 5 minyse evalué
su concentracién y valor de RIN (RNA Integrity Number) en un
equipo Bioanalyzer2100 (Agilent Technologies, EEUU). La
libreria de ADNc se construyé con el kit TruSeq Stranded
Total RNA LT Sample Prep con eliminacién del ARN
ribosomal (ARNr) utilizando Ribo-Zero (lllumina, EEUU). La
secuenciacién fue realizada en un equipo Illumina NovaSeq
de la comparifa Macrogen (Corea del Sur).

Una vez obtenidas las secuencias, se procedié a
determinar su calidad con el programa FastQC y los
nucledtidos de los extremos con baja calidad (QC < 30)
fueron eliminados empleando el programa Trimmomatic
v. 0.36 (Bolger et al., 2014). Posteriormente, se realizé el
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Tabla 1. Secuencias de los cebadores utilizados en el estudio para sintesis del ADNc, RT-qPCR y RT-PCR.

Virus Técnica Cebador Referencia
PVY PVY-1_FP - 5" CCA ATC GTT GAG AAT GCAAAAC 3’ Singh etal., 2012
PR PVY-1_RP - 5" ATATAC GCT TCT GCAACATCT GAGA 3~
PVY-F - 5" ACG TCC AAAATG AGAATG CC 3~ Nie y Singh, 2001
PeR PVY-R -5 TGG TGT TCG TGATGT GACCT 3~
PYVV PYW_F_CP - 5’ TCA GGT TAG AGC AGA CAG AGG-3 Alvarez etal., 2017
PR qPYW_R_CP - 5" AGG TCT CAG GAT CTG GAT CAA CT-3’
PYW_F_CP - 5’ TCA GGT TAG AGC AGA CAG AGG-3
PeR PYW_R_CP -5 AGT TGCTGCATT CTT GAACAG G 3’
PVS PVS_gen_F - 5" ATG CCG CCY AAA CCA GAT CC 3’ Vallejo etal., 2016
PR qPVS_gen_R -5 AGC ATK GCTTCYTCATITTGCCCT G 3’
PVS_gen_F -5 ATG CCG CCY AAA CCA GAT CC 3’
PeR PVS_gen_R - 5" ACCTTC ART ATG ACK CCAAGC AACATG C 3~
PLRV PLRV-Sense - 5"GCT CAA GCG AGA CATTCG TG 3~ Yang etal., 2014
PR PLRV-Antisense - 5" TTG AAT GCC GGA CAGTCT GA 3~
PLRV-F - 5> CGC GCT AAC AGA GTT CAG CC 3’ Singh etal., 1995
PeR PLRV-R - 5’GCA ATG GGG GTC CAA CTC CAACTCAT 3’
PVV PW_phu_F - 5° ATG CTG GAA AAG ATC CAG C 3’ Alvarezetal., 2016
PR qPWV_phu_R -5’ CAT CCC GCT CCT CAAC 3
PVX PVX_101-2_FP - 5 AAG CCT GAG CAC AAATTC GC 3’ Agindotan et al., 2007
PR PVX_101-2 RP - 5° GCT TCA GAC GGT GGC CG ¥
PVXF - 5"TAG CAC AAC ACA GGC CAC AG3’ Nie y Singh, 2001
PeR PVXR - 5" GGC AGC ATT CAT TTCAGCTTC 3’
ToRSV ToRSV-1590F - 5 GCC ACC CGA GAACGTTAG C 3~ Osman etal., 2008
PR ToRSV-1661R -5 GCC TGC TGA GTC TGCTGTAGA G 3~
TaLMV TaLMV_F_CP - 5" -GCT GAT AAA CTT GAT GCC GGA GC-3~ Villegas et al., 2017
qFeR qTaLMV_R_CP - 5" -GAT GAA CCA GCATCGACATCCC-3~
PMTV PMTV-1948F - 5’-GTGATCAGATCCGCGTCCTT-3’ Mumford et al., 2000
PR PMTV-2017R - 5-CCACTGCAAAAGAACCGATTTC-3’
cADN 123end - 5"GTG AAC CAC GGT TTA RCC CTG KAAGC -3~ Gil etal., 2011
PVA bR PVA 102-2 FP - 5 - TGTCGATTTAGGTACTGCTGGGAC - 3~ Agindotan etal., 2007
q

PVA 102-2 RP - 57- TGC GGT TTG TAA GAT AGCAAGTG-3”

alineamiento de los reads contra el genoma de referencia de
papa disponible en NCBI utilizando el programa Bowtie2
(Langmead y Salzberg, 2013), con el fin de eliminar la
mayor proporcién de reads de origen vegetal. De esta forma,
los reads no alineados fueron ensamblados de novo con el
programa Trinity (Hass etal., 2013) y su resultado evaluado
con el programa QUAST (Gurevich et al., 2013). Los contigs

correspondientes a genomas virales se identificaron por
comparacién con la base de datos de virus de referencia
del NCBI utilizando BlastN local. Los virus detectados se
verificaron y ensamblaron por mapeo utilizando Magic-
Blast y los alineamientos resultantes se visualizaron con el
programa Tablet. Las secuencias consenso para cada virus
fueron generadas con Samtools y los SNVs (Single nucleotide
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variants) fueron analizados con el programa LoFreq (Wilm et
al., 2012). Finalmente, se identificaron los marcos abiertos
de lectura (Open Reading frames - ORF) mediante BlastXy ORF
finder. Para cada uno de los genomas virales identificados
en este trabajo, se obtuvo la regién codificante de la cdpside
viral (CP) para realizar andlisis filogenéticos utilizando el
método de maxima verosimilitud (Maximum Likelihood) con
el modelo de sustitucién K2+G, empleando el software
MEGA7 con 1000 réplicas de bootstrap (Kumar et al., 2016).

RT-PCR convencional y secuenciacion Sanger

Las condiciones de sintesis del ADNc fueron similares
a las descritas anteriormente. Se amplificé la regién que
codifica la capside para cada virus con cebadores especificos
(Tabla 1) en un volumen de 25 pL con 1X de buffer de
enzima (10X), 0,2 mM de cada dNTP, 1,8 mM de MgCl,, 1
U de TagADN polimerasa (Thermo-Fisher Scientific, EEUU),
0,2 pM de los cebadores y 1 pL de ADNc. El programa
consistié en 94 °C durante 3 min como desnaturalizacién
inicial, seguido de 40 ciclos de 94 °C por 50 s, 52 °C por
50 s, 72 °C durante 1 min y una extensién final a 72 °C
por 5 min, en un termociclador T3 (Biometra, Alemania).
Los productos de PCR fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa al 1,5 %, suplementado con GelRed 1X
(Biotium, EEUU) y visualizados en un equipo ChemiDoc MP
Imaging System (Bio-Rad, EEUU). Al menos tres bandas
de muestras individuales del tamafio esperado para cada
virus fueron purificadas con el kit GeneJET Gel Extraction®
(Thermo-Fisher Scientific, EEUU) y secuenciadas en ambos
sentidos por el método de Sanger en un equipo ABI Prism
3730xl de la comparfiia Macrogen (Corea del Sur).

Analisis estadistico

Con el fin de evaluar la existencia de asociacién entre
las pruebas de diagndstico empleadas (ELISA y RT-
qPCR) y la presencia de cada virus detectado, se calculé
la razén de prevalencia y su respectiva prueba estadistica
de Fisher, empleando el programa EPIDAT® 3.1 (Andlisis
epidemiolégico de datos tabulados). La razén de prevalencia
(RP) fue calculada con la siguiente férmula:

Razdnde Prevalencia (RP) =

c (2)
(c+d)

Siendo (a) el nimero de muestras positivas por RT-qPCR,
(b) el nimero de muestras negativas por RT-qPCR, (c) el
nimero de muestras positivas por ELISA 'y (d) el nimero de
muestras negativas por ELISA. Por otra parte, los analisis
de profundidad promedio para cada uno de los genomas
virales ensamblados como resultado de la secuenciacién
NGS, fueron calculados y graficados con el programa
RStudio (RstudioTeam, 2015).

RESULTADOS

Deteccién de virus por RT-gPCR

Utilizando la técnica de RT-qPCR se evalué la presencia
de los virus PVY, PVA, PW, TaLMV, PVS, PLRV, PYW, PVX,
ToRSV y PMTV en tejido foliar de papa var. Diacol Capiro
en el oriente de Antioquia. PVY fue el virus con mayor
prevalencia, al ser encontrado en el 88,9 % de las muestras,
seguido de PVXy PYWV que fueron detectados en el 75 % de
éstas. Entre losvirus detectados, PLRVy PVS fueron los menos
prevalentes, con valores de 41,7 % y 25 %, respectivamente
(Figura 1). Los virus PVA, PV, TaLMV, ToRSV y PMTV no
fueron encontrados en ninguna de las muestras. Todos los
controles positivos amplificaron la secuencia esperada con
valores de Ct inferiores a 25 y no se observé amplificacién
en ninguno de los controles negativos.

Al considerar la prevalencia de los virus por subregiones
del oriente de Antioquia, se identificé la presencia de PVY
y PVXen el 100 % de las muestras foliares obtenidas en la
zona uno, mientras que en la zona dos se detectaron en el
78 %y 50 %, respectivamente (Figura 1). PYVV por su parte,
se encontré en el 72 % de muestras de la zona uno y en el
78 % de las muestras de la zona dos y PLRV se encontré en
el 56 % y 28 % de dichas zonas. Finalmente, PVS solo fue
detectado en el 50 % de las muestras de la zona uno.

Los valores de Ct obtenidos para los cinco virus
detectados, presentaron una gran variacién, lo que indica la
ocurrencia de diferentes niveles de infeccién en las muestras
evaluadas. PVY presenté el mayor titulo viral y la mayor
variacién, con un valor minimo de Ct de 8,96 y un maximo
de 34,77 (Media= 17,58, SD = 8,64), seguido de PVS con
valores de Ct entre 10,68 y 31,28 (Media = 25,93, SD =
8,27). Los valores promedio de Ct para PVX, PYWV y PLRYV,
fueron de 19,54 (SD = 3,6), 39,24 (SD =3,15)y 31,04 (SD =
3,15), respectivamente. El Tm de las muestras positivas por
RT-qPCR fue comparado respecto al rango de temperaturas
reportado en Colombia para el virus correspondiente y en
todos los casos se obtuvieron los valores esperados. Para
PVY se encontraron lecturas promedio de Tm = 77,5 °C
+0,6 °C (77,5 °C + 0,5 °C; Medina et al., 2015); para PVS
el valor de Tm fue de 87,5 °C +1 °C (Tm = 86,96 °C +1°C;
Vallejo et al., 2016), mientras que para PVX se presentaron
dos valores de Tm (80,55 °C +1 °Cy 83,85 °C 0,5 °C)
correspondientes a dos variantes registradas para este virus
por Garcia et al., (2016) (Tm= 79,5 °C+1 °Cy Tm = 83,7
°C +1 °C). Finalmente, para PLRV el valor promedio de Tm
fue de 80 +£0,3°C (Tm= 81,8 °C £0,3°C; Mesa et al., 2016)
y para PYW el Tm fue de 77,5 °C +1,5°C (Tm = 77,28
+0,6°C; Alvarez et al., 201 7).

Deteccion de virus por ELISA

Las pruebas comerciales de ELISA para la deteccién de los
virus en tejido foliar de papa var. Diacol Capiro permitieron
detectar al PVS en 80,5 % de las muestras evaluadas, con
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Porcentaje de muestras

Virus
ELISA RT-qPCR

Asociacién entre la deteccién de virus por RT-qPCR y ELISA
PLRV

PVY

Virus

PVS

RT (Razén de prevalencia)

Porcentaje de muestras

Virus
San Vicente Ferrer y Marinilla Sonsén
Figura 1. a. Deteccién de los virus PLRV, PVS, PVX, PVY'y PYWV mediante RT-qPCR y ELISA a partir de tejido foliar de papa var. Diacol Capiro.

b. Razén de prevalencia entre la prueba RT-qPCR y ELISA para los virus PLRV, PVY'y PVS. c. Porcentaje de muestras infectadas con los virus PLRYV,
PVS, PVX, PVY'y PYWV en dos zonas (zona uno: San Vicente Ferrer y Marinilla; zona dos: Sonsén) del oriente de Antioquia.
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un valor promedio de absorbancia de 1,65 (SD = 0,24),
seguido por la deteccién de PVY (55,5 %), con valores
de absorbancia en el rango de 0,53 - 2,88 (Absorbancia
promedio = 1,47; SD = 0,68) y por PLRV, que fue detectado
en el 5,5% de las muestras (Absorbancia promedio = 0,413,
SD = 0,004). De manera sorpresiva, dada la alta prevalencia
encontrada con la prueba de RT-qPCR, el virus PVX no se
detecté mediante esta técnica en ninguna muestra (Figura
1). Al considerar los resultados obtenidos por subregiones
se encontrdé que en las zonas uno y dos se presentaron los
mismos porcentajes de prevalencia para los virus PVYy PLRV
con un 55,5 % y 5,5 % respectivamente; mientras que PVS
fue detectado en el 61,1 % de las muestras evaluadas en la
zona unoy en el 100 % de las muestras de la zona dos.

Medida de asociacion entre los métodos de deteccion
RT-qPCR y ELISA

La asociacién entre la deteccién por RT-qPCRy ELISA para
cada virus fue estimada mediante la razén de prevalencia
(RP) que indica la fuerza de asociacién entre la presencia o
ausencia del virus y su deteccién por ambas pruebas. Para
PLRV se obtuvo una RP de 7,5, que resulté estadisticamente
significativa (p = 0,0005), indicando que por cada muestra
que resulta positiva para PLRV mediante ELISA, es posible
detectar por RT-qPCR 7,5 muestras mds infectadas por
este virus (Figura 1). Para el caso del virus PVY, también se
encontré una asociacion estadisticamente significativa con
un valor de RP igual a 1,6 (p = 0,003), lo que indica que la
técnica de RT-qPCR aqui empleada permitié detectar un 60
% mas de muestras con este virus con respecto a la prueba de
ELISA. Para el caso del virus PVS, la situacién fue contraria,
pues bajo las condiciones de este trabajo se encontré que la
prueba ELISA tiene mejor desempefio, permitiendo detectar
en niveles de 3,22 veces mds muestras infectadas (RP =
3,22; p = 0,000) que la RT-gPCR. Por otra parte, ya que
la prueba ELISA no detecté la infeccién de PVX en ninguna
de las muestras evaluadas, no fue posible calcular la razén
de prevalencia para este virus; sin embargo, es importante
enfatizar que con RT-qPCR se contabilizaron 27 muestras
positivas para dicho virus y sélo nueve resultaron negativas,
lo que claramente indica la utilidad de dicha prueba para
el diagnéstico de este virus en papa. Finalmente, para el
caso de PYW no se realizé comparacién con la técnica
ELISA, dado que hasta el momento no existen anticuerpos
comerciales para la deteccién de este virus.

Coinfeccién natural en papa de los virus PVY, PVS,
PLRV, PVXy PYVV

Una vez obtenidos los resultados de RT-qPCR se realizé
un andlisis de coinfeccién de los virus detectados en la
totalidad de las muestrasy en cada una de las subregiones del
oriente Antioquefio. Los resultados indicaron la coinfeccién
natural de PYW y PLRV en 5,6 % de las muestras, todas
provenientes del municipio de Sonsén (zona dos); mientras

que coinfecciones de PVYy PVX fueron detectados en ambas
subregiones con un 13,9 % de prevalencia (Figura 2).

Al analizar la cantidad de muestras que resultaron
positivas para tres virus, se encontraron dos combinaciones:
PVY/PYWV/PVXy PVY/PYVV/PLRV con niveles de prevalencia
del 22,2 %y 16,7 %, respectivamente (Figura 2). Para el caso
de la infeccién mixta por cuatro virus, se identificaron las
siguientes combinaciones: PVY/PYVV/PVX/PVS, PVY/PYWV/
PVX/PLRV y PVY/PVX/PLRV/PVS con niveles de deteccién de
11,1 %, 5,6 % y 2,8 %, respectivamente; aunque solamente
en muestras de plantas provenientes de San Vicente Ferrer
y Marinilla (Zona uno). En esta misma regién también se
identificé la coinfeccién de cinco de los virus en el 11,1 % del
total de las muestras.

Secuenciacién de nueva generacion (NGS) y analisis
bioinformatico

Como resultado de la secuenciacién NGS del ARNdc
extraido del tejido foliar sintomdtico de papa var. Diacol
Capiro, se obtuvieron 36 911 012 reads pareados (3 728 012
212 nt), de los cuales el 1,66 % correspondieron a reads de
origen vegetal. De esta forma, 36.298.708 reads equivalentes al
98,34 % del total secuenciado se emplearon para el ensamblaje
de novo utilizando Trinity y se obtuvieron 1213 contigs con un
N50 de 1659. El andlisis de dichos contigs con respecto a la base
de datos del NCBI, identificé 324 de ellos como secuencias
putativamente de origen viral y asociadas a genomas de
virus de los géneros Potexvirus (272 contigs), Endornavirus (20
contigs), Crinivirus (11 contigs), Potyvirus (12 contigs), Carlavirus (6
contigs), Polerovirus (1 contig), Caulimovirus (1 contig) y Cavemovirus
(1 contig). Una vez realizados los ensamblajes de los reads
contra los genomas virales de referencia, se logré obtener los
genomas completos de PVX (7.551 nt, Accesién: MK558273),
PVY (9.691 nt, Accesion: MK563993), PVS (8.515 nt,
Accesion: MK563994), PYW (ARN1:7.829 nt, Accesion:
MK618649; ARN2: 5.296 nt, Accesion: MK618650 y ARN3:
3.875 nt, Accesién: MK618651) y PLRV (5.881 nt, Accesidn:
MK613996) (Figura 3).

Al comparar las secuencias genémicas obtenidas para
cada uno de los virus con las depositadas en la base de
datos GenBank, se encontré que todas presentaron un
alto porcentaje de identidad con respecto a aislamientos
previamente reportados en solanaceas del departamento de
Antioquia (Colombia). Para el caso de PVX, se determiné
un porcentaje de identidad de 98 % con aislamientos
procedentes de plantas de tomate (ej. MH282866) del linaje
de Eurasia; para PVY se presenté un 99,9 % de identidad
(100 % de cobertura) con respecto a miembros de la raza
PVYN™ (ej. MF176827 y KR149260) obtenidos en plantas
de papa en este departamento; mientras que para PVS se
presentd un 98,8 % de identidad (99 % de cobertura) con
una secuencia de una cepa infectando plantas de tomate
de la raza PVS Andina (PVS*) (ej. MH282867). Este andlisis
para el virus PYWV indicé niveles de identidad de 99,5 % para
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a.
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San Vicente Ferrer y Marinilla
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Figura 2. Infecciones mixtas en tejido foliar de plantas de papa var. Diacol Capiro y porcentaje de muestras identificadas con virus mediante
RT-qPCR y sintomas asociados a enfermedades virales observados en plantas de papa var. Diacol Capiro en el Oriente de Antioquia. a. Porcentaje
de muestras identificadas con virus en la totalidad de las muestras evaluadas (36 muestras). b. Porcentaje de muestras identificadas con virus por
subregién evaluada (18 muestras por zona). c. Mosaico rugoso. d. Amarillamiento de venas. e. Deformacién de tejido foliar.

el ARN1 (100 % de cobertura) con respecto a cepas del virus
obtenidas en plantas de papa criolla y tomate (ej. KR998193
y KX573901) y de 98,5 % (100 % de cobertura) para el ARN2
y ARN3 con cepas infectando papa criollay lulo (S. guitoense)
en Antioquia (ej. KR998194 y MG696858). Finalmente,
el genoma de PLRV presenté un 98,2 % de identidad con
respecto a aislamientos de este virus reportados en papa en
Colombia (100 % de cobertura; ej. KX712226).

RT-PCR y secuenciacién Sanger

Mediante RT-PCR convencional se obtuvieron al menos
tres amplicones de la regién de la cdpside (CP) que
correspondieron al tamafio esperado para PVX (562 pb),
PVY (480 pb), PVS (421 pb), PYW (495 pb) y PLRV (330

pb). Estas secuencias en conjunto con los segmentos de CP
obtenidos en los ensamblajes por NGS, fueron utilizadas
en los andlisis filogenéticos para cada virus (Figura 4). Las
secuencias de los amplicones de PVXy la secuencia de NGS se
ubicaron en el clado correspondiente al linaje americano de
este virus, con un valor de bootstrap de 96 % con respecto a
secuencias de virus aislados en papa y tomate de diferentes
paises del mundo y de los departamentos colombianos de
Antioquia, Narifio y Cundinamarca.

El andlisis para PVY ubicé la secuencia NGS (MK563993),
y de los aislamientos 72SE (MK544864), 71SE (MK544863)
y 8MAY (MK544860) en el clado correspondiente a la raza
PVYN™ con un valor de bootstrap de 92 %; mientras que en el
clado que representa la raza PVYNcon un valor de bootstrap de
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Figura 3. Perfiles de profundidad de la secuenciacién de nueva generacién (NGS) realizada a partir de ARNdc de una mezcla de tejido foliar
de papa var. Diacol Capiro con sintomas de infeccién viral obtenidas en el oriente de Antioquia. En la parte superior de cada figura se representa

la estructura del genoma para cada virus.

95 % se agruparon las secuencias de los aislamientos 27ABR
(MK544861), 28ABR (MK544862) y 73SE (MK544865).
Estas secuencias presentaron niveles de identidad del 99 %
con secuencias de PVY previamente depositadas por Mufioz
etal., (2016) y Riascos et al., (2018) obtenidas en muestras
de papa de Antioquia. Por otra parte, las secuencias de PVS
fueron ubicadas en el clado correspondiente al linaje PVS",
compartiendo un nivel de identidad del 97 % con una cepa
infectando papa criolla y otra recientemente reportada en
tomate. Para el caso de PYWV, las cinco secuencias obtenidas
compartieron niveles de identidad del 100 % con respecto a
secuencias de este virus reportadas en los departamentos de
Antioquia y Cundinamarca obtenidas en papa, papa criolla
y tomate. Finalmente, el andlisis filogenético de las cuatro
secuencias virales obtenidas en este estudio para PLRV,
compartieron niveles de identidad superiores al 99 % con

diferentes secuencias de cepas provenientes de cultivos de
papa de Colombia y de otros paises.

DISCUSION

Las enfermedades virales en el cultivo de la papa
representan una de las principales causas de las reducciones
en los rendimientos y adicionalmente su efecto negativo se
incrementa cuando se considera la calidad de los tubérculos,
tanto para procesamiento industrial, como para su
utilizacién como material de siembra (Haltermanetal., 2012;
Frostetal., 2013; Villamil-Garzén et al., 2014). Sin embargo,
la asociacién entre pérdidas en este cultivo y la ocurrencia de
infecciones virales no siempre es facil de conocer, ya que la
manifestacién de los sintomas generalmente ocurre después
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Figura 4. Arboles filogenéticos generados a partir de las secuencias que codifican para la cépside viral (CP) de los virus PYWV, PLRV, PVS, PVYy
PVX procedentes de tejido foliar de plantas de papa var. Diacol Capiro. Los nimeros sobre las ramas indican los valores de bootstrap y los nombres
en la derecha corresponden a las denominaciones registradas en la literatura para variantes y/o linajes principales identificados en cada especie viral.
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de largos periodos de infeccién, razén por la cual su manejo
recae fundamentalmente en la posibilidad de detectar los
virus en condiciones asintomadticas y mas importante aun,
directamente en los tubérculos-semilla, para lo que se
requieren técnicas de diagndstico altamente sensibles como
las pruebas moleculares y serolégicas (Fang y Ramasamy,
2015; Stammler et al., 2018). Este trabajo surgié de dicha
necesidad y tuvo como principal objetivo aumentar el
conocimiento del viroma y de la variabilidad genética de las
especies de virus detectadas en cultivos de papa var. Diacol
Capiro en dos zonas del oriente Antioquefio.

Inicialmente, utilizando la técnica de RT-qPCR se logré
identificar la presencia de cinco (PVX, PVY, PVS, PYW y
PLRV) de los diez virus evaluados en este estudio, siendo
PVY el de mayor prevalencia (88,9 %), seguido por PVX y
PYWV (75 %) y finalmente por PLRV (41,7 %) y PVS (25 %).
En la actualidad, la prueba de ELISA se considera el test
Gold Standard en los procesos de certificacién de tubérculos-
semilla de papay para el diagndstico de virus de importancia
cuarentenaria (Halterman et al., 2012; Frost et al., 2013;
Stammler et al., 2018); sin embargo, en este estudio se
encontré que la técnica de ELISA detecté un menor niimero
de muestras infectadas con los virus PVY (55,5 %), PLRV (5,5
%) y PVX (0 %). Estos resultados no resultan sorpresivos,
por cuanto existen reportes que sefialan que la sensibilidad
de la RT-qPCR para la deteccién de virus de plantas varia
entre 10.000 y 100.000.000 veces mds que la prueba de
ELISA (Agindotan et al., 2007; Joo-jin et al., 2014; Nikitin
et al., 2018; Stammler et al., 2018) y dicha observacién se
ha confirmado también en diferentes trabajos realizados en
Antioquia sobre virus de papa. Asi por ejemplo, Garcia Ruiz
etal., (2016) reportaron niveles de infeccién con el virus PVX
en un 93,75 % de muestras de tubérculos-semilla de papay
papa criolla cuando emplearon RT-qPCR, mientras que al
usar la técnica de ELISA, sélo detectaron el virus en el 50 %
de éstas.

Al realizar el andlisis de asociacién calculado mediante la
razén de prevalencia, se evidencié que el uso de la técnica
de RT-qPCR permite la deteccién de los virus PLRV y PVY a
partir de tejido foliar 7,5 y 1,6 veces mds, respectivamente
que la prueba ELISA.

La situacién encontrada para la deteccién del virus PVS
fue contraria a lo antes expuesto, pues el virus se encontré
mediante ELISA en el 80,5 % de las muestras y tan sélo en el
25 % de éstas, cuando se utilizé RT-qPCR. Dicha diferencia,
indica la necesidad de disefiar nuevos cebadores que cubran
toda la variabilidad genética que presenta PVS en los
Andes colombianos y que ha sido claramente demostrada
en estudios filogenéticos recientes (Gutiérrez et al., 2012;
Gutiérrez et al., 2013; Santillan et al., 2018), en donde se
han encontrado al menos tres linajes diferentes para este
virus: PVSA, PVS®y PVSP; este dltimo hasta ahora solo
encontrado en Antioquia (Colombia) y denominado PVSP?
haciendo referencia a su deteccién inicial en papa criolla

(S. phureja) (Vallejo et al., 2016). Ya que las secuencias de
este linaje sirvieron de base para el disefio de los cebadores
PVS_gen_F y qPVS_gen_R utilizados en el presente trabajo,
es posible inferir que dichos cebadores presentan desajustes
(mismatches) con respecto a sus regiones de unién en algunos
genotipos de este virus que se encuentran infectando
las muestras evaluadas; mientras que los anticuerpos
empleados en las pruebas de ELISA cubren un rango
mayor de variacién, dada su unién con regiones muy
conservadas de la proteina de la cdpside de este virus.

Un andlisis especial merece el caso de la deteccién de PVX,
pues este virus no se encontré en ninguna de las muestras
mediante pruebas de ELISA, a pesar de que previamente se
habia detectado en el 75 % de éstas utilizando RT-qPCR.
Dicha situacién, es un claro ejemplo de la necesidad de
utilizar en virologia vegetal, al menos dos pruebas que
tengan moléculas diana diferentes, pues de otra forma se
puede reportar falsos negativos que afectan los programas
manejo, certificacién de semilla o de mejoramiento genético
por resistencia a virus. En este caso, la falta de deteccién
por ELISA puede explicarse por el bajo titulo viral que se
infiere presentaba este virus en los tejidos foliares evaluados,
pues los valores de Ct encontrados en RT-qPCR tuvieron un
promedio de 19,54, muy distantes del alcanzado en virus
como PVY (Ct = 8,96); o alternativamente por la falta de
reconocimiento de las variantes virales que PVX presenta
sobre solandceas andinas en Colombia y que han sido
recientemente reportadas en cultivos de papa por Gil et al.,
(2012) y Garcia Ruizetal., (2016) y en uchuva por Gutiérrez
etal., (2015).

Considerando los resultados globales obtenidos por RT-
qPCR, fue evidente que en los cultivos de papa de la zona uno
(San Vicente Ferrer y Marinilla) se presentaron los mayores
porcentajes de prevalencia viral, siendo detectados los virus
PVY'y PVX en el 100 % de las muestras analizadas, mientras
que PYWV, PLRV y PVS se encontraron en el 72 %, 56 %y
50 % de éstas, respectivamente. En la otra subregién (zona
dos), los porcentajes de deteccién viral fueron en general
menores (PVY y PYWV = 78 %, PVX = 50 %, PLRV = 28 %),
e incluso el PVS no se detecté en ninguna muestra; aunque
se debe considerar el problema mencionado anteriormente
con los cebadores para este virus. Estos hallazgos llaman
la atencién sobre los muy altos niveles de infeccién viral
que presentan las plantas de papa var. Diacol Capiro en el
oriente de Antioquia y que entre otros factores contribuyen
a los bajos rendimientos que presenta este cultivo (20,5
t/ha) cuando se compara con los rendimientos de papa
alcanzados en paises desarrollados como Estados Unidos
(49,02 t/ha) y Holanda (41,9 t/ha), que emplean semilla
certificada, reglamentan las fechas de siembra y cosecha
de papa y realizan diversas practicas culturales para el
manejo de insectos vectores y de arvenses que sirven como
reservorios de los virus; aunque se deben considerar las
diferencias entre las variedades cultivadas y las condiciones
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geomorfoldgicas de los lotes de cultivo de dichos paises,
que favorecen la mecanizacién y el uso de sistemas de riego
y drenaje, entre otros aspectos (Halterman etal., 2012; Frost
etal., 2013; FAOSTAT, 2019).

En adicién, en este estudio se encontré que la ocurrencia
de coinfecciones virales es frecuente en la regién del oriente
de Antioquia, presentandose la infeccién mixta de PVY, PYWV
y PLRV como la mas frecuente (en el 22 % de las muestras), y
llegdndose incluso a detectar la coinfeccién de cinco virus en
el 11,1 % de las muestras foliares evaluadas.

Las infecciones mixtas de virus de plantas son bastante
comunes en la naturaleza y las interacciones virus-virus en
el hospedante ya sean sinérgicas y/o antagonistas, pueden
tener consecuencias bioldgicas, ecoldgicas y epidemioldgicas
(ej. cambios en sintomatologfa, variaciones de la estructura
genética delosvirus, diferencias en lainteraccién con vectores,
etc) que representan un gran desafio analitico al considerar
un conjunto de datos multivariados con distribuciones de
probabilidad diferentes, dependencias de escala espacial
o temporal y anomalias taxondémicas; sin embargo su
estudio detallado ayudan a entender mejor los patrones de
transmisién viral, riesgos de infeccién, evolucién del rango
de hospedantes, resurgimiento de enfermedades y finalmente
los efectos de estos patdgenos sobre los rendimientos de los
cultivos o sobre la calidad de sus productos o material de
siembra (Syller, 2012; McLeish etal., 2019). En Colombia, se
han realizado estudios de diagndstico de infecciones mixtas
de algunos virus en papa, siendo reportado por ejemplo que
en la coleccién central colombiana de Solanum tuberosum
subsp. tuberosum se presentaban niveles de coinfeccién con
los virus PVX'y PLRV del 8,96 %; del 19,4 % con PVS, PVY
y PLRV; del 16,4 % con PVS, PVX'y PLRV y del 20,9 % con
PVS, PVX, PVY y PLRV (Guzmén et al., 2010). Asi mismo,
en 2014, se reportd la infeccién mixta de PYWV y PVY en
cultivos de papa del departamento de Cundinamarca con
una prevalencia del 32 %, y en 2015 un estudio similar en el
municipio de Subachoque del mismo departamento, sobre
plantas asintomaticas de papa criolla y papa var. ICA-Unica
registré niveles de coinfeccién para estos dos virus cercanos
al 33 % (Villamil-Garzén et al., 2014; Alfaro-Garcia y Franco
Lara, 2015).

Finalmente, en el presente estudio se utilizé la reciente
metodologia molecular de secuenciacién de nueva
generacién (NGS), como base para la confirmacién de la
circulacién de los virus detectados mediante pruebas de RT-
qPCR y ELISA en cultivos de papa var. Diacol Capiro en el
oriente de Antioquia. Los andlisis bioinformaticos realizados
confirmaron la presencia en el transcriptoma bajo andlisis de
secuencias de los genomas de los virus PVX, PVY, PVS, PYWV
y PLRV y adicionalmente se detectaron secuencias asociadas
a miembros del género Endornavirus, que corresponde
a virus de ARN de doble cadena que carecen de capside,

con genomas de 9,8 - 17,6 kb y un solo ORF que codifica
para una poliproteina de 3000 - 6000 aminoacidos con
dominios funcionales para metil-transferasa, helicasa viral,
glucosil-transferasa y una polimerasa de ARN dependiente
de ARN (RDRP) (Mufioz-Baena et al., 2017). También se
hallaron dos contigs asociados a genomas de caulimovirus
y cavemovirus, dos grupos de virus con genomas de ADN
que posiblemente correspondan a transcritos derivados
de virus defectuosos integrados en el genoma de la papa.
De gran interés resultard en el futuro evaluar la identidad a
nivel de especie de estos tres virus putativos y confirmar para
aquellos de ADN la hipdtesis de su integracién al genoma del
hospedante vegetal. Las secuencias derivadas de los genomas
completos de los cinco virus detectados, asi como aquellas
de la capside viral y obtenidas por RT-PCR convencional/
secuenciacién Sanger, aumentan la informacién genémica
disponible para estos virus en las bases de datos moleculares
y permitirdn en un futuro cercano, su uso para el disefio de
nuevos cebadores y sondas que se ajusten a los niveles
de variacién encontrados para dichos virus en la regién
andina de Colombia y en otras partes del mundo.

CONCLUSIONES

En este trabajo se evalué mediante RT-qPCR, la
prevalencia de diez virus de ARN en tejido foliar de plantas
de papa var. Diacol-Capiro del oriente de Antioquia
(Colombia). Ninguna muestra resulté positiva para
los virus PVA, PV, TaLMV, ToRSV y PMTYV, pero si para los
virus PVX, PVY, PVS, PLRV y PYWV, que alcanzaron niveles de
prevalencia en el rango de 25 % a 88,9 %, siendo frecuentes
las infecciones mixtas desde dos hasta cinco virus en
diferentes combinaciones.

A partir del célculo de razén de prevalencia (RP) como
medida de asociacién o efecto entre las pruebas de deteccién
viral de RT-qPCR y ELISA, se determiné que la utilizacién de
RT-qPCR ofrece niveles superiores de deteccién en valores
deRP=1,6 yRP=7,5 paralosvirus PVYy PLRV; mientras que
para el caso de PVS, la situacién fue contraria, pues bajo las
condiciones de este trabajo se encontré que mediante ELISA
se detecta en niveles de 3,22 veces mas muestras infectadas
que con RT-gPCR. El virus PVX'sélo se detectd utilizando RT-
qPCR y PYWV no se evalud en ELISA, pues hasta el momento
no se cuentan con anticuerpos comerciales para este virus.

La secuenciacién de nueva generacién (NGS) del ARNdc
de la mezcla de tejido foliar sintomético de plantas de papa
var. Diacol Capiro confirmé la circulacién de los cinco virus
(PVX, PVY, PVS, PYW y PLRV) en el oriente de Antioquia, asf
como también la obtencién de sus genomas completos y la
evaluacién de sus niveles de variacién con respecto a otras
cepas reportadas en Colombia y en otros paises.
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