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RESUMEN

El Potato virus S (PVS) es uno de los virus prevalentes en los cultivos de papa del mundo. En Colombia este
virus es de los mas incidentes en diferentes variedades de S. tuberosum subsp. andigenay S. phureja. Estudios
previos basados en anélisis de secuencias del gen de la cdpside viral (CP) de aislamientos colombianos de PVS,
detectaron la presencia de las dos razas del patdgeno (PVS® y PVSA), asi como un alto nivel de variacién entre
aislamientos de PVSA. En esta investigacién se secuencié el 98% (8330 nt) del genoma de la cepa RL5 de PVS
obtenida a partir de una planta naturalmente infectada de S. phureja var. Criolla Colombia en el municipio
de La Unidn (Antioquia). Para esto se realizd una pirosecuenciacion del ADNc obtenido a partir del ARNm de
dicha planta, utilizando el sistema 454 Life Sciences (Roche). El genoma del aislamiento RL5 de PVS” (Numero
de Accesion JX683388) fue ensamblado a partir de un total de 10899 reads, con una profundidad promedio de
470.8 y resulto filogenéticamente relacionado con la cepa BB-AND de PVS” de Brasil, con la que compartié una
identidad genética del 94%. Un andlisis de agrupamiento basado en el gen CP, permiti¢ identificar a dicha cepa
como perteneciente al clado lll de PVSA. La informacion de este genoma puede ser utilizada para el disefio de
cebadores y sondas especificas que apoyen los programas de certificacion de tubérculo-semilla y manejo del
PVS en Colombia.
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FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS

Potato virus S (PVS) is one of the most prevalent viruses in potato crops around the world. In Colombia, PVS
has been shown to be one of the viruses with highest incidence in varieties of S. tuberosum subsp. andigena and
S. phureja. Previous sequence analysis of the CP gene from colombian isolates, detected the presence of two PVS
strains, PVS®y PVSA, and a high variation within PVS* isolates. In this work, we report 98% (8330 nt) of the genome
sequence of PVS isolate RL5 obtained from a naturally infected plant of S. phureja var. Criolla Colombia collected
at the municipality of La Unién (Antioquia). The sequence was obtained by pyrosequencing a cDNA library from
the infected plant using a 454 Life Sciences sequencer (Roche). The genome of isolate RL5 (Accession number
JX683388) was assembled from a total of 10899 reads with an average depth of 470.8 nt and shares 94% identity
to strain BB-AND (PVSA) from Brazil. Cluster analysis using the CP gene assigns this novel strain to clade Ill of
PVSA. This genomic information can be used for the design of specific primers and probes that support tuber-
seed certification and PVS control programs in Colombia.

Virus coat, Potato, Next Generation Sequencing, RNA viruses.

El Potato virus S (PVS) (Carlavirus, Betaflexiviri-
dae) es uno de los virus prevalentes en los cultivos de
papa (Solanum tubersoumy S. phureja) de Colombia
y otros paises del mundo (Salazar, 1996; Stevenson
et al. 2001; Gil et al. 2012). Este virus causa sintomas
moderados sobre las plantas de papa, que incluyen
moteados clordticos y rugosidades en el envés de
los foliolos. Su efecto sobre el rendimiento de los
cultivos puede alcanzar reducciones del 10-20% (Ste-
venson et al. 2001), siendo ain mayores cuando se
presenta en infecciones mixtas con otros virus como
PVX (Nyalugwe et al. 2012). El PVS es transmitido de
forma no persistente por diversas especies de afidos
incluyendo Myzus persicae, Rhopalosiphum padi,
Aphis fabae y A. nasturtii (\Wardrop et al. 1989); ade-
mas su transmision mecanica y por propagacion ve-
getativa es bastante eficiente (Franc y Banttari, 1996),
pudiendo incluso alcanzar incidencias del 100% en
los cultivos de papa (Matousek et al. 2005)

Con base en su reaccion local o sistémica so-
bre plantas indicadoras de Chenopodium quinoa,
se han descrito dos razas de este virus: la Ordina-
ria (PVS©) y la Andina (PVS*) (Mackenzie et al. 1989;
Fletcher, 1996, Cox y Jones, 2010). PVS* induce
sintomas mas severos en las plantas infectadas, in-
cluyendo senescencia prematura y defoliacion (Jef-
fries, 1998); ademaés es mas eficientemente transmi-
tido por los afidos que las cepas de PVSC. A pesar
de que la sistemicidad del virus sobre esta planta
indicadora fue considerada por muchos afios como
el principal criterio para la identificacién de las razas
de PVS, en estudios recientes se han encontrado
variantes de PVS® con capacidad de generar inva-
sion sistémica en C. quinoa, pero filogenéticamen-
te distantes de PVS* (Matousek et al. 2000, 2005;
Lambert et al. 2012); estos aislamientos han sido
denominados como PVS© (CS: Chenopodium sys-
temic). Por lo anterior, Cox y Jones (2010), proponen
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utilizar el acrénimo PVS* exclusivamente para definir
miembros del clado genéticamente diferenciado de
las variantes ordinarias de PVS, y no para indicar su
reaccion sobre plantas de C. quinoa.

Los viriones de PVS consisten de varillas flexuo-
sas de 610-710 nm y un genoma de ARN de ca-
dena sencilla positiva (ARNss+) con cerca de 8500
nucledtidos; su extremo 5 estad protegido con una
caperuza, mientras que el 3" presenta una cola de
poli-A similar al del ARNm de los eucariotes. El ge-
noma presenta seis ORF: el ORF1 codifica para un
polipéptido de 223 kDa que contiene motivos con-
servados para Helicasa, Metiltransferasa y Polimera-
sa de ARN dependiente de ARN (RdRp); los ORF 2,
3y 4 comprenden el triple bloque de genes (TGB),
que participan en el movimiento célula a célula del
virus; el ORF5 codifica para la capside viral (CP) de
34 kDa y el ORFé lo hace para una proteina de 11
kDa rica en cisteina, involucrada en la transmisién
por &fidos (Lin et al. 2009; Salari et al. 2011). A pesar
de la amplia distribucién mundial de PVS y de su im-
portancia econémica para la agroindustria de papa
y de produccién de tubérculo-semilla, hasta el mo-
mento soélo han sido secuenciados completamente
cinco genomas de este virus, tres representando
miembros de PVS° (1d4106-US-FJB13513, Wadef-US-
FJ813512, Leona-AJ863509) y dos de PVS” (Vltava-
AJB63510 y BB-AND-647830) (Matousek et al. 2005;
Lin et al. 2009; Duarte et al. 2012).

En Colombia, recientemente Gil et al. (2012), ob-
tuvieron 15 secuencias parciales del gen CP de aisla-
mientos de PVS obtenidos en cultivos de papa de los
departamentos de Antioquia, Boyacd, Cundinamar-
ca y Narifio, encontrando que 12 estaban filogenéti-
camente relacionados con la raza PVS#, mientras que
los tres restantes correspondian a PVS®. De manera
interesante, en este estudio se definieron dos nue-
vos clados (I y ) de PVS* no identificados en otros
lugares del mundo. Al evaluar los niveles de iden-
tidad genética de nucledtidos, se encontré que los
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aislamientos colombianos identificados como PVS©,
compartieron tan sélo entre el 76 y 80% con respecto
a las secuencias de las cepas clasificadas como PVSA.
Estos valores fueron superiores a 91% (maximo 99%)
para todos los aislamientos PVS® (colombianos e in-
ternacionales), mientras que para las secuencias de
los aislamientos de PVS#, se encontraron valores de
identidad de 88 a 99%.

En los Ultimos anos, se han desarrollado nuevas
metodologias moleculares tendientes a obtener en
un solo corrido, una gran proporcién, sino la tota-
lidad, de las secuencias de un organismo. Dichas
tecnologias se conocen en forma genérica como Se-
cuenciacién de Nueva Generacion (NGS); siendo al-
gunas de ellas basadas en principios de pirosecuen-
ciacién (Adams et al. 2009; Kobayashi et al. 2012).
Existen diferentes formatos de NGS, incluyendo 454
Life Sciences (Roche, Suiza), illumina (San Diego,
EEUU) y Solid (Applied biosystems, Carlsbad, EEUU)
(Kobayashi et al. 2012).

La virologia vegetal no ha sido ajena a la utiliza-
cion de los sistemas NGS, y por el contrario en dicho
campo se han comenzado a realizar anélisis metage-
némicos de tejidos e incluso de plantas individuales,
resultando en el descubrimiento de nuevos virus y en
la definicién de perfiles de virus asociados al material
biolégico bajo estudio, lo que se conoce como "viro-
ma’ (Al Rwahnih et al. 2011). Asi por ejemplo, andlisis
de NGS se han utilizado para evaluar los virus presen-
tes en una planta de vid presentando sintomas de de-
caimiento (Al Rwahnih et al. 2009); en la identificacion
de virus de la planta ornamental Liatris spicata (Adams
et al. 2009); en la determinacion de las secuencias de
los genomas de virus inoculados en plantas de batata
(Kreuze et al. 2009) y en la evaluacién del viroma de un
cultivo de vid cv. Merlot en la regién de Stellenbosch
(Sudéfrica) (Coetzee et al. 2010).

Los altos niveles de deteccidén que presenta el
PVS en los cultivos de papa de Colombia y su gran
diversidad (Gil et al. 2012), asi como las deficiencias



de informacién sobre las caracteristicas gendémicas
de este virus en la regién Andina, centro de origen
de la papa, justifican continuar con su estudio mas
detallado, siendo de especial interés la evaluacion
de cepas del virus afectando especies y variedades
locales de papa. En este trabajo se utilizd el sistema
GS FLX 454 Life Sciences (Roche), para secuenciar
el genoma de una cepa de PVS* infectando bajo
condiciones naturales una planta de S. phureja var.
Criolla Colombia, obtenida en el municipio de La
Unién (Antioquia). Esta informacién podra ser uti-
lizada como base para el desarrollo de métodos
de diagnéstico especificos para la deteccién de
las variantes de PVS presentes en Colombia y otros
paises andinos, asi como para el apoyo a los pro-
gramas de mejoramiento genético de papa por re-
sistencia a virus.

La investigacion se realizé a partir de una planta de
dos meses de edad de S. phureja var. Criolla Colombia,
naturalmente infectada por PVS en un cultivo del muni-
cipio de La Unién (Antioquia) (05°58'38"N, 75°21'54" O,
2510 m.s.n.m). Los foliolos fueron conservados a -80°C
hasta su uso posterior. EI ARN total fue extraido a partir
de la maceracién con nitrégeno liquido de una mezcla
de foliolos de diferentes partes de la planta, utilizando
el método del Trizol (Chomczynski y Sacchi, 1987). Pos-
teriormente, dada la presencia de poli-A en el extremo
3'del PVS, se realizé una purificacién del ARNm usan-
do el kit oligotex Direct mRNA (Qiagen, Alemania) si-
guiendo las instrucciones del fabricante. La generacién
del ADN copia (ADNc) se realizé utilizando cebadores
aleatorios con el kit cDNA synthesis system (Roche). La
libreria correspondiente se generd con el kit GS Rapid
Library Prep (Roche) y fue titulada por fluorimetria uti-
lizando el estandar de dicho kit.
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El ADNc amplificado fue purificado utilizando el
kit Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Brea,
EEUU). El tamafno de los fragmentos de la libreria
fue determinado en un Bioanalyzer (Agilent Techno-
logies, San José (CA), EEUV) utilizando un chip High
sensitivity DNA (Agilent). Finalmente, la muestra fue
pirosecuenciada en un equipo GS FLX 454 Life Scien-
ces (Roche) usando la plataforma del Centro Nacional
de Secuenciacion Gendmica (CNSG) de la Universi-
dad de Antioquia. Para el secuenciamiento se utili-
zaron los reactivos TITANIUM (Roche). Las lecturas
(reads) de pirosecuencicién fueron depuradas con el
fin de eliminar las secuencias adaptadoras utilizando
la rutina sff_extract disponible en http://bioinf.comav.
upv.es/sff_extract/index.html. Antes del ensamblaje
se eliminaron las secuencias de origen ribosomal y
aquellas con una longitud inferior a 50 nt, utilizando
rutinas en Perl disefiadas con este propdsito. El en-
samblaje de las secuencias de origen viral fue reali-
zado con CAP3 usando los pardametros por defecto
del programa (Huang y Madan, 1999). La secuencia
del genoma del aislamiento RL5 de PVS presentada
en este estudio, fue identificada utilizando el progra-
ma Blast2GO (Conesa et al. 2005) y depositada en el
GenBank bajo el nimero de accesién: JX683388. La
calidad del ensamblaje de la secuencia fue analizada
utilizando el programa Tablet (Milne et al. 2010).

La secuencia obtenida para el genoma de la cepa
RL5, se alined con los genomas disponibles en Gen-
Bank para este virus, mediante el software Clustal W
(Larkin et al. 2007) y se realizd un andlisis filogenético
con el método Neighbor-Joining utilizando el soft-
ware MEGA versién 5.0 (Tamura et al. 2011). El soporte
de la topologia interna del dendrograma fue determi-
nado por analisis de bootstrap con 1000 remuestreos
(Felsenstein, 1985). Adicionalmente, se realizd un
anélisis filogenético utilizando secuencias del gen CP
de aislamientos de PVS reportados por Cox y Jones
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(2010) y un anélisis de recombinacion utilizando el mé-
todo Bootscan (Martin et al. 2005) implementado en
el programa RDP3 (Martin et al. 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION
Pirosecuenciacién

En total se obtuvieron 47030716 nt de da-
tos de secuencias, correspondientes a 140.168
reads. Posterior al ensamblaje en contigs, el ana-
lisis BLAST indicé que 603 secuencias Unicas (su)
correspondieron a secuencias putativamente de
origen viral, siendo detectados en la planta de S.

phureja bajo anélisis los virus PVS (573 su), Potato
virus Y (PVY, 12 su), Potato virus V (PVV, 12 su) y
Potato leafroll virus (PLRV, 6 su), lo cual confirma
los multiples estudios que reportan la ocurrencia
frecuente de infecciones virales mixtas en plantas
de papa (Jones 1981; Salazar, 1996; Nie y Singh,
2001). El genoma del aislamiento RL5 de PVS” fue
ensamblado a partir de un total de 10899 reads,
con una profundidad promedio de 470.8 (Figura
1). La comparacion de dicha secuencia con respec-
to a los genomas depositados en GenBank para
PVS, indicd que se logrd una cobertura del 98%
(8330 nt) del genoma de este virus, faltando los 61
nt del UTR 5"y 234 nt del inicio del ORF1.
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Figura 1. Perfil de profundidad de la pirosecuenciacién realizada a partir del ARNm de una planta de Solanum phureja naturalmente infectada con
PVS en el municipio de La Unién (Antioquia, Colombia). En la parte inferior se representa la estructura del genoma de PVS.

Analisis del genoma del aislamiento RL5 de PVS

Al realizar comparaciones del genoma de la cepa
RLS con respecto a cinco genomas de PVS® reportados
en GenBank, tres correspondientes a PVS® (WaDef-
US - FJ813512 e 1d4106-US - FJ813513, EEUU y Leona -
AJ863509, Alemania), ademas de dos genomas de PVS*
(BB-AND - JQ647830, Brasil y Vltava - AJ863510, Repu-
blica Checa), se encontrd un nivel de identidad para los

ISSN 1900-4699 © Volumen 8 ® Nimero 1 © Paginas 84-93 ¢ 2012

8330 nt secuenciados que oscilé entre 78 y 94%, siendo
los més distantes los aislamientos representando PVS®
y la méxima identidad (94%) la presentada con el aisla-
miento BB-AND de PVSA. El arbol filogenético realizado
con base en dichas secuencias, ubicd al aislamiento RL5
con BB-AND en un clado soportado por 100% de valor
de bootstrap, y distantemente relacionado del otro ais-
lamiento bajo anélisis de esta raza (Vltava), asi como tam-
bién de los aislamientos representando PVS® (Figura 2).
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Figura 2. Arbol filogenético generado a partir del alineamiento de
cinco genomas de referencia de PVS con respecto a la cepa RL5 ob-
tenida en una planta de Solanum phureja var Criolla Colombia, en el
municipio de La Unién (Antioquia, Colombia). Los nimeros sobre las
ramas corresponden a los valores de bootstrap.

Los ORFS secuenciados presentaron las siguien-
tes posiciones en la porcién secuenciada del geno-
ma de RL5: ORF1 - Replicasa (1-5694), ORF2 — TGB1
(5684-6412), ORF3 -TGB2 (6393-6716), ORF4 — TGB3
(6683-6880), ORF5 - Capside (6925-7806) y ORF6 - 11K
(7806-8087). El anélisis individual para cada ORF de-
termind que el aislamiento RL5 de PVS* de Colombia
compartié con la cepa BB-AND de Brasil niveles de
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identidad de nt y aminoécidos (aa) superiores a 94%
y 95.4%, respectivamente, para todos los ORF; siendo
el ORF3 que codifica para la proteina de movimiento
tgbp2, el més similar (97.5% nt y 100% aa), mientras
que el ORF1, que presenta motivos de Helicasa, RARP
y Metiltransferasa, fue la regién con menor identidad
entre ambas cepas (94.1% en nty 95.4% en aa). Con
respecto al otro aislamiento de PVS* (Vltava), fueron
evidentes los bajos niveles de identidad que éste pre-
sentd con respecto a la cepa RL5, con valores como
77.7% (82% para aa) para el ORF1. Sin embargo, el
ORF5 que codifica para la capside viral, presenté al-
tos valores entre ambas cepas (91.7% para nty 98.3%
para aa) (Tabla 1). Estos resultados permiten asociar
inequivocamente al aislamiento RL15 con el nuevo li-
naje suramericano de PVSA, recientemente reportado
por Duarte et al. (2012) y confirman la observacién de
dichos autores, en el sentido que el ORF1 del geno-
ma de PVS es la regidon maés variable de este virus a
nivel de nty no aquellas ubicadas en el extremo 3" (CP
y 11K), tal como se desprendia del analisis realizado
por Lin et al. (2009), a partir de genomas de cepas de
PVS® obtenidos en genotipos de papa con resistencia
al tizén tardio (Phytophthora infestans) en EEUU.

Con respecto a las comparaciones realizadas entre
el aislamiento RL5 y aquellos de PVS®, se encontraron

Tabla 1. Porcentajes de identidad de nucleétidos (nt) y aminoacidos (aa) entre el genoma de la cepa de PVS RL5 obtenida en Solanum phureja var.
Criolla Colombia y otros aislamientos de PVS de diferentes razas y origenes geograficos.

ORF1+ ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORFé6

nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa

BB-AND*  94.1 954 962 979 975 100 970 955 955 983 958 968

Cepa

WaDef** 77.3 845 863 946 838 954 826 848 807 929 800 777

Leona**  77.3  83.1 861 942 838 944 816 864 796 929 814 808

Vitava* 777 820 895 979 899 100 871 955 917 983 881 968

Id4106**  77.5 846 865 938 849  96.1 82.7  86.1 82.1 935 811 79.8

* Aislamientos de PVSA; ** Aislamientos de PVS©. + El ORF1 fue secuenciado parcialmente (5694 nt de 5928 nt).
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niveles moderados de identidad a nivel de aa (84.8 a
96.1%) en los ORF codificando para el tgb (2, 3y 4) y
muy inferiores a nivel del ORF1 (77.3-77.5 para nt y
83.1-84.6% para aa) y del ORFé (80-81.1% para nt y
77.7-80.8 para aa) (Tabla 1).

Por otra parte, con el fin de evaluar la ubicacién
del aislamiento RL5 en el contexto de los andlisis rea-
lizados por Cox y Jones (2010) y Gil et al. (2012) con
base en secuencias del gen CP de aislamientos de
PVS de diferentes paises del mundo y de Colombia,
respectivamente, se realizd un anélisis filogenético,
que indicd que dicha cepa hace parte del clado Ill de
PVSA, agrupandose nuevamente con el aislamiento
BB-AND (Figura 3). Este resultado soporta la utilidad
del anélisis de las secuencias de CP para inferir filoge-
nias en la especie PVS, cuando no es posible contar

Finalmente, ante las diferencias encontradas en
los niveles de identidad presentes a lo largo de los
seis ORF del genoma del aislamiento RL5 con respec-
to a las otras cepas de PVS secuenciadas, se realizé un
anélisis de recombinacién. Sin embargo, con excep-
cion de la cepa Vltava, no se detectd ningln evento
recombinatorio en los genomas de dichos aislamien-
tos, incluyendo el de RL5 (Figura 4). Un resultado
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con la totalidad del genoma (Cox y Jones, 2010,
Salari et al. 2011). Sin embargo, el alto nivel de va-
riacion encontrado a nivel de nt en este gen (82.1 a
95.5%) también conduce a plantear la necesidad de
realizar anélisis bioinformaticos que incorporen las
nuevas secuencias obtenidas para PVSA, de mane-
ra que sea posible ubicar regiones conservadas que
permitan una amplificacién mas eficiente de CP en
los estudios de variabilidad genética de este virus.
En este sentido, Gil et al. (2012) reportaron la impo-
sibilidad de amplificar la totalidad del gen CP en su
estudio de variacion de PVS en Colombia, razén por
la cual debieron combinar dos cebadores (PVSCPF y
PVSR) registrados en estudios independientes (Nie y
Singh 2001; Ali et al. 2008) para obtener 629 nt de los
~885 nt que hacen parte de este gen.

Figura 3. Filograma generado a
partir del alineamiento de secuen-
cias del gen de la capside viral del
aislamiento RL5 de PVS de Co-
lombia y otros de referencia pro-
cedentes de diferentes paises del
mundo. Las denominaciones de
los clados para la raza PVS® corres-
ponden a aquellas referidas por
Cox y Jones (2010), mientras que
para la raza PVS* se utilizé la no-
menclatura de Gil et al. (2012). Los
nimeros sobre las ramas corres-
ponden a los valores de bootstrap.

similar habia sido reportado por Duarte et al. (2012),
quienes al encontrar un alto nivel de variacion entre
las secuencias del aislamiento BB-AND de Brasil con
secuencias disponibles en GenBank, descartaron la
recombinacién como principal fuente de variacion en
dicha cepa; aunque si detectaron la naturaleza recom-
binante de una importante porcién del genoma del
aislamiento Vltava de PVS* de Republica Checa.
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Figura 4. Andlisis de recombinacién utilizando el método Bootscan
(Martin et al. 2005), para la cepa RL5 de PVS de Colombia y otras de
diferentes origenes geogréficos, cuyos genomas se encuentran depo-
sitados en GenBank.

Este trabajo representa el primer estudio en el que
se obtiene cerca de la totalidad del genoma de una
cepa viral afectando el cultivo de papa de Colombia.
Para esto se utilizd una estrategia novedosa, como lo
es la aplicacién de la tecnologia GS FLX 454 Life Scien-
ces para evaluar el viroma de una planta de S. phureja
var. Criolla Colombia naturalmente infectada. Los resul-
tados permitieron identificar a la cepa RL5, como per-
teneciente a un nuevo linaje de PVS* recientemente
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reportado en cultivos de papa de Brasil (Duarte et
al. 2012). De esta forma se amplia el rango de cono-
cimiento que se tiene en Suramérica de este virus y
se plantean diferentes retos, incluyendo el disefio de
pruebas de diagndstico ajustadas a las caracteristicas
gendmicas propias de las cepas de PVS afectando los
cultivos de papa de Colombia, asi como la necesidad
de realizar evaluaciones bioldgicas del virus que in-
cluyan su rango de hospedantes, eficiencia de trans-
misién por afidos, propagacion via tubérculo-semilla y
sus efectos agronémicos: reduccion en el rendimiento,
sintomatologia en las principales variedades de papay
posibles sinergismos con otros virus.
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