UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Detecci -n molecul ar
virus en materi al de
Solanum tup®rophmre)|]

Andrea Stefania Garcia Torres

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias
Medellin, Colombia
2022






Deteccion molecular y limpieza de
virus en material de siembra de
Solanum tuberosumy S. phureja

Andrea Stefania Garcia Torres

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Magister en Ciencias - Biotecnologia

Director:
Biol., M.Sc., Ph.D. Rodrigo Alberto Hoyos Sanchez

Codirector:
Biol., Ph.D. Pablo Andrés Gutiérrez Sanchez

Linea de Investigacion:
Fitopatologia
Grupo de Investigacion:

Biotecnologia Microbiana, Biotecnologia Vegetal

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias
Medellin, Colombia
2022



Dedicatoria

A mis padres Edelmira y Joel
y mi hermano Alexander
por Su amor y apoyo

incondicional.



Declaracién de obra original

Yo declaro lo siguiente:

He leido el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional.
«Reglamento sobre propiedad intelectual» y la Normatividad Nacional relacionada al
respeto de los derechos de autor. Esta disertacion representa mi trabajo original, excepto
donde he reconocido las ideas, las palabras, o materiales de otros autores.

Cuando se han presentado ideas o palabras de otros autores en esta disertacion, he
realizado su respectivo reconocimiento aplicando correctamente los esquemas de citas 'y
referencias bibliogréaficas en el estilo requerido.

He obtenido el permiso del autor o editor para incluir cualquier material con derechos de
autor (por ejemplo, tablas, figuras, instrumentos de encuesta o grandes porciones de
texto).

Por ultimo, he sometido esta disertacion a la herramienta de integridad académica, definida
por la universidad.

Aode B Lo j

Andrea Stefania Garcia Torres

Fecha 25/11/2021



Agradecimientos

Agradezco a los profesores Rodrigo Hoyos, Pablo Gutiérrez, Mauricio Marin y Yuliana
Gallo por sus ensefianzas, consejos y por su total entrega y acompafiamiento en sus
labores como docentes.

A mi familia por ayudarme y motivarme durante este proceso de aprendizaje. A Anny
Martinez, Susana Giraldo, Moénica Higuita y todos los integrantes de los grupos de
investigacion Biotecnologia microbiana y Biotecnologia vegetal. A los técnicos de

Fedepapa por su apoyo con la coleccion de las muestras vegetales.

Al Profesor Juan Gonzalo Morales y sus estudiantes por permitirme usar las instalaciones
del laboratorio de Fitotecnia Tropical para culminar esta investigacion. También agradezco

al profesor Guillermo Correa Londofio por sus asesorias y ensefianzas.
Por dltimo, a la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin.

Esta tesis fue financiada por el Fondo de Ciencia, Tecnologia e Innovacion del Sistema
General de Regalias del Departamento de Antioquia (Colombia) (Convenio No.
46000076581 779), a través del Proyecto: "Desarrollo de una plataforma molecular y
bioinformatica para el diagnéstico de virus en cultivos y material de siembra de papa
(Solanum tuberosum y S. phureja) en Antioquia” (Codigo: 1101-805-62787), ejecutado por
la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin, Universidad CES y Fedepapa. El
proyecto fue supervisado por la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural de Antioquia
y por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de Colombia. Las muestras
vegetales fueron colectadas bajo el Permiso marco de la Universidad Nacional de
Colombia y el permiso RGE152-27 del Ministerio del Medio Ambiente y Desarrollo
Sostenible (Resolucion 0208, 9/03/2020).



Nota al lector

Atendiendo la normatividad para la presentacion de tesis del posgrado en Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin, los capitulos experimentales se
presentan directamente comoarticulos cientificos preparados o sometidos a evaluacion en
revistas cientificas reconocidas por Minciencias; por lo tanto, estos tienen el formato propio
de la respectiva revista.



Resumen y Abstract VIl

Re s umen

En Colombia, el cultivo de papa (Solanum tuberosum y S. phureja) es uno de los renglones
agricolas mas importantes para la zona Andina. Con el fin de aportar nuevos elementos al
conocimiento de la situacion virolégica de la papa en el pais, y especialmente en Antioquia,
en este proyecto se utlizaron diversas técnicas moleculares (RT-PCR, gPCR,
secuenciaciéon Sanger y HTS) para el diagnéstico, identificacion, y caracterizacion
gendmica de los virus presentes en el material de siembra certificadoy no certificado de
los cultivares Diacol Capiro y Criolla Colombia, comercializados en Antioquia y en menor
proporcion en la sabana Cundiboyacense. Los resultados indicaron la presencia de los
virus de RNA: virus Y de la papa (Potato virus Y - PVY), virus S de la papa (Potato virus S
- PVS), virus X de la papa (Potato virus X - PVX), virus del amarillamiento de las venas de
la papa (Potato yellow vein virus - PYVV), virus del enrollamiento de la hoja de papa (Potato
leafroll virus - PLRV), virus mop-top de la papa (Potato mop-top virus - PMTV), virus V de
la papa (Potato virus V- PVV) y virus B de la papa (Potato virus B - PVB), en ambos
cultivares de papay en ambos tipos de material de siembra. En las evaluaciones directas
sobre tubérculos obtenidos en la sabana Cundiboyacense, se detectaron siete (PVY, PVX,
PVS, PLRV, PYVV, PMTV y PVB) de los ocho virus en material de siembra certificado de
cv. Diacol Capiro, mientras que, en los tubérculos no certificados, se encontraron seis de
los virus (PVY, PVX, PVS, PYVV, PLRV y PMTV). Para el caso de Antioquia, las
evaluaciones se dividieron en las zonas del oriente y norte del departamento. En el oriente,
se detectaron los ocho virus en ambos cultivares; en cuanto al norte, se encontraron siete
de los virus (PVY, PVS, PVX, PLRV, PYVV, PMTVy PVB) en el cv. Diacol Capiro. Para el
material del cv. Criolla Colombia, no fue posible obtener material certificado en la zona del
norte, pero si se detectaron los ocho virus en los tubérculos no certificados. Utilizando la
secuenciaciéon masiva de alto rendimiento, se aument6 el nimero de secuencias
disponibles de genomas de los virus PVY, PVV, PVX, PVS, PMTV y PVB, ademas se
realiz6 el primer reporte de una secuencia de PVV infectando el cv. Diacol Capiro en
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Colombia y el primer registro del virus D de la necrosis del tabaco (Tobacco necrosis virus
D - TNV-D) en el pais. Adicionalmente, se realizd un ensayo piloto sobre la distribucion
viral en brotes de diferentes tubérculos pertenecientes a un mismo lote de semilla,
encontrandose que para alcanzar una precision del 90% en la deteccion viral, es necesario
evaluar de manera independiente al menos tres tubérculos por lote y de dos a tres brotes
por tubérculo. Por ultimo, se evalud el efecto de terapias in vitro para la eliminacion viral
en plantulas ambos cultivares, evidenciandose una reduccién en la proporcion de infeccion
en vitroplantas sometidas a quimioterapia por 45 dias con respeto a los tratamientos
control, de los virus PVY, PVS, PVX, PLRV y PYVV en todas las dosis de ribavirina (50,
75y 100 ppm); asimismo en las evaluaciones de termoterapia se registraron disminuciones
en los virus PVY, PYVVy PMTV en las plantulas sometidas a 35°C, PVV, PVS, PYVV,
PMTVyPVX en 36°C, PVS, PVX, PMTVy PYVVen 37°C,y PVS y PLRV en vitroplantas
a 38°C por dos semanas. Se espera que los resultados obtenidos en esta tesis se
constituyan en un aporte importante para el apoyo de los programas de manejo integrado
de las enfermedades virales en papa.

Palabras clave: certificacion de semilla; qPCR; secuenciacion de alto rendimiento;

Solanaceae; virologia vegetal
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tuberosumy S. phureja

Abstract

Molecular detection and characterization of viruses and
development of in vitro virus removal methods in Solanum

tuberosum and S. phureja

In Colombia, potato (Solanum tuberosum y S. phureja) is one of the most important staple
food crops in the Andean region. This work was designed to update our current knowledge
of the potato virome in Colombia using a wide range of molecular tools (RT-PCR, qPCR,
Sanger and HTS) for the diagnostics, identification and genomic characterization of the
viruses present in certified and uncertified planting material used by potato farmersin the
province of Antioquia, and some regions of Cundinamarca and Boyaca. The results
presented here, reveal a high prevalence of the RNA viruses Potato virus Y (PVY), Potato
virus S (PVS), Potato virus X (PVX), Potato yellow vein virus (PYVV), Potato leafroll virus
(PLRV), Potato mop-top virus (PMTV), Potato virus V (PVV) and Potato virus B (PVB) in
planting material from both cultivars. Direct testing on seed-tubers produced in the
highlands of Boyac& and Cundinamarca revealed widespread infection with PVY, PVX,
PVS, PLRV, PYVV, PMTV, and PVB in certified cv. Diacol Capiro seeds, and PVY, PVX,
PVS, PYVV, PLRV, and PMTV, in uncertified ones. In eastern Antioguia, this investigation
detected all eight viruses infecting both cultivars. As for northern Antioquia, seven viruses
(PVY, PVS, PVX, PLRV, PYVV, PMTVy PVB) were found in cv. Diacol Capiro. All eight
viruses under study were identified in uncertified Criolla Colombia seeds, unfortunately,
certified seeds for this cultivar were not available in northern Antioquia at the time of study.

HTS allowed either the partial or complete genome characterization of new PVY, PVV,
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PVX, PVS, PMTV and PVB isolates, in addition to the first PVV isolate infecting S.
tuberosum in Colombia, and the first report for Tobacco necrosis virus D - TNV-D. A pilot
study on the distribution of viruses across sprouts within the same tuber was performed
revealing that to achieve 90% accuracy it is necessary to test a minimum of two or three
sprouts from three different tubers per lot. Finally, this work also tested the effect of
chemotherapy with ribavirin at 50, 75, and 100 ppm for 45 days; and thermotherapy at 35,
36, 37 and 38°C for 15 days, in reducing the proportion of vitroplants infected with PVY,
PVV, PVS, PVX, PYVV, PLRV and PMTV in potato cultivars Diacol Capiro and Criolla
Colombia. Chemotherapy proved to be effective in reducing the proportion of PVY, PVS,
PVX, PLRV y PYVV at all ribavirin concentrations (50, 75 and 100 ppm). Additionally,
thermotherapy reduced the proportion of vitroplants infected with PVY, PYVV and PMTV
at 35°C, PVV, PVS, PYVV, PMTV and PVX at 36°C, PVS, PVX, PMTV and PYVV at 37°C,
and PVS and PLRV at 38°C. These results are expected to be an important contribution in
support of viral disease management programs of potato in Colombia.

Keywords: high-throughput sequencing; plant virology; gPCR; seed certification,

Solanaceae
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Debido a sus propiedades nutricionales y adaptabilidad a diferentes ambientes, la papa se
ha posicionado como uno de los cinco cultivos mas importantes del mundo (Parra, 2009;
Kreuze et al., 2020), siendo notable el incremento reciente de su produccién y consumo
en paises de Africa, América Latina y Asia, ya que, hasta hace poco, su produccion se

concentraba principalmente en América del Norte y Europa (FAO, 2008a, 2020).

Entre los principales factores que afectan el cultivo de papa en el mundo, se encuentran
las enfermedades causadas por hongos, oomycetes, bacterias, nematodos y virus. Estas
dltimas se manifiestan por diversos sintomas, incluyendo: malformaciones del tejido foliar,
mosaicos, moteados, amarillamientos, manchas anulares, lesiones marrones locales,
enanismos, necrosis de nervaduras, y finalmente disminucion de los rendimientos y calidad
de los tubérculos (Stevens, 1983; Castro y Contreras, 2011; Kreuze et al., 2020).
Adicionalmente, es bien conocido el fendbmeno de degeneracion del tubérculo-semilla de
papa comoresultado de su infeccion viral, bacterial y por la presencia de larvas de insectos
del tipo polillas (Lepidoptera, Gelechiidae), lo que se puede evitar con procesos estrictos
de certificacibn de semilla (Halterman et al., 2012; Forbes et al, 2020).
Desafortunadamente, la disponibilidad de semilla certificada de papa en Colombia se
estima en solo 4% del material de siembra cultivado en el pais (FNFP y Fedepapa, 2020)
y su calidad fitosanitaria presenta problemas, especialmente con respecto a su sanidad
viral (Sierra et al., 2020; 2021; Gallo et al.,, 2021). Asi mismo, como resultado del
calentamiento global, en las regiones altoandinas de Suramérica se viene presentando un
aumento desbordado de las poblaciones de insectos vectores de virus de plantas, lo que
implica que en las zonas antes reservadas para la produccion se semilla de papa, se
presenta con mas frecuencia transmision horizontal de virus (Thomas-Sharma et al., 2016;
Filiz, 2020; Jones, 2021). Esta situacion en su conjunto, sumada al aumento del comercio
internacional de plantas, tubérculos, frutos, y otros productos agricolas, ha conducido a la
aparicion de fendmenos de emergencia y re-emergencia de virus en zonas geograficas en

donde antes dichos patdgenos no representaban riesgos econdémicos notables (Jones,
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2021). Es por lo anterior, que la implementacion de programas de manejo integrado de
enfermedades, que se apoyen en el uso de sistemas de deteccion de virus altamente
sensibles, eficientes y especificos bajo condiciones asintométicas y en material de
siembra, resultan fundamentales para mantener la competitividad de la agroindustria de la

papa en los paises productores.

En los dltimos afios, Colombia ha presentado un aumento del 8% en la produccién de papa
(MADR, 2018), con unas 100 mil familias dedicadas a este cultivo (Fedepapa, 2019). Para
2019, el consumo interno de este producto fue de 2.701.062 t (MADR, 2020),
confirmandose asi la importancia de la papa en el ambito socioeconémico colombiano. A
pesar de esto, el cultivo de la papa en el pais presenta muchos desafios técnicos de orden
agronémico, ambiental, comercial y fitosanitario, siendo las enfermedades de origen viral,
uno de los aspectos menos estudiados. Asi, por ejemplo, en Colombia, existen grandes
deficiencias en las metodologias de deteccion de virus utilizadas en los procesos de
certificacion del material de tubérculos-semilla, ya que éstas se basan principalmente en
la inspeccion visual de sintomas en campo y/o eventualmente en el uso de pruebas de
baja sensibilidad como ELISA (Enzyme Linked inmunosorcion Assay). Segun la
Resolucion 3168 de 2015 del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), los niveles de
infeccién permitidos para los virus PLRV, PVY, PVX 'y PVS en tubérculo-semilla de papa
certificados son del 5%, mientras que para PYVV se tolera 1% (ICA, 2015). Hasta el
momento, el uso de técnicas méas sensibles como PCR (Polymerase chain reaction) y
gPCR (quantitative PCR) no esta regulada por dicha normatividad colombiana, aunque si
se utiliza como base para la certificacion de semilla en paises como Reino Unido, Suiza,
Israel y Holanda (NAK, 2015; Avrahami-Moyal et al., 2017; FERA, 2017; Schumpp et al.,
2021). Por otra parte, con el establecimiento de cultivos vegetales in vitro es posible llevar
a cabo tratamientos para la eliminacion o disminucion de carga viral, mediante el uso de
agentes antivirales (quimioterapia), el cultivo bajo condiciones de altas temperaturas
(termoterapia), el aislamiento de meristemos o la ultracongelacion de explantes

(crioterapia) (Panattoni et al., 2013; Alcantara et al., 2017).

En este sentido, la biotecnologia vegetal ofrece diferentes herramientas metodologicas y
experimentales Utiles para mejorar los procesos de deteccién, caracterizacion y limpieza
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de virus en material de siembra, que puedan facilitar los procesos de obtencion de
tubérculos-semilla certificados con un alto grado de pureza varietal y de calidad
fitosanitaria, y de esta forma apoyar técnicamente la cadena productora de la papa en

Colombia.

La presente tesis de investigacion tuvo como objetivo principal la implementacion de
metodologias de diagnostico molecular como RT-PCR convencional y en tiempo real,
secuenciacion Sanger, secuenciacion de alto rendimiento (High-throughput sequencing,
HTS) y el empleo de herramientas bioinforméticas, para la deteccién y caracterizacion
gendmica de virus en material de siembra de Solanum tuberosum cv. Diacol Capiro y S.
phureja cv. Criolla Colombia, provenientes de la sabana Cundiboyacense y de las
subregiones del norte y oriente de Antioquia. Adicionalmente, se evalud el efecto de
diferentes técnicas de limpieza de virus aplicadas a cultivos in vitro de plantulas de papa,
con el fin de determinar alternativas practicas para la disminucién de la proporcién viral en
los bancos de plantas madre utilizados en la generacion de materiales Super Elite, bajo el

esquema de certificacion de tubérculos-semilla de papa en Colombia.



Obj eti vos

Objetivo general

Detectar y caracterizar virus de RNA en material de siembra de papa certificada y no
certificada de los cultivares Diacol Capiro y Criolla Colombia y su limpieza viral mediante

cultivo in vitro.

Objetivos especificos

Caracterizar el genoma de virus en material de siembra de Solanum tuberosum cv. Diacol
Capiro y S. phureja cv. Criolla Colombia comercializado en el departamento de Antioquia

y en la sabana Cundiboyacense.

Realizar pruebas de diagndstico molecular para la evaluacion de prevalencia de virus de
RNA en material de papa certificada y no certificada de Solanum tuberosum cv. Diacol

Capiroy S. phureja cv. Criolla Colombia.

Establecer cultivos in vitro de Solanum tuberosum cv. Diacol Capiroy S. phureja cv. Criolla

Colombia.

Estandarizar metodologias de limpieza de virus en cultivo in vitro de Solanum tuberosum

cv. Diacol Capiro y S. phureja cv. Criolla Colombia utilizando quimioterapia y termoterapia.
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En Colombia, el cultivo de papa (S. tuberosum y S. phureja) se extiende a cercade 160
mil hectareas, ubicadas principalmente en los departamentos de Cundinamarca, Boyaca,
Narifio y Antioquia. Una de las principales limitantes en la produccién de este cultivo son
las enfermedades virales, al ocasionar reducciones significativas en los rendimientos y
calidad de los tubérculos (FNFP y Fedepapa, 2019a). Estudios previos han identificado en
los cultivos de papa del pais alos virus: PLRV, PVV, PVY, PVX, PVS PYVVy PMTV; los
cuales presentan altos niveles de prevalencia, amplia distribucién geograficay causan una
importante disminucion en los rendimientos de los cultivos; sin embargo, en el mundo se
han registrado en este hospedante mas de 50 especies de virus y multiples variantes
intraespecfficas, por lo que se puede inferir que el conocimiento del viromade la papa en
Colombia es aun incipiente. Para el manejo integrado de virus es fundamental la
implementacién de préacticas preventivas como el control de vectores, mejoramiento de
précticas culturales, uso de material de siembra certificadoy la utilizacion de métodos de

deteccion sensibles, rapidos y especificos.

Se estima que solamente el 4% del material de siembra de papa utilizado en Colombia es
certificado (FNFP y Fedepapa, 2020); aunque su sanidad viral es deficiente, debido a que
el proceso de certificacion esta basado en la evaluacion visual de sintomas en campo, y
en algunos casos la utilizacién de pruebas serolégicas como ELISA. Estos métodos son
menos sensibles que las pruebas basadas en la deteccién de acidos nucleicos, y excluyen
ademas la identificacion de virus de circulacion local no reportados previamente en el pais.
Teniendo en cuenta lo anterior, es necesario implementar metodologias moleculares de
alta sensibilidad como la secuenciacion de alto rendimiento (HTS, high-throughput
sequencing), gPCR y RT-PCR que apoyen los programas de certificacion de semilla,
ademas de la optimizacion de metodologias de cultivo in vitro, como termoterapia y

guimioterapia, que permitan la generacion de material de siembra de papa libre de virus.
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El cultivo de la papa

La papa es una planta herbacea anual perteneciente a la familia Solanaceae con alrededor
de 107 especies silvestres (Solanum seccion Petota) y cuatro especies cultivadas
(Solanum tuberosum - incluyendo el Grupo Phureja, S. xjuzepczukii, S. xajanhuiri, y S.
xcurtilobum) (Spooner et al., 2014; Ellis et al., 2020). Esta planta es originaria de la
cordillera de los Andes en Sudamérica donde fue domesticada hace aproximadamente
7.000 afios en la altiplanicie andina perteneciente a Peray Bolivia (Hawkes, 1990; Franco-
Lara et al., 2009). La papa fue introducida a Europa en el siglo XVI a través de Espafia, y
yaen el siglo XVII habia sido distribuida a paises como Reino Unido, Holanda, Alemaniay
Rusia, donde se adaptd sin ningun problema (Stevenson et al., 2001). En la actualidad la
papa se considera como uno de los cinco cultivos méas importantes a nivel mundial, debido
a que su tubérculo posee grandes propiedades nutritivas (Parra, 2009; Campos y Ortiz,
2020), al ser una buena fuente de carbohidratos, fibra, antioxidantes, proteinas, vitaminas
y minerales (Burlingame et al., 2009), convirtiéendose en los ultimos afos, en uno de los
productos basicos de la alimentacion humana en paises con gran niumero de habitantes,

en especial en Sudamérica, Africay Asia (FAO, 2008a, 2020; Camposy Ortiz, 2020).

Caracteristicas generales del cultivo de papa

El cultivo de la papa presenta un desarrollo 6ptimo en climas templados, sin embargo,
puede establecerse en regiones subtropicales y tropicales (FAO, 2008b), en altitudes que
van desde el nivel del mar hasta los 4.700 m.s.n.m, por lo que es posible su siembra desde
el sur de Chile hasta Groenlandia, gracias a que las diferentes cultivares de esta planta
poseen capacidades de adaptacion y resistencia natural a diversas condiciones climaticas,
enfermedades y plagas (Birch et al., 2012; CIP, 2015b). Estos cultivares pueden diferir en
sus caracteristicas botanicas, como el color de las hojas o la profundidad de las yemas en
los tubérculos, hasta los periodos de dormancia, extension del ciclo del cultivo y en los
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reguerimientos agronémicos para su siembra, permitiendo su cultivo en lugares con

distintas condiciones geogréaficas (Benavides y Pozo, 2008; Camposy Ortiz, 2020).

Dos de estos cultivares son de gran importancia econémica para Colombia: cv. Diacol
Capiro (Solanum tuberosum subsp. Andigena) y cv. Criolla Colombia (S. tuberosum Grupo
Phureja, también conocido como S. phureja) (Nustez, 2011; Gomez et al., 2012). En el
caso del cultivo de papa Diacol Capiro, la altitud ideal para su produccion esta entre 1.800
y 3.200 m.s.n.m, con condiciones éptimas de tuberizacion bajo temperaturas de 15 a 20°C,
precipitaciones anuales minimas de 600 mm, suelos arenosos con buen drenaje y pH entre
5,5y 7,0 (Casaca et al., 2005; Nustez, 2011). Por otro lado, los cultivos de papa Criolla se
establecen en altitudes 6ptimas de 2.200 a 2.800 m.s.n.m, temperaturas de 10 a 20°C,
precipitaciones anuales de 900 mm, y suelos con pH entre 5,2 y 5,9, con textura suelta y
profunda (Rozo y Ramirez, 2011; Rodriguez et al., 2009). La especificidad del suelo para
cada una de las variedades permite el desarrollo de los estolones, evitando la acumulacion

de humedad en la parte subterranea de la planta.

En el cultivo de papa se diferencian los siguientes estados de crecimiento al momento de
realizar la siembra de la semilla asexual (tubérculo-semilla) (Figura 1): I, crecimiento del
brote; Il, Crecimiento vegetativo; lll, Inicio de tuberizacion; IV, Llenado de los tubérculos y
V, Maduracion (Huarte y Capezio, 2013). Segun la duracion del ciclo del cultivo, las
variedades pueden ser clasificadas en tempranas, intermedias y tardias (Benavides y
Pozo, 2008).

Durante el inicio de la tuberizacion (Estado 1ll), se induce un periodo de dormancia en el
gue no hay crecimiento visible de los brotes, terminando progresivamente luego de la
cosecha y el almacenamiento; este periodo es considerado una estrategia que beneficia
la supervivencia del tubérculo-semilla en condiciones de estrés ambiental, siendo un factor
determinante al momento de la comercializacién y el procesamiento de la papa (Rodriguez
y Moreno, 2010). Para el cultivar Diacol Capiro, la dormancia tiene una duracion de 40 a
50 dias (Oblitas, 2019), mientras que en la papa criolla este periodo usualmente es de sélo
1-2 semanas, limitandose su uso como semilla debido a su rapida perecibilidad (Duarte-
Delgado et al., 2015).
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Luego de la dormancia, el desarrollo del tubérculo contintia con un estado de dominancia
apical, al que le sigue un periodo de brotacion multiple y finaliza, al alcanzar un estado de
senectud (madurez fisioldgica); siendo la brotacion multiple, el momento ideal del tubérculo
para su siembra, ya que posee un mayor potencial para la produccion de tallos (Orenay
Santos, 2012).

Figura1l: Estados de crecimiento del cultivo de papa, los cuales comienzan con el inicio
de brotacion del tubérculo luego de romper su dormancia (l), posteriormente se genera el
desarrollo de raices, tallos, hojas y estolones (Il), dando paso al inicio de tuberizacion (ll1),
al acumularse carbohidratos de reserva y generandose el llenado del tubérculo (1V); por
ualtimo, ocurre la maduracién, comenzando con un amarillamiento del follaje (V).

I I1 I11 IV \V
s

Plantula  Desarollo Crecimi Tuberculizacién y Produccié Madurez fisiologica

Fuente: Modificado de SQM, (2006).

Caracteristicas botanicas del cultivo de papa

La papa es una planta herbacea anual, dicotiledonea, perenne (Stevenson et al., 2001),
autégama, con un sistema aéreo y otro subterraneo de naturaleza rizomatica, del cual
surgen estolones, que, al cesar su desarrollo, generan tubérculos (Andrade, 2017).

Figura 2: Caracteristicas morfoldgicas de las plantas de papa y de los cultivares
Diacol Capiro y Criolla Colombia. A. Planta completa de papa. B. Inflorescencias
ramificadas de color morado con blanco de S. tuberosum. C. Inflorescencias de color lila con
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tonalidades rojizas de S. phureja. D. Hoja compuesta lanceolada de S. tuberosum. E. Hoja
compuesta lanceolada de S. phureja. F. Tubérculo-semilla redondeado de S. tuberosum. G.
Tubérculo-semilla ovoide de S. phureja.

Inflorescencias

Hoja Compuesta

Ojo o yema
lateral

Parénquima
vascular de reserva

Tejido medular 5’5(016"

Yema apical wep
Plelo Berldermo

Fuente: Modificado de CIP, (2015a).

Los tallos son erectos, gruesos o débiles, usualmente verdes, pubescentes (Salazar, 1995)
con presencia de tricomasy se originan en layemadel tubérculo; las hojas son compuestas
imparipinnadas, con foliolos primarios, secundarios e intercalares de formas lanceolada, y

una nerviacion reticulada (Zufiga et al., 2017).

Las flores son inflorescencias cimosas ramificadas, las cuales se ubican en la extremidad
del tallo y estan sujetadas por un escapo floral (Zufiiga et al., 2017). Los pétalos son
subrotados a rotado-estrellados, con ovario bilobular y 6vulos numerosos, estilo delgado y
estigma capitado (Salazar, 1995), presentan diferentes colores en la corola, como blanca,
rosado, purpura, amarillo palido o morado, con anteras amarillas o anaranjadas (Figura 2).
El fruto es una baya globosa verde, amarillo o café, que al madurar toma un color violeta
(Stevenson et al., 2001).
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Las raices son ramificadas, finas, largas y fibrosas, mientras que en los tallos subterraneos
(estol6n) se generan las raices adventicias, estas se engrosan formando los tubérculos,
en los cuales se almacena las reservas de almiddn, y es considerado como semilla asexual
de la papa (Zufiga et al., 2017). Los tubérculos pueden tomar distintos colores, como son
blanco, amarillo, rosado, morado, azul o bicolores en formas redondeados o alargada.
Sobre | a superficie hay hundi mientos ||
vegetativas que generan los tallos; los tubérculos también poseen unos orificios de

intercambio gaseoso, denominados lenticelas (Adams, 1975).

La papa cv. Diacol Capiro es una especie tetraploide (2n=4x=48), su tubérculo tiene una
formaredondeada, con un color de piel (periderma) morado, mientras que su pulpa es de
color crema (Benavides y Pozo, 2008; Juyd et al., 2011). Procede de un cruce desarrollado
por el Instituto Colombiano Agropecuario en 1968, de Tuquerrefia (CCC 61) x 1967 (C) (9)
(ccc 751) (Nustez, 2011). Por su parte, el cultivar Criolla Colombia es una especie diploide
(2n=2x=24), cuyo tubérculo posee forma redonda a ovoide de color amarillo y algunos
presentan tintes rojos (Escallon et al., 2005; Rodriguez et al., 2009); algunas de las

diferencias entre estos dos cultivares de papa se pueden observan en la Tabla 1.

Tabla 1: Comparacién de algunas caracteristicas del cultivo de papa cv. Diacol

Capiro y cv. Criolla Colombia.

Caracteristicas del cultivo Papa capira Papa criolla
Altitud ideal (m.s.n.m.) 1.800 - 3.200 2.200 - 2.800
Temperatura optima (°C) 15 - 20 10 - 20
Precipitaciones (mm) 600 900
Suelos Arenosos con drenaje Texturas sueltas y profunda
pH 55-7,0 52-59
Dormancia del tubérculo (dias) 40 - 50 11
Forma del tubérculo Redonda Redonda a ovoide
Color de la piel del tubérculo Morado Amarillo
Color de la pulpa del tubérculo Crema Amarillo
Color inflorescencias Morado con blanco Lila-rojizas

amados
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Cultivo de papa en Colombia e importancia econdémica

En Colombia se han reportado cerca de 250 cultivares de papa, sin embargo, las mas
utilizadas son las denominadas Parda Pastusa, Pastusa Suprema, Diacol Capiro y
Superior pertenecientes a S. tuberosum subsp. Andigena, ademas de la variedad Criolla
Colombia (S. phureja) (Fedepapa, 2018; Chaves et al., 2019). El cultivo de papa se localiza
en las zonas altas de las tres cordilleras en un rango altitudinal de 2.200 a 3.400 m.s.n.m,
concentrando el 90% de la produccion en los departamentos de Cundinamarca (37%),
Boyaca (27%), Narifio (20%) y Antioquia (6%) (Agronet, 2020; MADR, 2020).

Para el 2019, el area cultivada con papa fue de 162 mil ha, con rendimientos de 20,34 t/ha,
el consumo de papa en el pais alcanz6 2.701 millones de toneladas, disminuyendo en 81
mil toneladas frente a los 2.782 millones de toneladas consumidas en 2018 (FNFP y
Fedepapa, 2019a; MADR, 2020). El departamento con mayor produccion, tanto de papa
cv Diacol Capiro como Criolla Colombia, fue Cundinamarca, mientras que Antioquia ocupo
el cuarto lugar con una produccién de 175.352 t de la primeray 15.776,6 t de la segunda,

con rendimientos de 20,34 t/ha y 10,85 t/ha, respectivamente (Tabla 2)

Tabla 2: Estadisticas del cultivo de papa cv. Diacol Capiro y cv. Criolla Colombia
para el afio 2019 (Agronet, 2019).

Participacion

Area Cosechada produccion

Variedad Departamento (ha) Produccion (t) Rendimiento (t/ha) nacional (%)
Papacv.Diacol Cundinamarca 60.687,90 1.531.313,10 25,23 41,45
Capiro Boyaca 47.804,00 1.013.414,38 21,20 27,43
Narifio 31.238,90 683.841,31 21,89 18,51
Antioquia 8.619,50 175.352,00 20,34 4,75
Cauca 4.643,95 107.314,00 23,11 2,90
Norte de Santander 3.114,00 71.377,00 22,92 1,93
Santander 2.817,60 63.123,23 22,40 1,71
Tolima 2.036,00 34.375,00 16,88 0,93
Caldas 578,00 7.668,00 13,27 0,21
Valle del Cauca 364,00 6.680,00 18,35 0,18
Huila 45,00 232,00 5,16 0,01
Putumayo 15,50 99,00 6,39 0,00
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Participacion

Area Cosechada produccion

Variedad Departamento (ha)  Produccion (t) Rendimiento (t/ha) nacional (%)
Papacv. Cundinamarca 6.511,50 114.818,00 17,63 45,12
CriollaColombia Boyaca 4.013,52 61.922,28 15,43 24,34
Narifio 2,005.50 33.153,13 16,53 13,03

Antioquia 1,454.00 15.776,60 10,85 6,20

Norte de Santander 967,00 18.485,00 19,12 7,26

Cauca 335,00 6.604,00 19,71 2,60

Tolima 138,00 2.068,00 14,99 0,81

Santander 89,60 1.619,94 18,08 0,64

En cuanto a la balanza comercial nacional para el afio 2019, el cultivo de papa registré un
déficit (Tabla 3), debido a que solo se exportaron 1.393 t a Estados Unidos (41%), Curazao
(27%), Panama (11%), Espafia (5%) y Japon (4%), en comparacion con 45.222 t
importadas de Bélgica (58%), Paises Bajos (21%), Estados Unidos (9%), Francia (6%) y
México (2%). Desde el 2009, no se reporta en el pais una balanza comercial positiva de
papa (FNFP y Fedepapa, 2019b).

Tabla 3: Balanza comercial del cultivo de papa 2015-2019 (FNFP y Fedepapa, 2019b).

Afo
Categoria 2015 2016 2017 2018 2019
Importaciones 35.471 38.793 36.992 47.060 46.615
Exportaciones 787 1.041 1.779 1.182 1.393
Balanza comercial -38.684 -37.753 -35.213 -45.878 -45.222

En la actualidad, hay mercados internacionales con un gran potencial para exportacion de
tubérculos derivados cultivares de papas colombianas como la papa criolla, que han sido
bien aceptadas en Japon y Estados Unidos, presentando una demanda internacional
creciente. Sin embargo, debido a factores como el procesamiento postcosecha, el envio
del producto y la baja calidad por problemas fitosanitarios, los volimenes exportados no
son significativos, pues no superan las 1.000 t anuales, sin poder satisfacer la demanda
existente (FNFP, 2006; Rozo y Ramirez, 2011).

Los problemas fitosanitarios no solo afectan las exportaciones de papa, también causan la
reduccion de la rentabilidad del cultivoy el aumento en los costos de su produccion, siendo
una necesidad el empleo de tubérculos-semilla certificados. EI ICA (2011) recomienda el
uso de estas semillas certificadas, las cuales deben cumplir con una calidad fisiol6gica
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(edad de la semilla, historial del crecimiento, condiciones de almacenamiento, dormancia
y germinacion), fisica (tamafio, forma, heridas), de pureza genética y sanitaria (plagas y/o
patdgenos), yaque se ha demostrado que, en los cultivos de papa, el uso regular de semilla
de alta calidad conduce al aumento en los rendimientos de 70 a 100% (Thomas-Sharma
et al.,, 2016). Para la produccion de tubérculos-semilla certificados se deben generar
previamente las categorias Super Elite, Elite, Basica y Registrada (Figura 3). La semilla
Super Elite corresponde a esquejes y/o minitubérculos derivados de plantas propagadas
in vitro del material inicial, los tubérculos derivados de esta semilla son considerados como
semilla Elite, su multiplicacion genera la semilla Basica; de esta Ultima categoria, procede
la semilla Registrada, la cual a su vez es fuente de la semilla Certificada; la produccion de
estas categorias se realiza en laboratorio, casa malla o invernadero para el caso de las
semillas Super-Elite y Elite, mientras que para las categorias Basica, Registrada y
Certificada se producen en campo. Estas semillas son sometidas a inspeccion sanitaria,
verificando que no sobrepasen los niveles de tolerancia (Tabla 4) establecidos para plagas
(gusanos barrenadores, chizas, babosas, polillas, nematodos y afidos) y enfermedades
originadas por bacterias (Streptomyces scabiei, Ralstonia solanacearum y Erwinia
carotovora), hongos (Verticillium spp., Rosellinia sp., Fusarium spp., Rhizoctonia solani,
Angiosorus solani), oomycetes (Phytophthora infestans), protozoos (Spongospora
subterranea) y virus (PLRV, PVY, PVX, PVS y PYVV), regulados en Colombia por la
Resolucion 3168 de 2015 (Fedepapa, 2017).

Figura 3: Certificacion de semilla de papa. Fase 1: Produccién de semilla en laboratorio,
invernadero o casa malla de las categorias Super-Elite y Elite. A. Cultivo in vitro de papa.
B-C. Multiplicacion de semilla en casa malla. D. Minitubérculos generados a partir de
aeroponia. Fase 2: Produccion de semilla en campo de las categorias Béasica, Registrada
y Certificada. E. Minitubérculos para la multiplicacién de semilla categoria Basica. F.
Cultivo de semilla Registrada en campo.
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Fuente: A. tomada Halterman et al., (2012); B-E. tomado de Agrosavia, (2022); F. tomada
de PYMERURAL, (2013).

Tabla4. Porcentaje de tolerancia de enfermedades y plagas en material de siembra.
(ICA, 2015).

Categoriade semillas

Enfermedades /Plagas Estado Super élite Elite Basica Registrada Certificada
Virus: PLRV, PVY, PVX, PVS F* 0 0 1 2 5
Amarillamiento de venas: PYVV F 0 0 0 1 1
Gota: (Phytophthora infestans) T 0 0 10 15 15
Rhizoctoniasis Tleve 0 0 2 5 10
Rhizoctonia solani T moderado 0 0 1 3 5
Lama o arrebollado: Rosellinia sp T 0 0 0 0 0
Rofia Spongospora subterranea T 0 0 0 0 1
Sarna: Streptomyces scabies T 0 0 0 1 2
Pudricion seca: Fusarium spp y T 0 0 0 1 2

Phoma spp

Carbdn: Angiosorus solani T 0 0 0 0 0
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Categoriade semillas

Enfermedades/Plagas Estado Super élite Elite Basica Registrada Certificada
Pudriciones  blandas: Erwinia T 0 0 0 0 0,2
carotovora var. carotovora Yy

atroseptica

Dormidera: Ralstonia solanacearum FT 0 0 0 0 0

Madurez prematura: Verticiliumspp. F

Gusanos barrenadores: Neopacthus ~ T** 0 0 1 3
spp, Premnotrypes vorax, chizas y

babosas, Phthorimaea operculella,

Tecia solanivora

Polillas: Phthorimaea operculella T 0 0 0 0 0
Teciasolanivora: larvas vivas T 0 0 0 0 0
Nematodos: Globodera spp. T 0 0 0 0 0
Meloydogyne spp. T 0 0 0 0 0
Afidos T 0 0 0 0 0

F: follaje. Apreciacion en campo, con base en sintomatologia en planta. Plantas/ha maximo
T: tubérculo. Apreciacion en la cosecha, evaluado en porcentaje de tubérculos afectados
(*) Pruebas de laboratorio. La presencia del virus en ELISA cualitativa descarta el lote

(**) Evaluacion de tubérculos en la cosecha y clasificacion

Como se menciond anteriormente, el cultivo de papa es afectado por diversas plagas y
enfermedades; algunas de las plagas mas relevantes que atacan el cultivo (Figura 4) son:
la polilla guatemalteca (Tecia solanivora), la cual ataca el tubérculo tanto en campo como
en el almacenamiento, ocasionando graves pérdidas de produccion de alrededor del 50 al
100% (Villanueva y Saldamando, 2013); las babosas (Deroceras sp.) se alimentan de los
tallos y hojas de las plantas (Cobos et al., 2019); las pulguillas (Epitrix spp.) afectan el
sistema radicular, estolones y tubérculos, lo cual permite el ingreso de bacterias y hongos
a la planta (Ormefio y Rosales, 2015); los gusanos blancos (Premnotrypes vorax) en su
estado larvario se alimentan de los tubérculos y como adultos generan dafios en follaje y
tallos, causando pérdidas en Colombia de hasta un 80% en la produccién del cultivo
(Martinez y Cerdn, 2002; ICA, 2011); escarabajo de la papa (Leptinotarsa decemlineata)
se alimentan del follaje de las plantas, se estima que las pérdidas por estos insectos son
de alrededor del 15% (L6pez-Pazos y Ceron, 2010) y por ultimo, nematodos del quiste
(Globodera pallida) se alimentan de los tubérculos y raices de la papa, originando que las
plantas presenten poca resistencia a sequias, ademas de falta de vigor (Jatala, 1986).
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Figura 4. Dafos en cultivos de papa causados por plagas. A. La Polilla guatemalteca
afecta la calidad del tubérculo. B. Las babosas dafian el follaje de la planta de papa. C.
Las pulguillas deterioran el follaje. D. El gusano blanco ocasiona dafios tanto en el
tubérculo como en el follaje. E. El neméatodo del quiste reduce el sistema radical de la
planta. F. Las larvas y los adultos del escarabajo de la papa defolian las plantas, atrofiando

el crecimiento vegetal.

Fuente: A-E. modificadas de ICA, (2011); F. modificada de Ocetey Pérez, (1994).

Con relacion a las enfermedades producidas por bacterias (Figura 5), las principales son:
Marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, esta bacteria es clasificada en
[3-Proteobacteria dentro de la familia Burkholderiaceae, es transmitida por el suelo, agua
de riego y animales, y por tubérculos-semilla infectados; el sintoma mas comun es el
marchitamiento de las plantas. Se considera la segunda bacteria fitopatogena mas
importante a nivel mundial, después de Pseudomonas syringae (Mansfield et al., 2012);
Sarna comun, manchado o caratoseno es producido por la bacteria Gram positiva
Streptomyces scabies de la familia Streptomycetaceae, este microorganismo puede
causar necrosis en tallos, raices y estolones, mientras que en tubérculos se presentan
sarna y costras leves; patanegra de la papa por Pectobacterium atrosepticum (Sin: Erwinia
carotovora subsp. Atroseptica) y Pudricién blanda del tubérculo por P. carotovorum, (Sin:
E. carotovora subsp. Carotovora). Tanto la enfermedad de patanegra de la papa como la
pudriciéon blanda del tubérculo son causadas por bacterias del género Pectobacterium

miembros de las R-Proteobacterias de la familia Pectobacteriaceae, los sintomas que
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producen estas bacterias son necrosis del tallo que se origina en el tubérculo-semilla
plantado, ademas de lesiones liquidas y suaves con tejido macerado en las pudriciones
blandas (Aguirre et al., 2019; Charkowski et al., 2020)

Figura 5. Enfermedades en cultivos de papa ocasionadas por bacterias: A. Patanegra
de la papa, con pudricién de color café en el tubérculo; B. Pudricién blanda del tubérculo,
con exudacion de lixiviados en el tubérculo; C. Marchitez bacteriana afectando tejido foliar
y tubérculo, en el cual se observa oscurecimiento en el anillo vascular. D. Sarna comun,

con lesiones corchosas en tubérculos.

Fuente: Modificadas de ICA, (2011).

En cuanto a las enfermedades causadas por hongos (Figura 6), entre las mas importantes
se encuentran: el tizdn temprano ocasionado por Alternaria solani, esta enfermedad
fungica genera sintomas en tallos, hojas y tubérculos, como es necrosis en el area foliar;
el tizon temprano tiene tres fuentes principales de transmision: tubérculos-semilla
infectados, clamidosporas en el suelo y malezas (Duarte et al., 2013); y la costra negra de
la papa (Rhizoctonia solani), esta enfermedad causa lesiones cafés oscuras con presencia
de esclerocios del hongo en los tallos, estolones y tubérculos, ademés de formacién de
chancros en el tallo y tubérculos aéreos, lo anterior disminuye la calidad y rendimiento del

cultivo; se puede transmitir por tubérculo-semilla y/o por el suelo (Bains et al., 2002).

Figura 6: Enfermedades en cultivos de papacausadas por hongos. A. Tiz6n temprano

generado por A. solani. B. Presencia de pustulas en tubérculo ocasionado por R. solani.
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Fuente: Tomadas de ICA, (2011).

Adicionalmente a las enfermedades ya mencionadas, el cultivo de la papa también es
af ectado por |l a sar na po bwple-topoe ntlaa slaar ngao tpao | yv on
rofia polvosa es causada por Spongospora subterranea f.sp. subteranea del orden de los
Plasmodiophorales, este microorganismo ocasiona la formacion de agallas en la raiz
(hiperplasia de raiz) y lesiones pulverulentas en el tubérculo; ademas, S. subterranea es
un vector natural del virus PMTV (Adolf et al., 2020). Estudios realizados en Colombia han
demostrado que esta sarna disminuye en un 23% la longitud de plantas de la papa cv.
Diacol Capiro, ademas de reducir el peso seco foliar en hasta 23% y el peso de los
tubérculos en hasta 30% (Gilchrist et al., 2011); la gota, tizon tardio o afiublo de la papa
ocasionado por Phytophthora infestans de la clase de los Oomycetes, presenta sintomas
en las hojas y tallos, generando lesiones de color café oscuro con presencia de micelioy
zoosporangios del patégeno; en los tubérculos se producen lesiones irregulares oscuras
(Adolf et al., 2020); en Colombia, la gota es una enfermedad frecuente y destructiva, para
cuyo manejo se destina cerca del 8 al 12% de los costos de produccion total del cultivo
(Carrefio et al., 2007); La marchitez de la punta morada de la papa (potato purple top), es
producida por un fitoplasma (Tenericutes), que induce sintomas en hojas superiores con
tonalidades morados, enrollamiento, tubérculos aéreos y flacidos, ademas de un deterioro
temprano de la planta (Crosslin et al., 2011; ICA, 2017).

Figura7: Sintomas en cultivos de papa ocasionados por protozoosy pseudohongos
en plantas de papa. A. Papa criolla y B. Papa Diacol Capiro con mdultiples agallas
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causadas por S. subterranea. C. P. infestans afectando tejido foliar con lesion de color café

y signos del patégeno.

Fuente: Tomada de Fry (2008).

Adicionalmente, la papa es afectada en el mundo por al menos 53 especies de virus, que
disminuyen los rendimientos, la calidad comercial de los tubérculos y degeneran los
tubérculos-semilla, siendo los virus de mayor importancia econdmica global: PVY, PLRVy
PVX (Salazar, 2006; Kerlan, 2008; Kreuze et al.,2020).

Viroma

Los virus son entes infecciosos con organizacién no celular, considerados parasitos
genéticos, que presentan una estructura basica consistente de un genoma y una cubierta
proteica, denominada capside (CP). Existen algunas especies que adicionalmente
presentan una membrana externa obtenida a partir de organelos o de la membrana
plasmatica de las células huéspedes (Van Regenmortel, 2010; Van Regenmortel, 2018).
El genoma viral puede estar constituido por DNA o RNA, de simple o doble cadena, lineal
o circular. Las part2culas virales en su
se denominan viriones. Los viriones tienen diferentes tamafios y morfologias, los cuales
son utilizados como base la identificacion de algunos grupos de virus; estos presentan al
menos seis formas estructurales (con o sin envoltura externa de origen celular): helicoidal
rigida o flexuosa (filamentosa), isométrica, bacilar, pleomorfica, esféricay compleja (Van
Regenmortel, 2011; Hull, 2014; Marin y Gutiérrez, 2016).

f or ma
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En la actualidad, el ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) reconoce un
total de 9.110 especies de virus y viroides, distribuidos dentro de 70 subgéneros, 2.224
géneros, 136 subfamilias, 189 familias, 59 6rdenes y 39 clases (ICTV, 2020); de esta
clasificacion, se reconocen 6 6rdenes, 32 familias, 141 géneros y 1.901 especies de virus
deplantas (H a n | ietrals 2020). Aproximadamente el 75% de los virus de plantas poseen
genomas de cadena sencilla de RNA, 65% son (+) ssRNA y el 10% restante son de (-)
ssRNA, mientras que un 5% tienen genomas de dsRNA y un 3% de ssRNA(RT). En cuanto
a los virus de plantas de DNA, alrededor del 16% son de ssDNA y el 1% restante
corresponde a virus con dsDNA (RT) (Raikhy y Tripathi, 2017). Entre los grupos mas
importantes de virus de plantas, se encuentran los géneros: Potyvirus, Potexvirus y
Polerovirus (Hull, 2014), varias de cuyas especies afectan econémicamente el cultivo de
la papa.
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Figura 8: Principales grupos de virus de plantas (géneros y familias), agrupados
segun el genomay la morfologia de los viriones.
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Fuente: Tomado de Marin y Gutiérrez, (2016).

Los virus al ser parasitos intracelulares de plantas implementan dos rutas de transmision:
vertical y horizontal. La transmision vertical consiste en la invasién de los virus a los

organos propagativos de las plantas, comoson las semillas sexuales 0 asexuales, mientras
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gue la transmision horizontal implica la accion de un agente abiético (mecénica) o bidtico
(vectores) para la transferencia de las particulas virales, debido a que los virus de plantas
no pueden penetrar directamente la cuticula y/o pared celular de las plantas. Dentro de los
vectores se contemplan varias especies de acaros, insectos (persistente, semipersistente
y no persistente), nematodos y algunos hongos y pseudohongos habitantes del suelo; esta
transmision puede ser circulativa y no circulativa (Stange, 2006; Blanc, 2008).

Figura 9: Principales vectores de virus de plantas. A. Afido (Myzus persicae)
penetrando la hoja con su estilete; B. Cicadélido (Circulifer tenellus); C. Mosca blanca
(Bemisia tabaci).

Fuente: Tomado de Hull, (2014).

Los sintomas de las enfermedades virales en plantas se clasifican segin su tamafio
(microscopicos o macroscopicos)y localizacion (locales o sistémicos); los sintomas locales
se desarrollan en el sitio de ingreso del virus a la planta (lesiones necréticas o cloréticas
locales) y son frecuentemente microscopicos; en cuanto a los sintomas sistémicos, éstos
resultan de la infeccion de los virus en sitios diferentes al lugar de ingreso y pueden ser:
Clorosis, moteados, mosaicos, estriados, amarillamiento de venas, anillos concéntricos,

necrosis, malformacionesy reduccién del crecimiento, entre otros (Bhat y Rao, 2020).

Virus queinfectan el cultivo de la papa

Las enfermedades causadas por virus por lo general no son letales para las plantulas de
papa, pero disminuyen considerablemente el rendimiento y vigor de éstas. Es importante
resaltar que los virus que provocan mas dafios en este cultivo son transmitidos por medio
de la semilla asexual, e incluyen al PLRV, PVX y PVY, los cuales pueden ocasionar

pérdidas en el rendimiento en hasta un 80%, siendo més severos cuando se presentan en
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infecciones mixtas (Stevenson et al., 2001; Thomas-Sharma et al., 2016, Kreuze et al.,
2020). En papa se registran sintomas virales como mosaicos, moteados, amarillamientos
de venas, necrosis, malformaciones, enrollamientos foliares, enanismos, entre otros
(Figura 10).

Figura 10: Sintomas de virosis en papa. A. Mosaico Rugoso causado por PVY
observado en hojas de S. tuberosum; B. Enanismo en plantas de S. phureja; C.
Amarillamiento en tejido foliar de S. phureja, causado por PYVV; D. Enrollamiento en S.

tuberosum, producido por PLRV.

Algunos de los virus que afectan el cultivo de la papa se reportan en la Tabla 5.
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Tabla 5: Virus y viroides que afectan la papa (Modificada de Stevenson et al., 2001;
Kumar et al., 2019b; Kreuze et al., 2020).

Virus (Familia y Rango de Tamafio
género) Distribucion Medios de transmisién huéspedes particula
Potato aucuba abaco virus En todo el mundo, perono Contacto Estrecho; (papa, 11 x580 nm
(PAMV) (Alphaflexiviridae, es comudn en papa TPS trébol subterraneo)
Potexvirus) Afidos no persistentesde

plantas coinfectadas con

PVA o PVY
Potato virus X (PVX) En todo el mundo Contacto, extremadamente Estrecho; 13x515nm
(Alphaflexiviridae, facil Principalmente
Potexvirus) TPS solanéaceas

Transmision mecanica
Potato virus M (PVM) En todo el mundo, excepto Afidos no persistentes Estrecho; 12 x 650 nm
(Betaflexiviridae, en laregion Andina Contacto Principalmente
Carlavirus) solanéceas
Potato virus S (PVS) En todo el mundo Afidos no persistentes Estrecho; 12 x 660 nm
(Betaflexiviridae, Contacto Principalmente
Carlavirus) solanéceas
Potato latent virus (PLV)  Norte América Afidos en condiciones Papa 12 x 625 nm
(Betaflexiviridae, experimentales
Carlavirus) Contacto

Sap
Potato virus T (PVT) Bolivia, Perq, Sap Estrecho; 12 x 640 nm
(Betaflexiviridae, probablemente en laregion TPS Principalmente
Tepovirus) Andina Polen solanéceas

Contacto
Alfalfa mosaic virus (AMV) En todo el mundo Afidos no persistentes Extenso, ocurriendo 56 nm
(Bromoviridae, Alfamo- Sap naturalmente en 150
virus) TPS en condiciones especies

experimentales

Polen
Cucumber mosaic En todo el mundo, pero raro Afido no persistente Extenso, alrededor 30 nm
virus (CMV) (Bromoviridae,en papa TPS de 800 especies
Cucumovirus) Sap
Potato yellowing virus Bolivia, Chile, Pert Afidos, semipersistentes Estrecho; (papa) 18 x21-60nm
(PYV) (Bromoviridae, TPS en condiciones
llarvirus) experimentales
Tomato spotted wilt virus  En todo el mundo Trips persistentemente, Moderado a extenso, 70-110nm
(TSWV) (Bunyaviridae, adquierenel virussoloen la incluyendo especies
Tospovirus) etapalarval en las Compositae,

Sap leguminosay

solanéceas
Arracachavirus B, oca Bolivia, Peru TPS Estrecho; 26 nm
strain (AVB-O) Polen principalmente papa
(Comoviridae, Nepovirus) Sap con dificultad y oca (Oxalis
tuberosa)

Potato yellow vein virus  Colombia, Ecuador Moscablanca (Trialeurodes Estrecho; 10-12 x 650-
(PYWV) (Closteroviridae, vaporariorum) (Papa, Lycopersicon 900 nm
Crinivirus) No transmision por Sap spp., Solanum

Tubérculoinfectado nigrum)
Potato yellow mosaic virus Venezuela MoscaBlanca Estrecho; 18-20nm
(PYMV) (Geminiviridae, Sap posiblemente Principalmente
Begomovirus) solanéceas
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Virus (Familia y Rango de Tamafio
género) Distribucion Medios de transmisién huéspedes particula
Solanum apical leaf curl ~ PerG (abajas alturas) Solo por Injerto Estrecho; 18-20nm
virus (SALCV) Principalmente
(Geminiviridae, solanéceas
Begomovirus)
Tomato yellow mosaic Brasil, Venezuela Moscablanca (B. tabaci) Papa, otras especies 18-20nm
virus (ToYMV) Sap de solanéaceos,
(Geminiviridae, Tabaco, tomate
Begomovirus)
Beet curly top virus (BCTV)Regionessemiaridas de  Cicadélidos persistentementeModerado, alrededor 18-20nm
(Geminiviridae, México a Canada, Cuenca y no propagativamente de 300 especies
Curtovirus) Mediterranea No transmision por Sap
Potato deforming mosaic  Argentina, Brasil Moscablanca Estrecho; 18-20nm
virus (PDMV) (Geminivirae TPS Principalmente
subgroup I11) No transmisién por Sap solanéceas
Potato leafroll virus (PLVR)En todo el mundo Afidos persistentesy no Estrecho; 24 nm
(Luteoviridae, Polerovirus) propagativos Principalmente
TPS solanéceas
No transmision Sap
Potato spindle tuber viroid Extendida, reportadaen  Contactoy transmision Estrecho; 37+6nm
(PSTVd) (Pospiviroidae, Argentina, Australia, mecanica Principalmente
Pospiviroidae) Canada, China, India, Afidos deplantas solanéceas
Polonia, Sudéfrica, Union  coinfectadascon PLRV
Soviética, Estados Unidos TPS
Potato virus A (PVA) En todo el mundo, excepto Afidos, no persistentes Estrecho; 11 x 730 nm
(Potyviridae, Potyvirus)  enlaregionAndina Principalmente
solanéceas
Potato virus Y (PVY) En todo el mundo Afidos no persistentes Estrecho; 11 x 740 nm
(Potyviridae, Potyvirus) Sap Principalmente
TPS solanéceas
Contacto
Potato virus V (PVV) Tierras altas bolivianas, Afidos no persistentes Estrecho; 12-13x 700-
(Potyviridae, Potyvirus)  Perd, Nortede Europa TPS Principalmente 720 nm
solanéceas
Eggplant mottled dwarf ~ Sur de ltalia, Marruecos,  Afidos Estrecho; 76-190nm
virus (EMDV) Portugal, Tunez Sap (solanaceasy otras
(Rhabdoviridae, pocas)
Nucleorhabdovirus)
Potato yellow dwarfvirus Nortey centrodelos Cicadélidos, (dos cepas Moderado (especies 75-380nm
(PYDV) (Rhabdoviridae, Estados Unidos Y Canadd, transmitidas por diferentes en lasolanaceay
Nucleorhabdovirus) pero nofue reportado en losvectores) otras seis familias)
ultimos 50 afios
Andean potato mottle virus Regién Andina, Brasil Contacto Estrecho; 28nm
(APMoV) (Secoviridae, Escarabajos de pepino Principalmente
Comovirus) (Diabroticaspp.) solanéceasy oca
(Oxalis tuberosa)
Potato black ringspot virus Peru No decidido (vector Estrecho; (papa, oca 26 nm
(PBRSV) (Secoviridae, nematodo sospechoso) (Oxalis tuberosa),
Nepovirus) TPS en condiciones arracacha(Arracacia
experimentales xanthorrhiza))
Polen
Potato virus U (PVU) Peru Longidorus spp. en Desconocido, 28 nm

(Secoviridae, Nepovirus)

condiciones experimentales
Sap con dificultad
TPS

detectadounavezen
papa
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Virus (Familia 'y Rango de Tamafio
género) Distribucion Medios de transmisién huéspedes particula
Potato virus B (PVB) Peru Nematodos, recientemente Papa 28-30nm
(Secoviridae, Nepovirus) reportado
Tobacconecrosisvirus  Eurpa, Américadel Norte mecanica Tabaco, papa. 26 nm
(TNV) (Tombusviridae, Zoosporas (Olpidium Extenso para serotipo
Necrovirus) brassicae) D, estrechopara
serotipo A

Andean potato latent virus Regidn Andina, Centro Contacto Estrecho; 28-30nm
(APLV) (Tymoviridae, América Polen Principalmente
Tymovirus) Escarabajo de pulgas (Epitrixsolanéceas

spp.)

Posible TPS aniveles bajos
Tobaccorattle virus (TRV) Europa, Japén, Nueva Ne m8&t o d o sstubley Extenso, (gladiolo, 23 x50-190
(Virgaviridae, Tobravirus) Zelanda, América del Norte, rootd lechuga, remolacha nm

Rusia TPS azucarera, tabaco,

Sap tulipan)
Potato mop-top virus Regién Andina, Canadd, Protozoario Estrecho; 18-20x 100-
(PMTV) (Virgaviridae, China, Nortede Europa, (S. subterranea) Principalmente 300 nm
Pomovirus) Japoén Transmision mecéanica solanéceas
Tobacco Mosaic virus En todo el mundo, perono Contacto Plantas anchas, tanto 18 x 300 nm
(TMV) (Virgaviridae, es un problemaeconémico Semillaverdaderade herbaceas como
Tobravirus) enlapapa huéspedesque no sean papelefiosas

Suelo infectado
*Contacto: propagacion de planta a planta en condiciones naturales; Sap:

transmisible mecanicamente experimentalmente o bajo practicas culturales intensivas;

TPS: Transmitido en semilla verdadera de papa (semilla sexual).

Virus de papaen Colombia

En Colombia, los virus regulados por la Resolucion 3168 de 2015 en material de siembra
de papa son: PLRV, PVY, PVX, PVS y PYVV, los cuales pueden generar reduciones
significativas en los rendimientos de los cultivos. Adicionalmente, se han realizado reportes
en Colombia de la presencia de los virus PVV (Gutiérrez-Sanchez et al., 2014), PMTV
(Vélez, 2007) y PVB (Giraldo et al., 2022). A continuacion, se describen los principales
aspectos de los géneros de virus de importancia econémica en el cultivo de papa en el

pais.

Género Potyvirus

Este género pertenece a la familia Potyviridae, se caracterizan por su morfologia flexuosa
y filamentosa; poseen alrededor de 143 especies, tienen una simetria helicoidal, con una
longitud de 690 a 900 nm de largo y 11 a 13 nm de ancho; su genoma es de RNA de
cadena sencilla positiva de aproximadamente 9,7 kb. Los viriones tienen una proteina de
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capside (CP) unica de 30 - 47 kDa; solo poseen un marco de lectura abierta o ORF (open
reading frame) que codificapara una poliproteina. Los sintomas mas comunesque inducen
son deformacion de hojas y brotes, mosaicos y moteados (Marin y Gutiérrez, 2016; ICTV,
2020).

Figura 11: Morfologia del virion y estructura genémica de Potyvirus. Poseen una
morfologia flexuosa, y emplean como estrategia de expresion: poliproteina.

Proteina ssRNA
de la capside

RNA gendémico

5' VPg—auG stop— AAA, 3'
*Traduccién
Poliproteinas
P1-pro  HC-pro P3 6K1 Cl  6K2 vpg Nla-pro NIb-RdRp  CP
VaRe S \
Sitios de corte por Nla-pro
P1-pro HC-pro P3N-PIPO
frameshift
Procesamiento
Proteinas maduras
CP
HC-pro 6K1 6K2 Nla-pro
P1-pro P3 cl VPg Nib-RdRp
D
P3N-PIPO

Fuente: Tomado de Marin y Gutiérrez, (2016).

Los potyvirus son uno de los géneros de virus mas limitantes en el cultivo de la papa
(Raikhy y Tripathi, 2017). Algunos de los virus mas relevantes de este género son: PVY,
PVV y PVA; siendo PVY el causante de mayores pérdidas econémicas, ya que ocasiona
dafos en tubérculos y tejido foliar, reduciendo los rendimientos del 40 al 70% (Nolte et al.,
2004); PVY posee una particula viral con capside no envuelta, flexuosa, elongada con
simetria helicoidal, y una longitud de 684 a 730 nm (Ogawa et al., 2008). La CP tiene
aproximadamente 2.000 unidades monoméricas; este virusr egi stra un FfAcompl e
grupos de razas definidos (PVY€, PVY®, PVY? PVYN, PVYE y PVYP) que contienen
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ai slados no recombinantes y al menos 14 ai sl ac
Algunas de estas razas son: raza ordinaria (PVY®°), raza necrosante (PVYVN) y raza
causante de estriados puntiformes (PVY©) (Mufioz et al., 2016), dichas razas pueden ser
distinguidas por sus reacciones con respecto a una serie de genes de resistencia en la
papa; en cuanto a linajes recombinantes de importancia econémica, se ha reportado el
linaje PVYN™ relacionada con la raza PVYN, pero asociado con la enfermedad PTNRD
(Potato tuber necrotic ringspot disease) (Figura 12) considerado el mayor causante de esta,
la cual induce anillos necréticos en los tubérculos (Karasev et al., 2011; Rodriguez-
Rodriguez et al., 2020). El PVV causa mosaicos y manchas necréticas en las plantas de
papay no se ha establecido su efecto econémico sobre el cultivo; y, por ultimo, PVA induce
sintomas como mosaicos en foliolos, con pérdidas de rendimientos de hasta 40% en
infecciones individuales y mixtas con PVX y PVS (Rajamaki et al., 1998; Hameed et al.,
2014), aunque aun no ha sido reportado en Colombia

Figura 12: Sintomas en papa asociados a PTNRD (Potato tuber necrotic ringspot
disease). A. Mosaico rugoso en follaje. B. Anillos necréticos en tubérculo-semilla.

Fuente: Tomada de Kerlan, (2008).

Género Potexvirus

Los potexvirus hacen parte de la familia Alphaflexiviridae. Poseen un genoma (+) ssRNA
l'ineal de 5,9 a 7,0 kb con caperuza en el extr e
codifica para cinco ORF, el ORF1 contiene los motivos para RdRp, metiltransferasa y
helicasa, los demas ORFs se expresan por medio de RNA subgenémicos, y poseen los
motivos para tres proteinas de movimiento (TGB)y para CP. Los viriones se caracterizan
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por ser filamentos flexuosos con una longitud de 470 a 580 nm y un didmetro de 13 nm,
adicionalmente tienen una simetria helicoidal (Braun y Hemenway, 1992; Marin y
Gutiérrez, 2016; ICTV, 2020).

Figura 13: Morfologia y organizacion gendmica de virus del género Potexvirus.
Poseen una morfologia flexuosa, y emplean como estrategia de expresion: sgRNAy leaky

scanning.

| RdRp | TGB2

RNA gendmico l 1GR3

11: < ndRp Py l E \ N\ S\ w

RNAs subgendmico

S | M

Fuente: Modificado de Viralzone, (2008b).

El Potato virus X (PVX) hace parte de este género, y puede transmitirse mecanicamente o
por contacto en plantas de papa (Tabla 5). Los viriones de PVX consisten en varillas
flexuosas de 470 - 580 nm de longitud y 13 nm de didmetro, con un genoma de 6.435 nt,
con un extremo 5' provisto de caperuza de m7G y en el 3' de una cola de poli-A. Posee
cinco ORFs; el ORF1 codifica para la RdRp, los ORFs 2 a 4 para las tres proteinas de
movimiento: TGBp1, TGBp2 y TGBp3y por ultimo el ORF5 para CP (Garcia et al., 2016).
PVX induce mosaicos suaves (Figura 14) y amarillamiento intervenal en las plantas de
papa, con reducciones del 15 - 20% en los rendimientos del cultivo (Cox y Jones, 2010).
Adicionalmente, este virus muestra sinergismo con PVY, PVA y PVS, cuyas infecciones

consiguen ocasionar enfermedades severas con mosaicos rugosos y reducciones en la
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produccién de tubérculos hasta del 50% (Beemster y Bokx, 1987; Hameed et al., 2014).
Es considerado como uno de los virus mas importantes para los sistemas de produccion
de papa en el mundo (Scholthof et al., 2011).

Figura 14: Sintomas de mosaico causados por Potato virus X (PVX).

y! % RN

Fuente: Tomado de Marin y Gutiérrez, (2016).

Género Polerovirus

El género Polerovirus pertenece a la familia Luteoviridae, se caracteriza por tener
particulas isométricas con diametros de 25 - 30 nm y configuracion t=3 (Figura 15) se
componen de una CP mayory menor; su genoma es de RNA de cadena sencilla de sentido
positivo (+) con tamafios entre 5.641 nt para Turnip yellows virus (TuYV) y 5.987 nt para

Potato leafroll virus (PLRV). El genoma de los polerovirus contiene asociaciones de VPgs

en el extremo 56 y seis ORFs: ORFO, ORM,

ORFO codifica para PO, una proteina con funcién supresora del silenciamiento viral en
algunas plantas (Kozlowska-Makulska et al., 2010). Los ORF1y ORF2 codifican para
proteinas relacionadas con la replicacion, ya que el ORF1 posee motivos de proteasas y
helicasas, ademas expresa la proteina VPg; el ORF2 es expresado por medio de un
cambio en el marco de lectura (frameshift) de ORF1 codificando de esta manera para
RdRp, cabe mencionar que ORF1y ORF2 se superponen en mas de 400 nt. En cuanto al
ORF3, expresa la proteina de capside mayor y produce la proteina de capside menor a
partir del mecanismode lectura continua (readthrough) del ORF5. Adicionalmente, el ORF4

ORF 2
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codificapara una proteina de movimiento, esta al igual que P3a son expresadas por rastreo
ribosomal (leaky scanning) en el RNA subgendmico (sgRNA); en cambio para la proteina
Rapl, la traduccion inicia a partir de un sitio interno de entrada de ribosoma (IRES) en el
RNA gendémico (Hull, 2014; Marin y Gutiérrez, 2016).

Figura 15: Morfologia del virién y organizacién del genoma de un miembro del
género Polerovirus. Los virus de este género tienen una morfologia isométrica, y emplean
como estrategia de expresion: sgRNA, leaky scanning, frameshift y readthrough.

T=3
RNA genémico

RNAs subgenémicos || ‘ ORF3a ORF6
g ﬁ'l PO IRES Rap1 OH 2
Rastreo ribo snw ¢
5 OH3'
g [ Pro PiP2RdRp | o3
" i
Cambioenel .
marco de lectura
5 —r— OH3¥
P3al | MP |
h. 4 “-.--Lectura continua

Rastreo ribosomal

R E— Y
SJ-

Fuente: Modificado de Viralzone, (2008a).
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Los polerovirus son restringidos al floemay son transmitidos por vectores, generalmente
afidos, aunque en estudios recientes se ha reportado la trasmisiébn por mosca blanca
(Bemisia tabaci) de los virus Pepper whitefly-borne vein yellows virus (PeWBVYV) en
pimiento (Ghosh et al., 2019) y Cucurbit aphid -borne yellows virus recombinante (CABYV)
en melén (Costa et al., 2020). Cabe mencionar que no se ha registrado transmision por
medio semilla sexual, polen o inoculacion mecanica para este virus (Marin y Gutiérrez,

2016). EI PLRV es la especie con mayor importancia economica de este género.

Los viriones de PLRV consistes en particulas isométricas con diametros de 25 - 30 nm con
una simetria de t= 3; el tamafio de su genoma es de 5.987 nt, con una VPg asociada al
extremo 50; el genoma del PLRVY est &8 dividido |
nueve marcosabiertos de lectura (ORFs). El ORFOexpresa la proteina supresora de genes
PO, mientras que el ORF1 expresa P1y VPg por auto-proteolisis; ORF2 se expresa por un
desplazamiento del marco de lectura (frameshift) y posee los motivos de RdRp; el ORF3
codifica para la proteina de capside mayor (CP) y el ORF4 expresa la proteina de
movimiento. EI ORF5 codifica para la region C-terminal de proteina de cépside menor,
adicionalmente, este ORF codificado por el marco de lectura continua (RTD) posee un
extremo N-terminal conservado y una region C-terminal variable relacionada con la
eficiencia de transmision de &fidos y el desarrollo de sintomas en las plantas. Los ORF6y
ORF7 expresan proteinas sin funciones definidas, mientras que el ORF8 codifica para
Rapl, que esta asociada con la replicacion del virus (Bahner et al., 1990; Jeevalatha et al.,
2013; Aseel y Hafez, 2017; Xu et al., 2018; Kumar et al., 2019a).

PLRYV es transmitido por tubérculo-semilla y por medio de afidos de manera persistente no
propagativa (Almasi et al., 2013; Mesa et al., 2016). Este virus afecta a plantas de las
siguientes familias: Amaranthaceae, Cruciferae, Portulacaceae y Solanaceae, incluyendo
la papa (Marin y Gutiérrez, 2016). Los principales sintomas que causa son enrollamiento
de hojas, enanismos, retraso en el crecimiento de la planta, y follaje con amarillamientos,
ademas de una reduccion en el rendimiento y la calidad de los tubérculos, debido a la
ocurrencia de manchas necrdéticas distribuidas dentro de la pulpa. Reportes en cultivos de
papa en el mundo, indican pérdidas de entre 50 y 100% por causa del PLRV (Kerlan, 2008;

Kreuze et al.,2020) e incidencias en cultivos en Colombia del 20% (Mesa et al., 2016).
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Figura 16: Sintomas ocasionados por PLRV en plantas de S. tuberosum. A. Necrosis

inducida en el tubérculo; B. Enrollamiento foliar.

Fuente: Tomado de Kerlan, (2008) y Hull, (2009).

Género Crinivirus

Los crinivirus pertenecen a la familia Closteroviridae. Los viriones son flexuosos con
genomas de (+) ssRNA lineal, una longitud de 650 a 900 nmy diametros de 10 a 13 nm.
Para las especies con genoma bipartita (Figura 17) poseen un tamario de 7.801 a9.127 nt
(RNA 1) y de 7.903 a 8.530 nt (RNA 2). Se transmiten frecuentemente por medio de
moscas blancas (Alleyrodidae) de forma no persistente, ocasionando sintomas como
enanismos, amarillamientos de nervaduras, y en algunos casos necrosis. Una de las
especies de este género con mayor impacto en el cultivo de papa es el Potato yellow vein
virus (PYVV), agente causal de la enfermedad del amarillamiento de las venas de la papa
(Potato yellow vein disease - PYVD); este es un virus reemergente en los paises andinos
(Colombia, Venezuela, Pert y Ecuador), y afectan directamente el peso y nimero de

tubérculos de las plantas infectadas (Filiz, 2020).

El PYVV es la Unica especie del género con un genoma tripartita de 8.035 nt (RNA 1),
5.339 nt (RNA 2) y 3.892 nt (RNA 3) (ICTV, 2014; Marin y Gutiérrez, 2016); este virus
puede ocasionar en el cultivo de S. tuberosum reducciones de rendimiento entre 25y 50%
(Salazar etal., 2000), mientras que para el cultivo de S. phureja las reducciones registradas
son del 33 al 48% (Guzman-Barney et al., 2012).
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Figura 17: Morfologiadel virion de un miembro del género Crinivirus y organizacion
genomica de Potato yellow vein virus. El PYVV posee tres segmentos de ssRNA, el
RNA 1 tiene tres ORFs, mientras que RNA 2 y RNAS3 tienen cinco y tres ORFs,

respectivamente.

W
)

i sSRNA
de la capside
RNA 1 Cambio en el
Proteolisis marco de lectura
ORFla ity ORF2
5. 3
MTR HEL p7
RNA 2
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5' -G OED -3

HSP70hp7 p60 p10 CP

RNA 3
ORF1 ORF2  ORF3

5'_ o — 3'

p4 CPm  p26
Fuente: Tomado de Marin y Gutiérrez, (2016).

Figura 18: Sintomas de PYVV en papa, ocasionando amarillamiento de venas en el

follaje.

Fuente: Tomado de Marin y Gutiérrez, (2016).
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Género Carlavirus

Los carlavirus se encuentran dentro de la familia Betaflexiviridae. Los viriones tienen RNA
de cadena sencilla positiva de 8,5 Kb, con particulas filamentosas flexuosas, didmetros de
12 - 15 nm y longitudes de 610 a 700 nm; poseen simetria helicoidal (Figura 19). Las
especies de este género se transmiten a través de afidos de manera no persistente o por
inoculacion mecanica; algunos de los sintomas que inducen son: mosaicos y necrosis. El
Potato virus S (PVS), es uno de los virus que hace parte de este género, posee los linajes
PVS° (Ordinaria), PVS? (Phureja) y PVS” (Andina); A pesar de que la enfermedad
generada por PVSP puede ser asintomaticas en tubérculos y hojas, puede originar pérdidas
de rendimiento de un 15%. Esta raza también puede asociarse con sintomas como como
rugosidad y bronceado en las hojas; en cuanto a PV S*, genera sintomas mas severos tales
como pérdidas de hojas y senescencia prematura (Jeffries, 1998; Matousek et al., 2005;
ICTV, 2014; Marin y Gutiérrez, 2016).

Figura 19: Morfologia del virion de un miembro de la familia Betaflexiviridae y
organizacion gendmica del Potato virus S. PVS esta compuesto por un segmento de

(+) ssRNA que emplea como estrategia de expresion sgRNA para varios de sus ORFs.

Proteina
de la capside
RNA genémico RdRp — cp
5' c . AAA(Nn) 3'
] i
TGB1 TGB3 ORF6
RNAs subgenémicos
RdRp
5 € AAA(n) 3'
TGB1 TGB2 TGB3
50 o - AAA(n) 3'
cP ORF6
5@ AAA(n) 3'

Fuente: Tomado de Marin y Gutiérrez, (2016).
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Género Pomovirus

El género Pomovirus deriva su hombre de la especie tipo Potato mop-top virus (PMTV).
Poseen tres moléculas de (+) ssSRNA de alrededor 6,37 3,5y 2,5 - 3 Kb, respectivamente,
con una estructura tipo tRNA hacia el extremo 3" y caperuza en el extremo 5”. Los viriones
poseen una simetria helicoidal cuyas longitudes varian de 60 - 80, 150 - 160 y 290 - 310
nm, dependiendo del virus y un diametro entre 18 - 20 nm (Marin y Gutiérrez, 2016). La
especie PMTV se caracteriza por su transmision de forma persistente a través de
zoosporas de S. subterranea f. sp. subterranea, pudiendo permanecer en los quistosoros
del vector durante muchos afios. Los sintomas mas importantes que ocasiona PMTV son
moteados y aclaramientos en las hojas (Figura 21), agrietamientos y anillos necréticos en

la pulpa del tubérculo (spraing) (Adolf et al., 2020).

Figura 20: Morfologia del viriébn y organizacion del Potato mop-top virus. EIl PMTV
esta conformado por tres segmentos de (+) sSSRNA, este virus emplea como estrategias de

expresion sgRNA 'y readthrough.
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Fuente: Tomado de Marin y Gutiérrez, (2016).
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Figura 21: Sintomas ocasionados por PMTVy por su vector S. subterranea. A.
Presencia de moteados en las hojas. B. Agallas en raices.

~i 2~

Fuente: Tomados de Marin y Gutiérrez, (2016); Adolf et al. (2020).

Métodos para deteccion viral

Con relacion a la deteccion de virus, se emplean métodos distintos a los utilizados para
hongos y bacterias, ya que son mucho mas pequefios para ser visualizados por un
microscopio de luz convencional y sus sintomas son similares a respuestas de la planta a
otros patdgenos, condiciones ambientales desfavorables y deficiencias nutricionales
(Jeong et al., 2014); estos métodos comprenden la observacion visual de sintomas
diferenciales, el empleo de plantas indicadoras, la microscopia electronica, métodos
serolégicos como ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Rocay Mroginski, 1991)
y técnicas moleculares basadas en PCR, la retrotranscripcion acoplada ala PCR (RT-PCR)
y la PCR en tiempo real (qPCR) con SYBR Green y/o sondas TagMan. En la actualidad,
la deteccion por técnicas derivadas de PCR se considera mucho mas sensible, especifica
y rpida, en comparacion con las técnicas de inmunodiagndstico, que resultan eficientes a
gran escala, pero poseen varias limitantes con la especificidad de los antisueros y sus
limites de sensibilidad (Boonham et al., 2014).

Métodos basados en el usode acidos nucleicos

Los métodos de deteccion de virus basados en acidos nucleicos superan las desventajas
de las pruebas bioldgicas y seroldgicas, ya que permiten una deteccion y cuantificacion
rapida y precisa de los patdégenos. Algunos de estos métodos de deteccion de virus de
DNA incluyen la hibridacién fluorescente in situ (FISH) y las muchas variantes de PCR
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(PCR anidada, PCR cooperativa, PCR multiplex y PCR en tiempo real); otros se basan en
el RNA, como la transcripcion reversa acoplada a PCR (RT-PCR), la hibridacién Northern
blot y AmpliDetRNA (Matrtinelli et al., 2015). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
estd basada en la sintesis especifica de secuencias de DNA, por medio de una DNA
polimerasa termo estable, en un equipo denominado termociclador; el proceso inicia con
una desnaturalizacion del DNA con altas temperaturas (>94°C), separandose en cadenas
sencillas, luego los primers se unen a secuencias complementarias en las cadenas moldes
(Anillamiento), y la polimerasa sintetiza la cadena complementaria (Extension), generando
multiples copias de la region diana, luego de 35-40 ciclos de amplificacion (Hull, 2014).

La PCR en tiempo real permite la cuantificacion de los productos de PCR, permitiendo la
deteccion y cuantificacion de los virus en términos absolutos o relativos (con respecto a
genes de referencia). Esta técnica reduce el tiempo de deteccién en comparacion con la
PCR convencional, disminuyendo el riesgo de contaminacion. La acumulacién de
amplicones se mide en cada ciclo de la reaccién, debido al uso de fluoré6foros en sondas,
primers, o agentes intercalantes del DNA. Debido a que el aumento en la sefal
fluorescencia se detecta sélo si la secuencia diana es complementaria a la sonda,

amplificaciones no especificas no son detectadas (Jeong et al., 2014).

Recientemente, ha surgido una técnica denominada amplificacion isotérmica mediada por
bucle, LAMP (Loop mediated isothermal amplification), altamente sensible en la deteccién
de virus, siendo utilizada en PVY, PLRV, PVX, PSTVdy ToLCNDV. Esta técnica deriva de
la amplificacion isotérmica, en la cual la polimerasa amplifica a una temperatura constante
y para la observacion de los resultados se utlizan reacciones colorimétricas,

bioluminiscentes o fluorescentes (Jeong et al., 2014; Kreuze et al., 2020).

Métodos de secuenciacion de alto rendimiento (HTS)

Los avances tecnoldgicos han permitido secuenciar grandes cantidades de material
genético de forma mas econOmica y rapida, aumentando las oportunidades para la
investigacion y metodologias de diagnostico. En 2005, las tecnologias de secuenciacion

denominadas de siguiente generacion se fundamentaron en el andlisis de millones de
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fragmentos de material genético, siendo posible su secuenciacion utilizando diferentes
plataformas, en la actualidad se cuenta incluso con tecnologias que sobrepasan hasta el
Terabyte de reads generadas por corrida, entretanto otras poseen exactitudes
comparables con la obtenida por la secuenciaciéon de Sanger, diferenciandose de ésta por
el uso exhaustivo de tecnologias paralelas (Pacheco et al., 2015). En comparacion con
meétodos de secuenciacion utilizados anteriormente, como lo es Sanger, HTS posee la
capacidad de secuenciar cientos de reads simultdneamente, en mucho menor tiempo,
adicionalmente HTS ofrece una mayor sensibilidad en detectar variaciones (mutaciones),

resolviendo las limitaciones que poseia la secuenciacion Sanger (Arsenic et al., 2015).

La HTS ha sido usada exitosamente para la identificaciébn de nuevos virus, y ademas
permite detectar en un Unico ensayo todos los virus que infectan las plantas bajo estudio y
sirve de base para el desarrollo de nuevas pruebas de deteccion basadas en PCR, RT-
PCR,y LAMP (Maree et al., 2018). En Colombia, ya se ha empleado la secuenciacion de
alto rendimiento para la deteccion viral en el cultivo de papa, encontrando genomas
completos y parciales de virus tales como: PYVV, PVY, PVV y PVX (Villamil-Garzoén et al.,
2014; Garcia, 2016; Sierra et al., 2021; Gutiérrez et al., 2021). Generalidades de algunas
plataformas de secuenciacion masiva son descritas en la Tabla 6.

Tabla 6: Comparacion de rendimiento de plataformas de secuenciacién de varias
generaciones. (Rhoads y Au, 2015; Kchouk et al., 2017).

Longitud Tasade reads por Tiempo
Plataforma Dispositivo Generacion reads (bp) error (%) corrida corrido Afio
Sanger ABI 3730x1 1.2 400 - 900 0,3 96 0,5-3h 2002
Roche 454 GSFLX + 22 700 1 1x10° 23 h 2011
lMlumina MiSeq 22 2 x 300 0,1 2,5x 10’ 4-56h 2011
lllumina HiSeq 2500 22 2x125 0,1 8x10° 7-60h 2012
(High Output) (pareadas)
lllumina HiSeq 2500 22 2 x 250 0,1 1,2 x10° 1-6dias 2012
(Rapidrun) (pareadas)
lon Torrent lon Proton 22 200 1 6-8x 10’ 2-4h 2012
SOLID 5500 x| 22 2x60 5 8 x10° 6 dias 2010
PacBio RS II: P6-C4 32 1,0-1,5x 12 660 0,5-4h 2014
10*
Oxford MinION MK 32 9,5x10° 12 100 50 h 2015

Nanopore
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llumina

Esta secuenciacion de segunda generacion fue lanzada en 2005 por Solexa, ahora lllumina
(Villamor et al., 2019). Actualmente es una de las tecnologias dominantes en la
secuenciacion, siendo HiSeq una de las plataformas mas populares. lllumina se basa
inicialmente en la fragmentacion del DNA en segmentos aleatorios, seguida de la ligacion
de los adaptadores especificos de la plataforma (Schirmeret al., 2016), empleando la PCR
en puente (Figura 22) para crear copias de los segmentos generando grupos o clisters;
todas las moléculas de DNA se secuencian en paralelo, a través de secuenciacion por
hibridacion, donde cada nucledtido produce un color especifico (Dalca y Brudno, 2010),
debido a terminadores reversibles marcados con fluorescencia. Una limitante de esta
tecnologia es que no permite la secuenciacion de fragmentos gendmicos mayores a 1.100
nt, por esta razon la cadena debe ser dividida y posterior a su secuenciacion los reads

cortas deben ser ensambladas (Pacheco et al., 2015).

lllumina actualmente ofrece un conjunto de secuenciadores con una variedad de
rendimientos y tiempos de respuesta, tales como MiSeq, NextSeq 500, la serie HiSeqy
Novaseq, siendo MiSeqy HiSeq las tecnologias mas consolidadas. MiSeq, fue disefiado
como un secuenciador personal y rapido con tiempos de ejecucion bajos, enfocado en
secuenciaciones especificas y de pequefios genomas. Mientras que la plataforma HiSeq
2500 se cre0 para aplicaciones de alto rendimiento, con una ejecucion rapida y menos
costosas que otros modelos de HiSeq. Para el caso de la plataforma NextSeq 500,
presentada en el 2014 como HiSeq X Ten, es un modelo similar a MiSeq, creada como un
secuenciador rapido de sobremesa para laboratorios individuales (Reuter et al., 2015).

Por dltimo, el reciente modelo NovaSeq 6000 puede generar 20 mil millones de reads por

ejecucion con una longitud maximade lectura emparejada de 150 bp (Villamor et al., 2019)
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Figura 22: Amplificacion de DNA por en la secuenciacion por plataforma Illumina.
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Fuente: TomadodeGagNzka y GrzNdziel, (2016)

Analisisde datos de HTS

Para iniciar el analisis de datos de HTS, se debe determinar la calidad de los fragmentos
secuenciados (reads) teniendo en cuenta la escala de Phred, contenido de G+C, y
contaminacion o presencia de adaptadores, este analisis de calidad es posible realizarlo a
través herramientas como FastQC (Brown et al., 2017) o MultiQC (Ewels et al., 2016).
Posteriormente, se eliminan regiones de mala calidad con programas como Trimmomatic
y SeqTK; los ensamblajes se pueden realizar de dos formas, realizando una comparacion
con un transcriptoma o genoma de referencia (mapping) con programas como Magic-Blast
o por medio de ensamblaje de secuencias no conocidas sin emplear genomas de

referencia (de novo) con ayuda de programas como Trinity o Spades.
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Herramientas bioinformaticas

Blast (Basic local alignment search tool)

BLAST (herramienta de busqueda de alineacion local) es una herramienta de alineacion y
programa de busgueda de similitudes de secuencias que se puede emplear en la
investigacion rapida de coincidencias con una secuencia de consulta en una base de datos,
generalmente alojadas por NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). BLAST es una de las
herramientas bioinformaticas mas populares gracias a su disponibilidad, velocidad y
precision (Altschul et al., 1990; Camacho et al., 2009).

Magic-Blast

Magic-Blast es una herramienta que permite mapear secuencias de DNA o RNA contra un
transcriptoma o genoma completo. Esta herramienta escoge el mejor alineamiento usando
un sistema de puntajes, admite el ingreso tanto de reads simples como pareados. Ademas,
puede realizar un mapeo con una longitud de read entre 100 nt y 100 kb contra la
referencia. Es considerado comouno de los mejores softwares de alineacién, aunque otros
programas son HISAT2, STAR, y TopHat2 (Boratyn et al., 2019).

Trinity

Trinity es una herramienta que posibilita el ensamblaje de novo de transcriptomas de
longitud completa, lo que implica que puede ser empleado en casos en los que no se tiene
un genoma conocido, resolviendo isoformas alternativas y genes duplicados. Este
programa combina tres modulos de software independientes: Inchworm, Chrysalis y
Butterfly, los cuales son aplicados secuencialmente para procesar los grandes volimenes
de las reads de RNA-Seq; Trinity tiene un mejor rendimiento en comparaciéon con otras

herramientas de ensamblaje de transcriptomas disponibles (Grabherr et al., 2013).

Spades

Spades es un software de ensamblaje de secuencias de novo, SPAdes (Nurk et al., 2013),
el cual fue disefiado para el andlisis de conjuntos de datos bacterianos SCS (Single-Cell

Sequencing) y estandar (multicell) obtenidos de reads cortos por medio de amplificacion
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por desplazamiento multiple (MDA). Spades tiene como objetivo la generacion de contigs
precisos y continuos a partir de reads de pequefia longitud a través de la construccion de
gréficos de Bruijn (Bankevich et al., 2012; Prjibelski et al., 2020). A pesar de que Spades
es un ensamblador de genomas el cual no fue optimizado para datos de RNASeq
(Transcriptomas) es capaz de generar ensamblajes de calidad; actualmente se han
adaptado algoritmos de Spades para analizar datos RNASeq, desarrollando un nuevo
ensamblador transcriptémico denominado rnaSPAdes (Bushmanovaet al., 2019).

Cultivo in vitro de plantas

El cultivo de tejidos vegetales in vitro consiste en un conjunto de técnicas utilizadas para
inducir crecimiento de células, tejidos u 6rganos vegetales bajo condiciones controladas,
asépticas y libres de microorganismos (Kumar et al., 2009). El establecimiento del cultivo
in vitro se basa en el aislamiento de un tejido de la planta, llamado explante, con la
capacidad de diferenciarse, a la cual se le proporcionaré artificialmente los nutrientes,
hormonas y las condiciones fisicas apropiadas para que las células expresen su potencial
intrinseco o inducido (Rocay Mroginski, 1991). Se utiliza el término in vitro debido a que

se cultiva en recipientes de vidrio o plastico transparente (Castillo, 2004).

Figura 23: Cultivo in vitro de papa.
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Uno de los conceptos mas importantes para el desarrollo de los cultivos de tejidos in vitro
es la asepsia, este concepto hace referencia al mantenimiento del ambiente confinado en
el recipiente libre de microorganismos, ya que estos creceran a una mayor velocidad que
los explantes, colonizando y eventualmente degradando el tejido vegetal (Roca y
Mroginski, 1991). Otro concepto en el que se basa el cultivo de tejidos vegetales es el
principio de la totipotencia celular, el cual hace referencia a que cualquier célula vegetal al
ser estimulada adecuadamente, sin importar su posicion o funcion, puede regenerar por
completo una nueva planta, gracias a que su acervo genético posee una copia completa
de la planta de la que proviene (Elhiti et al., 2013).

Adicionalmente, una de las caracteristicas principales de los cultivos in vitro, es la
capacidad de control, al manipular algunos factores del medio dentro de unos valores
establecidos, evaluando su efecto; esto supone que el medio quimico y fisico al que es
sometido el tejido determina las caracteristicas de la planta a obtener. Los factores que
intervienen en el medio de cultivo son fisicos, quimicos y el in6culo o explante utilizado
(George, 2008). A traves del cultivo de tejidos vegetales se pueden controlar los procesos
morfogenéticos, fisioldgicos y bioquimicos que se llevan a cabo en los tejidos bajo estudio
(Abdelnour y Escalant, 1994).

El cultivo de tejidos vegetales puede emplearse para diversos propoésitos y tiene muchas
aplicaciones como la micropropagacion, el estudio fisiolégico de plantas, el mejoramiento
genético, la conservacion de germoplasma, la obtencién de metabolitos secundarios y la
generacion de plantas libres de virus y de otros patdégenos (Abdelnour y Escalant, 1994;
Cubero, 2002).

El cultivo de papa se propaga vegetativamente empleando como semilla el tubérculo,
conservando las caracteristicas de la planta madre; una desventaja de esta propagacion
es la transferencia de fitopatégenos a la nueva planta, y por ende el desarrollo temprano
de enfermedades; debido a esto, se han buscado alternativas de propagacion por medio
del cultivo in vitro en el cual se pueden tener las plantas totalmente aisladas del ambiente,
sin riesgo alguno de contaminacion. En tales condiciones se pueden mantener plantas
libres de patdégenos, que puedan ser utilizadas como material inicial para la generacion de

procesos de certificacion de tubérculos-semilla. Adicionalmente, se ha empleado el cultivo
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in vitro en papa, para la conservacion de germoplasma (colecciones), mejoramiento
genético y estudios de diversidad genética (Estrada et al., 1986; Hernandez y Diaz, 2019).
Algunas de las técnicas in vitro empleadas en papa son: cultivo de protoplastos para
programas de fitomejoramiento (Bokelmann y Roest, 1983), cultivo de anteras para la
induccion de callo embriogénico (Hernandez y Diaz, 2019) y formacion de brotes
adventicios a partir de cultivo de callos para micropropagacion (Roest y Bokelmann, 1976),
ademas de técnicas derivadas del cultivo de meristemos para la limpieza de patdgenos.

Limpiezadevirus por metodologias de cultivo in vitro

Es frecuente el uso del cultivo de tejidos in vitro para la obtencién de plantas libres de virus,
las técnicas mas utilizadas para este fin son: cultivo de meristemos, termoterapia,

guimioterapia y crioterapia.

Cultivo de meristemos

El meristemo es un conjunto de células des-diferenciadas encargadas del crecimiento y
desarrollo de la planta, que tiene como funciones basicas el auto-mantenimiento como
region formadoray la iniciacion de tejidos y 6rganos. Este tejido meristematico es la Unica
porcion de la planta, que se puede decir, esta libre de virus, dada su caracteristica de alta
division celular y la no presencia de tejido conductivo. Existen diferentes tipos de
meristemos como son apical, axilar, floral, primario, entre otros, de los cuales se derivan
todos los 6rganos de la planta. EI meristemo apical y el radicular se encuentra en el 4pice

del tallo principal y en la raiz, respectivamente, realizando el crecimiento primario de las

pl antas; tienen forma de domo, con un tamaf€fo

y alrededor de 800 1 1.200 células pequefas de citoplasmas densos (Azcon-Bieto y Talon,
2013).

d
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Figura 24: Meristema aislado de Ipomoea batatas con un tamafio de 1,5 mm con

presencia de cuatro primordios foliares. A. Domo meristemal. B. Primordios foliares.

Fuente: Modificada de Wang y Valkonen (2008)

El cultivo de meristemos consiste en aislar asépticamente el tejido meristemético (0,2-0,5
mm) algunas veces con los primordios foliares, para su posterior introduccién en un medio
de cultivo estéril con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento, con el
objetivo de promover la diferenciacion celular y generar una plantula completa (George y
Debergh, 2008). El verdadero cultivo de meristemos seria solo introducir al medio el domo
meristemal sin primordios, pero se trata de un explante tan pequefio que es muy dificil de
cultivar, asimismo se requieren cuchillas especializadas y un previo conocimiento de la
anatomia del explante para lograr un aislamiento exitoso. Para aumentar las
probabilidades de supervivencia se debe elegir un apice que se encuentre en una etapa
de crecimiento rapido. El cultivo de meristemos no siempre permite liberar a las plantas de
los virus, por lo que se recomienda realizar una verificacion posterior de la presencia de
estos patégenos (Smith, 2012). Esta metodologia puede combinarse con otros procesos
de limpieza como la quimioterapia o termoterapia (Franco, 2006).

La eficiencia de erradicacion de esta técnica depende del tamafio aislado de meristema, a
menor tamafio mayor sera la probabilidad de obtener una planta libre de virus, pero tendra

menos posibilidades de regenerarse (Wang y Valkonen, 2008).

En una investigacion, realizada por Zhang et al., (2019), se implement6 el cultivo de

meristemos para la eliminacién de virus en ocho variedades de papa (Figura 25). El estudio
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reportd la disminucion en niveles del 82,8% para PVY, 16,3% para PVS, 9% para PVXy
0% para PVM; mientras que, en Colombia, Aguirre y Martinez (2001), reportaron la
limpieza total de los virus PVX, PVY, PLRV, PVS y APLV en cultivos de meristemos de
Solanum tuberosum L. cv. Salentuna de brotes de tubérculos previamente tratados con
termoterapia (37°C durante 3 semanas), obteniendo material de siembra de categoria
Super élite, aunque dicha detecciéon viral se efectu6 con pruebas serolégicas que
presentan deficiencias en sus niveles de sensibilidad.

Figura 25: Comparacion de microtubérculos infectados con virus: A. PVX, B. PVS, C.
PVX/PVS, D. PVY, E. PVX/PVS/PVY, F. microtubérculos libres de virus.
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Fuente: Tomado de Zhang et al., (2019).

Termoterapia

En la termoterapia las plantas se someten a temperaturas que oscilan entre 35 y 54°C
segun su nivel de tolerancia, durante un tiempo prolongado (usualmente superior a tres
semanas), logrando, inactivar el virus. Se cree que el estrés térmico permite la ruptura de
los enlaces de hidrégeno y disulfuro de la capside, afectando asi la infectividad del virus
(Panattoni et al., 2013; Carbajal, 2018).

La termoterapia presenta altos porcentajes de efectividad. Se ha reportado que en plantas
de Solanum tuberosum infectadas con PVX y sometidas a 42°C durante 30 dias, se
evidencia un porcentaje de limpieza de 30 al 98% (LOpez-Delgado et al., 2004).
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Para aumentar la efectividad de la limpieza de virus, Wang y colaboradores (2018)
recomiendan utilizar el cultivo de meristemos (1 - 2 mm) en conjunto con la termoterapia,
ya que es posible alcanzar un 100% de efectividad. Cabe resaltar que la temperatura
genera una mayor division celular en el meristemo en comparacion con la del virus, esto
hace que el tamafio del meristemo se incremente, facilitando su diseccion, aumentando
las probabilidades de éxito de la técnica (Smith, 2012). La implementacion de estas dos
técnicas ha permitido la erradicacion de hasta en 81% de PVY en S. tuberosum cuando se
sometieron los explantes, provenientes de meristemos de 0,1 mm, a 37+1°C por 40 dias
(AlMaarri et al., 2012).

Crioterapia

La crioterapia consiste en un proceso de ultracongelacion de los explantes utilizando
nitrégeno liquido, ocasionando que solo las células menos diferenciadas que contienen
menor cantidad de agua sean capaces de sobrevivir; por lo general estas regiones tienen
una menor concentracion viral, generando asi zonas libres de virus. Se recomiendan
realizar combinaciones con las otras técnicas de limpieza para aumentar las areas limpias
de particulas virales. Para el caso de cultivo de meristemos, el tejido meristemal aislado
puede ser muchomas grande, sin afectar el porcentaje de erradicacion (Wang et al., 2018).
Esta técnica también se emplea para la preservacion de germoplasma a largo plazo,

conservando las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los tejidos (Wang et al., 2005).

Un factor importante para el éxito de la regeneracion de los explantes, es la deshidrataciéon
previa a la congelacion evitando lesiones por cristales de agua en el interior de las células
vegetales, aumentando asi la viabilidad del tejido congelado (Suranthran et al., 2012).
Ademés de la deshidratacién, también se emplean crioprotectantes en una alta
concentracion, evitando el cambio de fase liquido a cristales, lo que origina el denominado
estado de vitrificacion. La crioterapia se puede emplear en combinacion con otras técnicas
como la encapsulacién con perlas de alginato, mientras que se usan crioprotectantes

compuestos por glicerol, etilenglicol, dimetil sulfoxido y sacarosa (Normah et al., 2019).

En investigaciones realizadas por Zhang et al. (2019) sobre muestras de Solanum

tuberosum se ha evidenciado la regeneracion del explante luego de ultracongelarlo, con
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porcentajes del 30% al 70% de supervivencia, y tasas de eliminacion de virus del 100%
para PVY, 3,2% para PVXy 2,8% para PVS.

Quimioterapia

Esta técnica emplea agentes antivirales que inhiben la sintesis de RNA viral, ocasionando
una disminucién del titulo viral en las nuevas células vegetales y generando zonas libres
de estos patdgenos (Wang et al., 2018).

La ribavirina (virazole) es el agente antiviral méas utilizado en la quimioterapia, este
compuesto fue sintetizado por Sidwell et al. (1972). La ribavirina es un analogo de
nucleosido sintético (Figura 33), el mecanismo de accién consiste en inhibir la inosina
monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), sin embargo, algunas investigaciones recientes
indican que su mecanismo puede ser mucho mas complejo (Panattoni et al., 2013).

Una desventaja del uso de agentes antivirales como la ribavirina, es que durante el
tratamiento de quimioterapia puede ocasionar fitotoxicidad inhibiendo o disminuyendo la

actividad metabdlica las células vegetales (Danci et al., 2009).

En el cultivo de papa, se ha reportado el uso de la quimioterapia en combinacién con otras
técnicas para la limpieza de virus; un ejemplo de esto fue el estudio realizado por
Valenzuela et al. (2003), en el que se implementé la termoterapia (37°C por periodos de 0,
10 y 20 dias), el cultivo de meristemos y quimioterapia (Ribavirina 0,25y 50 mg/l), para la
eliminacion de virus. La limpieza de los brotes de tubérculos de S. tuberosum var. Alfafue
evaluada através de ELISA. Los resultados arrojaron que los brotes estaban libres de PVM
y PVS, pero aun se detecté PVY; ademas se evidencio fitotoxicidad de la ribavirina a

concentraciones de 50 mgl/l.
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Figura 26: Estructura molecular de la Ribavirina: A. Ribavirina, nucléosido analogo de
la guanosina (1-D-ribofurasosyl-1,2,4-triazole-3-carboxomide); B. Estructura molecular de
guanosina.

A B

HO

Fuente: Tomado de Lopéz, (2011).
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ABSTRACT

As part of the center of diversity of potato, the productivity of this crop in Colombia is far
from its full potential. Increasing evidence suggests that the high prevalence of viruses in
seed-tubers could explain current limited yields as the majority of seed-tubers used by
farmers originates from recycled tuber from preceding seasons which tend to accumulate
viral pathogens. To gain a deeper insight into the health status of S. tuberosum, and S.
phureja seed-tubers used by farmers in the province of Antioquia (Colombia), we have
investigated the prevalence of PVY, PVV, PVS, PVX, PRLV, PYVV, PMTV, and PVB in
certified, and uncertified seed lots. The presence of viruses was determined by gPCR, RT-
PCR, Sanger, and High-Throughput Sequencing (HTS). The eight viruses were detected in
at least one lot sample of S. tuberosum or S. phureja and for most of the viruses, no
significant differencesin prevalence were observed between certified, and uncertified seed-
tuber lots; however, the number of co-infecting viruses and viral loads seem to be lower in
the certified seeds. These results confirm the urgent need to improve current seed-tuber

production standards in Colombia.

Key words: qPCR; RNAseq; Solanaceae; Virome; Virus detection

1. Introduction

The domestication of potato occurred approximately 8,000-10,000 years ago in a region
comprising southern Peru, Bolivia, and Ecuador, from where it soon expanded to the
highlands of Colombia and Venezuela to the north, and Chile and Argentina to the south
(Hardigan et al., 2017). As part of the earliest geographical expansion of potato, Colombia
would be expected to have the ideal conditions for producing this crop at its maximal
potential; however, this is not the case, as annual yields are at about 20.8 t/ha, barely higher
than the worldwide average of 19.5 t/ha (FAOSTAT, 2018). To date, the most efficient
worldwide potato producers, such as United States, the Netherlands, and the United
Kingdom, have yields of about 49.02 t/ha, 41.9 t/ha, and 38.65 t/ha, respectively
(FAOSTAT, 2018); proving that most countries can further optimize production. The

extraordinary productivity of developed countries results in large part from strict seed
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surveillance programs that guarantee the production of seed tubers with negligible loads of
fungal, bacterial, and viral pathogens, in conjunction with cultural practices that favors the
widespread use of certified seeds by farmers (Thomas-Sharma et al., 2016; 2017). It has
been demonstrated that these two measures, in addition to other cultural practices, such
as positive selection and roguing, can have a significant impact in reducing the prevalence
of viruses, and other detrimental pathogens in potato producing regions (Halterman et al.,
2012; Frost et al., 2013; Thomas-Sharma et al. 2017).

In large contrast with the agricultural practices of developed countries, potato in Colombia
is mostly produced by small scale farmersthat plant their crops with seed tubers recycled
from a preceding season or purchased at local informal markets (Thiele, 1999; Guzman-
Barney et al.,, 2012; Forbes et al.,, 2020). Nearly 3% of Colombian potato farmers use
certified planting material (Fedepapa, 2019). It is well documented that the continued use
of recycled seeds can lead to the continuous accumulation of pathogens, thus reducing the
productivity of successive crop cycles, in addition to an increase in the prevalence of
diseases (Thomas-Sharma et al., 2016; Forbes et al., 2020). This practice can explain the
widespread distribution, and high prevalence in Colombia of viruses detrimental to the
potato crop such as Potato virus Y (PVY), Potato virus S (PVS), Potato virus X (PVX),
Potato leafroll virus (PLRV), Potato yellow vein virus (PYVV), and Potato mop-top virus
(PMTV) (Marin and Gutiérrez, 2016; Sierra et al., 2020a). Previous studies in the producing
regions in the province of Antioquia, found that the prevalence of PVY, PLRV and PVXin
the field could be as high as 100%, 83.3% and 93.7%, respectively (Medina et al., 2015;
Garcia etal., 2016; Mesa et al., 2016). These results have been confirmedin a morerecent
study in commercial potato fields in eastern Antioquia, that found 100% prevalence of PVY
and PVX, 72% prevalence for PYVV, 56% for PLRV, and 50% for PVS in the region
comprising the municipalities of San Vicente Ferrer, and Matrinilla; while in the neighboring
municipalities of Sonsén and La Union the prevalence for PVY,PVX, PYVV, and PLRV was
78%, 50%, 78%, and 28%, respectively (Gallo et al., 2021a). A high prevalence of viruses
was also observed in Solanum phureja crops in Antioquia, a diploid potato species that
represents about eight percent of the total production in Colombia. In this case, PVS and
PYVV were detected in 100% of samples, while PLRV, PVY, PVX, and PVV were detected
with a prevalence between 40 and 47% (Sierra et al., 2020b).
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Another issue affecting the productivity of potato in Colombia is derived from the inefficient
reduction of viral loads from planting stocks with current certified seed production schemes
(Sierra et al., 2020a; Gallo et al., 2021a). To reduce the impact of insect-borne diseases,
certified potato seed tubers are produced in the highlands of Boyaca, Cundinamarca, and
Narifio using plant stocks derived from in vitro plants, which are expected have reduced
viral loads (Marin and Gutiérrez, 2016; Sierra et al., 2020a). During the production of seeds
in the field, plants are inspected visually for the lack of symptoms of disease, but the
certification process does not require obligatorily the use of more sensitive techniques such
as ELISA, RT-PCR/gPCR, or sequencing (Martinez et al., 2005; Medina et al., 2015; Sierra
et al., 2020a). The Colombian legislation states that the prevalence of PLRV, PVY, PVS,
and PVX should be lower than 5%, and less than 1% for PYVV as determined by the
percentage of symptomatic plants per hectare (ICA, 2015); unfortunately, current seed
certification schemes seem not be working as expected with respect to viral loads. Recent
work has revealed that current seed certification protocols underestimate the prevalence of
viruses (Gallo et al., 2019; 2021a; Sierra et al., 2020a, b). For example, a recent study in
S. tuberosum found little differences in the prevalence of PVY, PVS, PLRV and PYWV
between informal and commercial seed tubers (Sierra et al., 2020a), and suggested that
more sensitive methods such as ELISA, RT-PCR and qPCR should be used to support the
virus clean-up process. Moreover, emerging high-throughput sequence data suggest the
circulation in eastern Antioquia of non-previously reported virus species and/or variants
such as the Potato virus V (PVV), several PVS strains infecting S. phureja in Colombia
(Vallejo et al., 2016; Sierra et al., 2020b), the PVY?© strain (Mufioz et al., 2016a; Medina et
al., 2017; Riascos et al., 2018), and Potato virus B (PVB), a nepovirus only reported in Pera
(De Souza et al., 2017). The Colombia potato agroindustry has the intention of increasing
the use of certified seed tuber up to 20% in the near (SIOC, 2020), however, these
measures will only have a significant effect upon a thorough revision of certification
schemes.

Currently, the province of Antioquia is the fourth producer of potato in Colombia comprising
five percent of the market, and a total cultivated area of about 7.165 ha (Fedepapa, 2019).
In this province, the most widely cultivated potato varieties are Diacol Capiro (S. tuberosum)
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at 77%, and Criolla Colombia (S. phureja) at 7.4% (Porras and Herrera, 2015). To gain a
deeper insight into the health status of S. tuberosum and S. phureja planting material in the
province of Antioquia, we have performed this study on the prevalence of PVY, PVV, PVS,
PVX, PRLV, PYVV, PMTV, and PVB in certified, and uncertified seed tubers used by
farmersin eastern Antioquia. The presence of viruses was determined by gPCR, RT-PCR,
Sanger, and High-Throughput Sequencing (HTS), and revealed the need to improve the
health status of potato seed tubers in Colombia.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

Eight certified seed tuber lots from both S. tuberosum var. Diacol Capiro, and S. phureja
var. Criolla Colombia were obtained from commercial suppliers in eastern Antioquia.
Uncertified seed tuber lots from both potato varieties were also collected from eight farmers
and/or informal traders and corresponded to seeds planned to be used for starting the next
crop cycle. In this work, nucleic acid extractions were made from a mixture of sprouting
tissue tips collected from the top 2 cm of ten randomly selected tubers from each lot
(Supplementary Fig. 1). For RNAseq, samples consisted of a bulk comprising the complete

set of certified, or uncertified samples for each potato species.

2.2. gPCR/RT-PCR

Total RNA was extracted out of 100 mg from the top two centimeters at the tip of sprouting
tissue of seed tubers for each lot sample. Prior to RNA extraction, plant tissue was ground
in liquid nitrogen. RNA was purified using the GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and eluted in 40 >L of DEPC-treated water. RNA
concentration and purity were determined using the Azeo/2s0 ratio measured in a Nanodrop
2000C spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). cDNA was synthesized using 200U
of RevertAid Reverse Transcriptase (RT) (Thermo Fisher Scientific), RT buffer (1X), dNTPs
at 0.5 mM, 20 U of RiboLock RNase Inhibitor, 100 ng of total RNA and 100 pmoles of the
reverse primer in a reaction volume of 20 >L at 42 °C for 1 h. For PYVV, PLRV and PMTYV,
primers PYVV_R_CP, PLRV-R and 123-end were employed as reverse primers,
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respectively; for PVY, PVV, PVB, PVX and PVS, an Oligo-(dT):s was employed. Details
and references regarding primers used in this work are listed in Table 1. The real-time PCR
(gPCR) step was performed in a final volume of 14 >L with 6.25 >L of the Maxima SYBR
Green/ROX kit (Thermo Fisher Scientific) using 50-100 ng of cDNA and primers at a 0.3
>M concentration. Viruses were amplified using the following primer pairs:
PVY_Col_RV2/PVY_Col_gFV2,gPVV_phu_R/PVV_phu_F,PVS_gen RV2/qPVS_gen_F,
PVX_101-2_RP/PVX_101-2 FP, gPYVV_R_CP/PYVV_F _CP, PLRV-Sense/PLRV-
Antisense, PMTV-1948F/PMTV-2017R and Neponew_pol_F/ Neponew_gpol_R (Table 1).
The temperature profile consisted of a Taq polymerase activation step of 10 min at 95°C,
followed by 35 cycles at 95°C for 15 s, and 52°C for 60 s. Amplifications were carried out in
a Rotor-Gene Q-5plex Real-time PCR cycler (Qiagen, Hilden, Germany). In addition to
threshold cycle (Ct) measurements, the specificity of the qPCR results was confirmed by
High Resolution Melting (HRM) in the 50-99°C range (Supplementary Fig. 2). Positive and
negative controls were included in each test, and consisted of samples previously isolated
from infected and virus-free leaf tissues. Conventional PCR reactions were carried out
using a protocol described previously (Riascos et al., 2018) with primers
PVYCPR/PVYCPF, PVV_phu_F/PVV_phu_R, PVXF_v2/PVXR_v2,
PYVV_F_CP/PYVV_R_CP, PVSCPF/PVSR, PLRV_F/PLRV_R, PMTVF4/PMTVRA4, or
Nepo_pol_F/Nepo_pol_R (Table 1). The identity of amplicons was confirmed for selected
samples by gel electrophoresis, and Sanger sequencing after purification using the
GeneJET Gel Extraction kit (Thermo Fisher Scientific). Sanger sequencing was performed
at Macrogen (South Korea) using an Applied Biosystems 3730XL sequencer.
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Table 1. List of primers used in this study.

Primers Sequence Source

PVY PVY_Col_LRV2 56 GCA TAC TTG GAG ARAThis study
PVY_Col.gFvV2 56 TCG GAT TGG AYG GYC
PVYCPR* 586 CGG AGA GAC ACT ACANie and Singh, 2001
PVYCPF* 56 ACC ATC AAG SAA ATC

PVV gPVV_phu_R 56 CAT CCC GCT CCT CA AAlvarez et al., 2016
PVV_phu_F* 56 ATG CTAAGGAMAC CAG C
PVV_phu R* 56 TGA AAG TGG GCT TTCGC

PVX PVX_101-2 RP 586 GCT TCA GAC GGT GGCAgindotanet al., 2007
PVX_101-2 FP 586 AAG CCT GAG CAC AARA
PVXF_v2* 56 AAA ACT GCA GGC GCAThis study
PVXR_v2* 56 AI@G GGG CRG CAT TC.

PVS PVS_ gen Rv2 56 ATT GRA ANC CCA TRGThis study
gPVS_gen_F 56 CGG GRY TGA GRA ARC
PVSCPF* 56 CTA GRC AAT TGC GACAletal, 2008
PVSR* 56 ATG ATC GAG TCC A ACNie and Singh, 2001

PLRV PLRV-Antisense 56 TTG AAT GCC GGA CACYangetal, 2014
PLRV-sense 586 GCT CAA GCG AGA CAT

56 GCA ATG GGG GTC CAASinghetal, 1995
PLRV-R* .
30

PLRV-F* 56 CGC GCT AAC AGA GTT

PYVV gPYVV_R CP 56 AGG TCT CAG GAT CTCAlvarez-Yepes et al.,
PYVV_F_CP* 56 TCA GGT TAG AGC AGA2017
PYVV_R_CP* 56 AGT TGC TGC ATT CTT

PMTV  PMTV-1948F 56 GTG ATC AGA TCC GCCMumfordetal., 2000
PMTV-2017R 56 CCA CTG CAA AAG AAC
PMTVF4* 56 CAG CAA CCA CAA ACAXuetal., 2004
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PMTVR4* 5
123-end

AGC CAC TAA CAA AAC
GTG AAC CAC GGT TTASavenkovetal., 1999

w o
o O O

(@}

TCG GCA CAA ACC CCTrThis study

TCA ATA GAC CAT CGA

TCG GCA CAA ACC CCTGiraldo etal., 2022
CCA AGG GAC CAC CAT

PVB Neponew_pol F 5

(@}

Neponew_gpol_ R 5

[@)]

Nepo_pol_F* 5

()]

Nepo_pol_R* 5

*Primers used in Conventional PCR

2.3. RNAseq

RNAseq was performed on composite (bulk) samples comprising all RNA extractions used
in each treatment as described above. RNA integrity and concentration were determined in
a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) (Imbeaud et al., 2005). The
cDNA library was synthesized with the Truseq total RNA library preparation with a plant
rRNA depletion kit (lllumina, San Diego, CA). RNAseq was performed in an lllumina
NovaSeq equipment at Macrogen (South Korea). Before the analysis, low-quality bases
(Phred <30) were removed using the program SeqTK (https://github.com/Ih3/seqtk).
Preliminary identification of viruses was performed with Plant Virus Detection Platform
available at https://biotecnologiamicrobianaunalmed.github.io/Plant-Virus-Detection-
Pipeline (Gutierrez, etal., 2021). Afteridentifying the putative viruses present in the sample,
viral genomes were assembled by mapping reads to a suitable reference genome using
Magic-Blast (https:// ncbi.github.io/magicblast/). Assemblies were further confirmed by de
novo assembly with rnaSPAdes (Bushmanovaet al., 2019), and verified for inconsistencies

using the Integrative Genomics Viewer software (Robinson et al., 2011).

2.4. Phylogenetic analyses

Phylogenetic trees included complete, and partial genome sequences obtained in this
study, and were calculated from alignments comprising the largest aligned block.
Redundant sequences were removed using CD-hit (Li and Godzik, 2006). Sequence
alignments were performed with Muscle (Edgar et al., 2004), available at the European
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Bioinformatics Institute (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) with default parameters.
Alignments were edited in MEGA X (Kumar et al., 2018), and trees were calculated with
the neighbor-Joining method (Saitou and Nei, 1987) using the same program. A total of
1000 bootstrap replicates with evolutionary distances were computed under the Tamura 3-
parameter model with a gamma distribution (Tamura, 1992). Ambiguous positions were

removed for each sequence pair.

2.5. Statistical analyses

Fisherbés exact test was performed on 2x2

positive and negative samples for each virus observed in certified and uncertified seed
tuber lots for each potato species. Samples were considered positive by gPCR for Ct values
< 36. The Wilcoxon Rank-Sum test was performed on an ordered table of Ct values; a value
of 36 was assigned to negative samples. Bootstrap analyses were performed using custom
Python scripts; in this case, an empirical cumulative distribution function (ecdf) was
generated for each dataset, and the difference in the area under the curve between
treatments was used as a statistic test. Bootstrap analysis was performed on 10,000
replicates with the null hypothesis (Ho) that samples under comparison had the same ecdf
distributions. Data preprocessing and analysis was performed in Python (version 3.8.0)
using pandas, the statistics package, and Seaborn.

3. Results

3.1. Detection of viruses by gPCR

To date, eight viruses have been regularly described to infect S. tuberosum, and S. phureja
in Colombia: PVY (Potyvirus), PVV (Potyvirus), PVS (Carlavirus), PVX (Potexvirus), PYWV
(Crinivirus), PLRV (Luteovirus), PMTV (Pomovirus), and PVB (Nepovirus). Each one of
these viruses was detected by qPCR, and RT-PCR using primers previously tested for
variants circulating in Colombia (Table 1 and Supplementary Fig. 2); all of them were
detected in at least one lot sample of S. tuberosum or S. phureja (Fig. 1). In S. tuberosum,
PYVV was the most prevalent virus as it was found in all seed tuber samples tested
regardless of their certification status. PVY, PVS, PVX, PLRV, and PMTV were detected

matr
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in at least two samples in both certified, and uncertified seed tuber lots, and, with the
exception of PVY, the prevalence of these viruses was always higher in the uncertified tuber
samples. The only viruses not found in both types of seeds were PVV, which was found in
one uncertified seed tuber lot, and PVB, which was only detected in two certified seed tuber
lots. None of these differences in prevalence were significant according to Fisher's exact
test. In summary, five viruses (PMTV, PVS, PVX, PLRV, and PVV) were found at higher
prevalence in uncertified tubers, two in certified tubers (PVY, and PVB), and one (PYVV)
was found at the same prevalence (100%) in both types of seed tubers (Fig. 1A). As a
whole, a higher prevalence of viruses was observed in the uncertified samples, and
bootstrap analysis suggests that the certification process might have a slight effect in
decreasing virus prevalence (p = .07) (Fig. 1A).

Similar results were observed in the S. phureja samples (Fig. 1B). In this case, all viruses
were detected in at least two samples from each seed tuber type, with the sole exception
of PVB, which was not found in any of the certified seed tuber lots. With more than 70%,
PVX, PYVV, and PMTV exhibited the highest prevalence in both types of seeds. The
potyviruses PVY, and PVV were detected in both types of tubers but at lower frequency
(25-50%). The biggest difference in prevalence was observed for PVS, and PLRV which
were detected at lower frequency in certified seeds: 37.5% vs 87.5% (PVS); 25% vs 62.5%
(PLRV). PMTV was the only virus observed at higher prevalence in certified seeds. Again,
none of these differences were considered significant according to the Fisher's exact test.
In summary, five viruses were observed at higher prevalence in uncertified seed tuber lots
(PVV, PVS, PYVV, PLRV, and PVB), one in certified tubers (PMTV), and two viruses were
found at equal prevalence (PVY and PVX), (Fig. 1B).
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Fig. 1. Detection of potato viruses by qPCRin seed-tuber lots from eastern Antioquia.
Bar plots in panels A and B indicate the proportion of viruses that tested positive for each
of the viruses analyzed in this work in certified (Blue), and uncertified (Gray) seed tubers
from S. tuberosum and S. phureja. Asterisks highlight viruses found at lower amountin the
certified seed tuber lots. Circular plots, illustrate the observed proportions of samples where
prevalence of viruses in certified samples (Prev.C) was lower (blue), equal (gray), or higher
(red), with respect to the uncertified samples (Prev.U). Histograms to right show the
simulated probability distribution of observing a given number of samples with lower
prevalence in the certified seed lots under the assumption of equal prevalence between
certified, and uncertified tubers. Under this assumption, the probability of obtaining at least
five samples with lower prevalence is low (p = .07) suggesting an effectof seed certification

on the overall prevalence of viruses.

As observed with the S. tuberosum samples, bootstrap analysis on S. phureja suggests a
slight effectin decreasing viral loads in the certified seeds with the same p-value (p = .07)
(Fig. 1B). To test for differences in viral loads between certified and uncertified samples,
the distribution of Ctvalues was compared using the Wilcoxon rank sum test (Fig. 2). In S.
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tuberosum, the Wilcoxon test failed to find significant differences in Ct distributions for all
viruses, however, a borderline p-value of .05 was observed for PVS (Fig. 2A). In S. phureja,
differences in PVS (p= .03), and PMTV (p= .01) were considered significant, suggesting
higher loads of PVS, and PMTV in the uncertified, and certified seed tuber lots, respectively
(Fig. 2B).
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Fig. 2. Analysis of the distribution of Ct values in certified and uncertified seed
tubers. A) Empirical cumulative distribution of Ct values in S. tuberosum did not reveal
significant differencesin viral loads between certified (blue lines) and uncertified tubers (red
lines) according to the Wilcoxon rank test (pw) and a bootstrap analysis of the differential
area under the curve (pv). B) In S. phureja, there were significant differences in the
distribution of Ctvalues for PVS, which was found at higher loads in uncertified tubers, and
PMTV, with higher Ctvalues in certified tubers. Median Ct values are shown on top of each

line.
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3.2. Analysis of coinfections

A comparison of the viruses detected per lot revealed interesting trends with respect to
potato seed certification (Fig. 3). In the uncertified S. tuberosum samples, the minimum
number of different viruses per lot was four, and was observed in four lots (Fig. 3A); three
lots were positive for five viruses, while six viruses were detected in the remaining
uncertified seed lot (Fig. 3A). In the certified S. tuberosum lots, the minimum observed
coinfection comprised two viruses and was observed in one sample, two samples were
coinfected with three, four and five viruses, and one sample was positive for six viruses
(Fig. 3A). The average coinfection of uncertified tubers was 4.6; in contrast, certified S.
tuberosum tubers exhibited a lower coinfection average of 4.0. Bootstrap analysis on the
distribution of coinfections resulted in a p-value of 0.06, suggesting differences in the
number of coinfections between certified and uncertified tubers in S. tuberosum. Similar
results were obtained for the S. phureja seed tuber lots (Fig. 3B). In this case, the average
number of viruses detected in uncertified seed lots was five as two uncertified lots were
positive for four viruses, four lots were positive for five viruses, and the remaining lots were
infected with at least six viruses. The average coinfection in certified S. phureja lots was
3.75: five lots were positive for four viruses, while each of the three remaining lots were
positive fortwo, three, and five viruses. Bootstrap analysis on the distribution of coinfections
results in a low p-value of 0.00, suggesting significative differences in the number of
coinfections between certified and uncertified S. phureja seed tubers.
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Fig. 3. Virus coinfections in S. tuberosum and S. phureja seed tuber lots. A) The total
number of viruses detected in uncertified S. tuberosum seed tuber lots ranged between
four and six. In certified lots, coinfections were distributed in a wider range with a minimum
of two viruses per lot to a maximum of six. A heatmap illustrating the Ct values of each lot
samples is shown to the left. Observed coinfections in uncertified (red) and certified (blue)
seed lots is shown to the right; in this case, the distribution of the number of coinfections
had a p-value of .06. B) In S. phureja, coinfections in uncertified tubers comprised between
four and six viruses contrasting with coinfections with two to five viruses in the certified
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planting material. This difference in the number of coinfections was considered significant
(p = .00).

3.3. High-throughputsequencing

High-throughput sequencing of bulked tuber samples was in good agreement with most of
the gPCR results and revealed important differencesin viral loads between samples (Fig.
4). In the uncertified S. tuberosum lots, the total percentage of viral reads was 0.34. The
dominant viruses were PVV, found at 303.1 reads per million (RPM), PVY at 277.7 RPM,
and the three RNA segments of PMTV at 77.8 (RNA1), 90.7 (RNA2), and 79.9 (RNA3).
Trace amounts of PVS (0.5 RPM) were also detected. The certified seed bulk contained a
higher proportion of viral sequences (0.71%), with only one dominant virus, PVY, which
was found at 5,930.9 RPM; trace amounts of PVS were also detected with an abundance
of 0.5 RPM. With respect to S. phureja, the uncertified seed lots exhibited the largest
proportion of viral sequences at 7.91% corresponding mostly to PVS (75,489.8 RPM), PW
(1,389.8 RPM), and the RNA1 (139.0 RPM) and RNA2 (81.2 RPM) segments of PVB. The
certified seed bulk, contained the largest variety of viruses, with a percentage of viral
sequences of only 0.51%. In this case the dominant viruses were PVX (2,244.9 RPM), PV
(695.8), PVY (138.0 RPM), PVS (2.4 RPM), and the three segments of PMTV: RNA1 (3.8),
RNA2 (31.3), and RNA3 (21.4). Neither PLRV nor PYVV were detected in any of the
samples. The final curated genomes were submitted to the NCBI nucleotide database
under accession codes: MZ296922 - MZ296924 (PVY), MZ296925 - MZ296927 (PVV),
MZ296928 (PVS), MZ296929 (PVX), and MZ296933 - MZ296938 (PMTV) and MZ296930
- MZ296931 (PVB). HTS data was included in the Bioproject accession: PRINA732177.

3.4. Phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis of assembled genomes and partial Sanger sequences revealed the
phylogenetic affinity of the viruses detected by gPCR and RNAseq with previously known
isolates in Colombia. For PVY, analysis of three complete genomes obtained in this study
revealed the circulation of two different PVY strains: the recombinant PVYN™, and PVYN.
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Fig. 4. RNAseq analysis of viruses in uncertified and certified seed tuber lots. Circular
plots illustrate the proportion of viral reads (pink) detected in each sample, panels to the
right illustrate the mapping position of reads along each virus segment. In S. tuberosum,
the dominant viruses in the uncertified seed lots were PMTV, PVV, and PVY; contrasting
with viruses in the certifiedlot which comprised mostly PVY. In uncertified S. phureja seeds,
the dominant viruses were PVS, PVV, and PVB; this sample also contained the highest
proportion of viral reads (7.91%). In contrast, certified S. phureja seed tuber lots exhibited
a higher diversity of viruses but at lower loads, in this case the most abundant viruses were
PVY, PVX, and PVV; significant amounts of PVS, and PMTV were also detected in this
sample.

PVYN™N was detected in the certified seed bulks of S. tuberosum and S. phureja, and was
confirmed with partial Sanger sequencing of RT-PCR amplicons (Fig. 5); PVYN™ was
closely related to isolates Yarumal var_B detected in northern Antioquia in S. tuberosum
(Mufioz et al., 2016b), and isolate quitoense_M®6 detected in S. quitoense also in Antioquia

(Gallo etal., 2021b). The PVYNrace was detected in uncertified seeds of S. tuberosum and
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was closely related to strains infecting other solanaceous crops in eastern Antioquia such
as S. lycopersicum, and P. peruviana (Mufioz-Baena et al., 2016; Alvarez et al., 2018).
Analysis of PVV isolates from S. tuberosum and S. phureja, and partial Sanger sequences
indicated that all of them belong to the same clade of the Colombian PVV strain first
described in S. phureja (Alvarez et al., 2016; Gutiérrez et al., 2016), but now also reported
in P. peruviana (Gallo et al., 2020). This would be the first complete sequence of PVW
infecting S. tuberosum in Colombia (Fig. 5). Phylogenetic analysis of PVS revealed that all
of sequences corresponded to the PVSPM" strain widely distributed in Antioquia (Gutiérrez
et al., 2013; Vallejo et al., 2016) (Fig. 5). The PVX clustered within the PVX Eurasian Clade
at 99% bootstrap (Garcia et al., 2016), while PMTV sequences clustered within different
clades previously reported for this virus in Colombia (Gil et al., 2011, 2016) with moderate
bootstrap values (Fig. 5). There is little sequence information on PVB which was reported
for the first time in Peru (De Souza et al., 2017), however, our analysis confirms the
presence of this virus in Antioquia. PVB sequences form a distinct clade with respect to
other nepovirus species (Fig. 5). PYVV and PLRV were not detected in the NGS analysis,
however, analysis of partial Sanger sequences revealed that PYVV sequences clustered
within the main clade of sequences previously described in Colombia (Guzman-Barney et
al., 2012; Alvarez et al., 2017) and the PLRV sequence was part of the main clade found
for this virus world-wide (Guyader and Giblot, 2002; Mesa et al., 2016).
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Fig. 5. Neighbor joining phylogenetic trees of sequences derived from this study.
Sequence in bold correspond to sequences obtained by HTS or Sanger sequencing of RT-
PCR amplicons (PVY: 792 nt, PVV: 795 nt, PVS: 596 nt, PVX: 515, PYVV: 479 nt, PLRV:
328 nt, PMTV: 389 nt, PVB: 658 nt). In all cases, sequences were closely related to
previously identified viruses circulating in Colombia infecting S. phureja, S. tuberosum or
other solanaceous crops such as P. peruviana, S. quitoense, S. lycopersicum, and S.
betaceum. NCBI accession codes are indicated in parentheses, together with information

about the host, if available.

4. Discussion

This study gives further evidence of the high prevalence of viruses in potato seed tubers in
Colombia. gPCR revealed the presence of all the viruses under study (PVY, PVV, PVS,
PVX, PYVV, PLRV, PMTV, and PVB) in at least one seed tuber lot of S. tuberosum var.
Diacol Capiro, and S. phureja var. Criolla Colombia commercialized in eastern Antioquia.
Our results suggest that the certification process has a slight effect in reducing virus
prevalence for most viruses but falls short in reducing viral loads at significant levels. This
is particularly worrying in the case of PYVV, and PVY infection in S. tuberosum. The former
was detected in all the S. tuberosum seed tuber lots tested, while the latter was found at
higher prevalence with respect to the uncertified lots. With respect to S. phureja, the
situation is most critical for PVX, PYVV, and PMTV which were found at more than 70 %
prevalence in all seed tuber lots. Regarding Ct values, no significant differenceswere found
between certified and uncertified lots for most viruses, with the exception of PVS found at
lower load in certified S. phureja lots, and PMTV, which was found at lower load in the
uncertified S. phureja lots. These results reveal a serious problem in current seed tuber
certification schemes implemented in Colombia, as the prevalence of regulated viruses is
higher than the minimum accepted levels allowed by the ICA: 5% for PLRV, PVY, PVS, and
PVX; and 1% for PYVV (ICA, 2015). In addition to these viruses, an updated seed
certification scheme should consider the inclusion of PVB, PVV, and PMTV at least at the
laboratory first stages. These results are in good agreement with previous works (Sierra et
al., 2020a, b; Gallo et al., 2021a). A prevalence study of PVY, PLRV, PYVV and PVS in

seed tubers of S. tuberosum var. Diacol Capiro in Colombia failed to detect significant
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differences between certified and uncertified seeds, and found very high prevalence of
PVY, PLRV, PYVV and PVS (Sierra et al., 2020a). Similar results were obtained in a work
by Gallo et al. (2021a) that failed to detect significant differences in prevalence for PVY,
PVS, PVX, and PYVV between certified and uncertified seeds. With respect to S. phureja,
a recent study by Sierra et al. (2020b) found a high prevalence of PVS (100 %), PYVV (100
%), PLRV (46.7 %), PVY (46.7 %), PVX (40 %), and PVV (40 %) in the planting material
used by farmersin eastern Antioguia. These results are worrisome, in particular regarding
PVY and PLRV, as these viruses are considered the most damaging of potato worldwide
(Kreuze et al., 2020).

Our results also suggest that while the certification protocols failed to reduce the viral load
for most viruses when compared to informally produced seeds, it does have a slight effect
in reducing the total number of viruses in seed tuber lots. Overall, uncertified samples were
positive from four to up to six different viruses per lot with an average of 4.6 for S.
tuberosum, and 5.0 for S. phureja. In contrast, the average number of viruses detected in
certified seed lots was 4.0 (S. tuberosum), and 3.75 (S. phureja) with a minimum of two
viruses and a maximum of five. It is important to highlight that none of these lots was free
of viruses, and levels are still above what is expected for certified planting material. These
results confirm that the Colombian seed tuber certification program is still far from achieving
the goal of distributing high phytosanitary quality planting material and should update
current diagnostic methods of certification to include more sensitive tests based on the
amplification of nucleic acids and/or serology adapted to the strains circulating within the
country. Multiple infections can increase the impact of viral disease in potato. For example,
single infection with PVY, PVX, or PVS, can result is losses of about 20 to 50% but these
values can reach more than 80% in the presence of other viruses (Salazar, 1996; Gallo et
al., 2019; Kreuze et al., 2020). A well know case is PVX which is particularly damaging in
combination with PVY or PVA due to its synergism with both potyviruses (Salazar, 1996;
Kreuze et al., 2020). Something similar occurs with PVS, which is generally considered to
be a mild virus causing only minor tuber yield losses unless its infection occurs together
with PVX (Salazar, 1996; Kreuze et al. 2020). Other particular damaging combination of
viruses include PVS/PVX, PVY/PVX, and PVY/PLRV which can result in more than 80%
losses (Marin and Gutiérrez, 2016; Gallo et al., 2019; Kreuze et al., 2020).
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In addition to specific molecular tests, HTS can be used as a complementary diagnostic
technique to gather detailed genomic information on circulating strains, and identification of
novel viruses. This is relevant as currently there are more than fifty viruses known to infect
potato around the world, and HTS may serve as an early warning on the arrival into a region
of new pathogens (Kreuze et al. 2020; Gutiérrez et al. 2021). Recently, a bioinformatic
pipeline for detection of plant viruses (PVDP) has been developed to facilitate diagnostics
using RNAseq data (Gutiérrez et al. 2021), and our results using this tool proves the
usefulness of these automated methods as part of the virus screening process, and
confirmed that the viruses under study are closely related to previously described
Colombian variants (Gil et al., 2011; Medina et al., 2015; Mesa et al., 2016; Vallejo et al.,
2016; Alvarez et al., 2017; Garcia et al. 2016; Riascos et al., 2018). We believe that HTS
should also be included as part of current diagnostic procedures at the first stages of potato
certification schemes, especially as they are becoming cheaper and easier to implement in
routine analysis. The use of high-quality certified seed tubers, characterized by a low
incidence of pest and pathogens, varietal purity, and appropriate physiological age (Forbes
et al. 2020), has been shown to have a significant impact in the productivity of potato in the
United States, Canada, and several European countries where productivity increases are
estimated at 701 100% (Halterman et al. 2012; Frost et al. 2013; Thomas-Sharma et al.
2016, 2017). Similar strategies should be implemented in Colombia and other Andean
countries as seed degeneration is one of the most limiting factors in potato yields
(Bertschinger et al. 2017; Forbes et al. 2020). To achieve this goal, the Colombian potato
agroindustry should be aware of the potential benefits of improving the astringency of its
certification protocols. In the short term, the seed certification pipeline can be significantly
improved with the implementation of molecular tests that can validate the health status of
the plant stocks used in the production of certified seeds, as well as updating the list of
viruses tested. This work provides several validated sets of primers that can be used to this
end, in addition to proving the utility of high-throughput sequencing as a complementary
diagnostic technique for supporting epidemiological, quarantine and certification processes

in the potato agroindustry.
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5. Conclusion

This work confirms that the production of healthy seed-tubers is still an issue that needs to
be solved by the potato agroindustry in Colombia. For the majority of viruses tested in this
work, no significant differences in prevalence were observed between certified, and
uncertified seed-tuber lots. The sole exceptions are PVS, which is more prevalent in S.
phureja uncertified seed-tuber lots; and PMTV, more prevalent in certified S. phureja lots.
Multiple infections are common in Colombian potato seed-tubers; however, the number of
co-infecting viruses seem to be lower in certified seeds. RNAseq analysis reveals that
current seed certification protocols are failing to reduce the viral loads of PVY in S.
tuberosum, and that uncertified seed tubers exhibit high viral loads of PMTV, and PVV.
With respect to S. phureja, drastic improvements should be implemented in the certification
of seeds as they seem carry a high diversity of viruses, and particularly high loads of PVY,
PVV, and PVX. The accumulation of very high loads of PVS, PVV, and PVB is also
worrisome in uncertified S. phureja tuber-seeds. The potential benefits of improving the
astringency of tuber-seed certification protocols have already been proven in developed
countries, it is expected that by modernizing current protocols, as well as including an
updated list of viruses, the productivity of the potato agroindustry can be improved in the

medium, to long term.
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Supplementary Fig. 1. Examples of the sprouting seed tubers used in this study.

Each sample comprised a mixture of ten tubers per lot, arandomly selected sprouting seed
tuber from each lot is shown.



106 Deteccion molecular y limpieza de virus en material de siembra de Solanum
tuberosumy S. phureja

A PVY PYVV B .
§315 re50 § 0.15, 5% PVY f.‘ L 79.820.7
2 ow 8 0w / t~ '
.l 3 7
5 00s{= = S 008 T o .“"
3 = /Y PVV 80.2:04
w 00 w 00 —— "
5 10 15 20 25 30 35 & 10 15 20 25 30 35
PVV PLRV : e L oo
g R 8 028 PVS | = S| 79.8221
’ c
§ 0.10 § 0201 )
2 e e B o= g / -.h
e 005y & W 4
S - AL 3 oos / PVX 0% 839204
i o0 2 T o0 <>
5 10 15 20 25 30 38 5 10 15 20 25 30 3%
-
PVS PMTV o e
= 102 to 8 o3 @t PVWVV :",_e‘ & oo 776213
§ u = # b > = ‘et
o2{ ¥ ‘
@ 005 = g =5 [ = Ml .'808215
£ 5 o1|= / 7 PLRV [+ 4 81,
=] 2 ’
gl Y| S—— & oo /
5 10 15 20 25 0 W § 10 15 20 25 30 35
PVX _ PWB _ pmMTv 8% 507106
§o1s 191 bp / § 018y 5P o
& 010 8 oo g .
g |9 8 . |IE% PVB ? | 80603
3 0051 =8 5 0os S phureja » 620,
2 oo : — o _- L lu?erosu?) ' i i X
5 10 15 20 25 30 35 5 10 15 20 25 30 35 % 1 80 B2 = 8
Cycle Cycle Tm (*C)

Supplementary Fig. 2. gPCR amplification profiles of viruses investigated in this
study. A) Representative amplification curves for each virus; the inset shows the bands of
the expected size for each virus. B) Distribution of Tm values observed in the S. phureja

and S. tuberosum samples for each virus.
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Tablal: Muestras de S. tuberosum cv. Diacol Capiro (ST)y S. phurejacv. CriollaColombia (SP) evaluadas con su respectivo
origen, coadigo asignado, certificacion, Ct y Tm para cada uno de los virus evaluados.

PYV PVV PVS PVX PYWVV PLRV PMTV PVB
Departamento Muestra  Certificada Ct ™™ Ct m Ct ™™ Ct m Ct m Ct ™™m Ct m Ct Tm
Antioquia ST41 Si 26.33 79.7 >35 >35 2411 825 27.63 84.0 21.46 79.2  24.7% 79.8 >35 >35 >35 >3E
Antioquia ST42 Si >35 >35 >35 >35 >35 >35 >35 >35 24.07 79.0 23.84 78.8 >35 >35 >35 >3E
Antioquia ST43 Si 17.12  80.0 >35 >35 >35 >35 >35 >35 22.00 76.2 23.24 80.4 >35 >35 2454 80.8
Antioquia ST44 Si 2552  82.0 >35 >35 27.69 785 >35 >35  20.95 81.2 23.61 80.3 2591 80.8 2227 81.C
Antioquia ST45 Si >35 >35 >35 >35 27.87 78.3 >35 >35 22.76 775 23.34 80.5 >35 >35 >35 >3E
Antioquia ST46 Si 12.07 79.8 >35 >35 >35 >35 29.03 835 16.62 77.5 >3E >35 >35 >35 >35 >35
Antioquia ST47 Si 18.83  80.2 >35 >35 28.85  77.7 27.71 84.0 16.75 77.5 >3E >35 2439 795 >35 >3E
Antioquia ST48 Si 11.15 80.0 >35 >35 >35 >35 26.99 84.2  16.03 77.5 >3E >35 24.48 81.0 >35 >3E
Antioquia ST33 No >35 >35 >35 >35 24.77  78.0 26.34 84.0 20.86 77.0 21.2¢ 80.8 16.51 81.3 >35 >3E
Antioquia ST34 No 25.24  79.0 >35 >35 25.08 77.5 27.26 845 21.98 76.5  23.3¢ 80.5 15.77 80.8 >35 >3E
Antioquia ST35 No 21.55 79.5 >35 >35 25.74  83.2 28.32 83.8 22.20 76.8  25.83 79.3 >35 >35 >35 >3E
Antioquia ST36 No >35 >35 >35 >35 26.41  77.8 2430 83.7 21.53 77.0 24.09 81.5 >35 >35 >35 >3E
Antioquia ST37 No 27.97 79.3 >35 >35 26.93 783 >35 >35  20.55 80.5 26.12 78.3 17.51 80.5 >35 >3E
Antioquia ST38 No >35 >35 24.69 80.7 >35 >35 23.99 84.7 21.57 76.5  23.67 80.0 >35 >35 >35 >35
Antioquia ST39 No 10.89 79.2 >35 >35 24.10 82.0 >35 >35 1291 77.3 >3E >35 26.97 81.0 >35 >35
Antioquia ST40 No 25,50 79.0 >35 >35 >35 >35 28.55 84.3 16.14 77.5 >3E >35 24.49  80.5 >35 >3E
Antioquia SP37 Si 27.24  80.5 >35 >35 26.21 78.0 >35 >35 21.65 77.0 21.14 84.0 26.52 81.3 >35 >3E
Antioquia SP38 Si 14.15 79.5 >35 >35 >35 >35 >35 >35  23.00 76.2 24.41 80.8 1490 81.3 >35 >35

Antioquia SP39 Si >35 >35 20.42 80.0 26.92 80.7 26.43 83.7 >35 >35 >3E >35 25.06 80.8 >35 >3E
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PYV PVV PVS PVX PYVV PLRV PMTV PVB
Departamento Muestra  Certificada Ct ™™ Ct ™™ Ct ™™ Ct ™™ Ct m Ct ™™ Ct ™™ Ct m
Antioquia SP40 Si >35 >35 17.44 79.8 >35 >35 22.08 83.3 17.09 77.5 >3E >35 24.49 813 >35 >3E
Antioquia SP41 Si >35 >35 >35 >35 >35 >35 9.46 83.5 17.68 77.5 >3E >35 24.97 80.8 >35 >3E
Antioquia SP42 Si >35 >35 25,50 79.5 >35 >35 28.93 83.8 19.79 76.8 >3E >35 24.22 80.5 >35 >3E
Antioquia SP43 Si >35 >35 >35 >35 >35 >35 28.11 84.0 >35 >35 >3E >35 23.80 813 >35 >3E
Antioquia SP44 Si >35 >35 >35 >35 21.98 81.7 28.41 84.2 13.67 77.5 >3E >35 2451 80.5 >35 >3E
Antioquia SP45 No 2432 79.7 >35 >35 12.23 81.2 25.49 83.0 23.02 76.2 22.98 81.5 29.18 80.7 >35 >3E
Antioquia SP46 No >35 >35 >35 >35 14.13 82.0 28.48 84.0 25.27 77.5 25.4€ 83.5 >35 >35 21.93 80.23
Antioquia SP47 No >35 >35 2454 80.7 27.17 78.2 >35 >35 22.30 76.5  23.67 80.3 >35 >35 >35 >3E
Antioquia SP48 No >35 >35 23.62 80.5 27.45 76.8 28.65 84.5 20.53 77.2 23.04 83.3 27.21 811 >35 >3E
Antioquia SP49 No 29.31 80.3 18.83 80.5 >35 >35 >35 >35 20.59 81.0 22.41 81.5 28.06 80.8 >35 >3E
Antioquia SP50 No >35 >35 17.57 80.2 8.60 80.5 28.29 83.8 16.48 77.2 >3E >35 25.89 79.8 >35 >3E
Antioquia SP51 No >35 >35 >35 >35 11.56 81.5 28.28 83.5 18.15 77.0 >3E >35 25.62 79.5 >35 >3E
Antioquia SP52 No >35 >35 >35 >35 8.86 82.5 28.16 84.2 20.50 77.2 >3E >35 25.69 815 1442 80.2

Valores de Ct >35 se consideran muestras sin infecciéon



Tabla2: Secuencias obtenidas por medio de secuenciacion HTSy Sanger

Numero de Tamafio
accession Cultivar Caodigo Virus Secuenciacion  secuencia(nt)
MZ296922 Diacol Capiro BST16 PVY HTS 9647
MZ296923 Diacol Capiro BST15 PVY HTS 9694
MZ296924  CriollaColombia  BSP14 PVY HTS 9678
MZz394758 Diacol Capiro ST43 150CT  PVY Sanger 792
MZ394757  CriollaColombia  SP38 130CT  PVY Sanger 795
MZ296925 Diacol Capiro BST16 PVV HTS 9784
MZ296926 CriollaColombia  BSP15 PVV HTS 9824
MZ296927  CriollaColombia  BSP14 PVV HTS 9824
MZ394759 CriollaColombia  SP39 160CT PVV Sanger 399
MZ394760 CriollaColombia  SP50 170CT PVV Sanger 443
MZ296928  CriollaColombia  BSP15 PVS HTS 8497
MZ394761 CriollaColombia  SP50 190CT PVS Sanger 596
MZ394762 CriollaColombia  SP52 200CT PVS Sanger 600
MZ394763 CriollaColombia  SP41 180CT  PVX Sanger 515
MZ296929 CriollaColombia  BSP14 PVX HTS 6416
MZ296930 CriollaColombia  BSP15(RNA1) PVB HTS 7120
MZ296931 CriollaColombia  BSP15(RNA2) PVB HTS 4298
MZ394768 CriollaColombia  SP52 310CT PVB Sanger 658
MZ296933 Diacol Capiro BST16(RNA1) PMTV HTS 6006
MZ296934 Diacol Capiro BST16(RNA2) PMTV HTS 2945
MZ296935  Diacol Capiro BST16(RNA3) PMTV HTS 3095
MZ296936 CriollaColombia  BSP14(RNA1l) PMTV HTS 5868
MZ296937 CriollaColombia  BSP14(RNA2) PMTV HTS 2924
MZ296938 CriollaColombia  BSP14(RNA3) PMTV HTS 2104
MZ394765  Diacol Capiro ST33270CT PMTV Sanger 391
MZ394765 Diacol Capiro ST34 280CT PMTV Sanger 391
MZ394766 Diacol Capiro ST37290CT PMTV Sanger 395
MZ394764  Diacol Capiro ST38 260CT  PMTV Sanger 389
Mz394770 Diacol Capiro ST39 PYVV Sanger 479
MZ394769 Diacol Capiro ST48 PYVV Sanger 487
Mz394771  Diacol Capiro ST220CT PLRV Sanger 328
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Potato virus Y (PVY)

Figura 1. Deteccién molecular de PVY mediante gPCR en brotes de papa cv. Diacol
Capiro y Criolla Colombia del oriente antioquefio. A. Perfiles de las curvas de melting
(A) de 79.8+0.7°C. B. Curvas de amplificacion.
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Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa para la amplificacion por RT-PCR de CP
de PVY (801 pb) a partir de muestras de brotes de papa cv. Diacol Capiro y Criolla
Colombia del oriente antioquefio.
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Figura 3: Ejemplo de un electroferograma de un amplicén de RT-PCR de la regién

CP del virus PVY (801 pb), obtenido por secuenciacion de Sanger.
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Potato virus V (PVV)

Figura 4: Deteccién molecular de PVV mediante gPCR en brotes de papa cv. Diacol
Capiro y Criolla Colombia del oriente antioquefio. A. Perfiles de las curvas de melting

de 80.2+0.4°C. B. Curvas de amplificacion.
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Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa para la amplificacion por RT-PCR de CP
de PVV (459 pb) a partir de muestras de brotes de papa cv. Criolla Colombia del

oriente antioquefio.



112 Deteccion molecular y limpieza de virus en material de siembra de Solanum
tuberosumy S. phureja

PWV C-

SP39 SP50

1000pb w
| A}

500pb N -

Figura 6: Ejemplo de un electroferograma de un amplicon de RT-PCR de la region
CP del virus PVV (459 pb), obtenido por secuenciacion de Sanger.
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Potato virus S (PVS)

Figura 7: Deteccién molecular de PVS mediante gPCR en brotes de papa cv. Diacol
Capiro y Criolla Colombia del oriente antioquefio. A. Perfiles de las curvas de melting

de 79.8+£2.1°C. B. Curvas de amplificacion.
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa para la amplificacion por RT-PCR de CP
de PVS (629 pb) a partir de muestras de brotes de papa cv. Criolla Colombia del
oriente antioquefio.
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Figura 9: Ejemplo de un electroferograma de un amplicon de RT-PCR de la region
CP del virus PVS (629 pb), obtenido por secuenciacion de Sanger.
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Potato virus X (PVX)

Figura 10: Deteccién molecular de PVX mediante gPCR en brotes de papa cv. Diacol
Capiro y Criolla Colombia del oriente antioquefio. A. Perfiles de las curvas de melting
de 83.9+£0.4°C. B. Curvas de amplificacion.
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Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa para la amplificaciéon por RT-PCR de CP
de PVX (562 pb) a partir de muestras de brotes de papa cv. Criolla Colombia del
oriente antioquefio.
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Figura 12: Ejemplo de un electroferograma de un amplicon de RT-PCR de laregion
CP del virus PVX (562 pb), obtenido por secuenciacion de Sanger.
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Potato yellow vein virus (PYVV)

Figura 13: Deteccion molecular de PYVV mediante gqPCR en brotes de papa cv. Diacol
Capiro y Criolla Colombia del oriente antioquefio. A. Perfiles de las curvas de melting
(A) de 77.6x1.3°C. B. Curvas de amplificacion.
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Figura 14: Electroforesis en gel de agarosa para la amplificacion por RT-PCR de CP

de PYVV (495 pb) apartir de muestras de brotes de papa cv. Diacol Capiro del oriente

antioquefio.
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Figura 15: Ejemplo de un electroferograma de un amplicon de RT-PCR de laregion
CP del virus PYVV (495 pb), obtenido por secuenciacion de Sanger.
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Potato leafroll virus (PLRV)

Figura 16: Deteccion molecular de PLRV mediante qPCR en brotes de papa cv. Diacol
Capiro y Criolla Colombia del oriente antioquefio. A. Perfiles de las curvas de melting

de 80.8+1.5°C. B. Curvas de amplificacion.
A

0,10
0,2
020
g
5
201
£ y
5
=010
0,0
T T T T [I‘[ll] T u T T - T T T
80 & 70 7 20 g % o 100 [Threshold} 10 15 20 25 20 35 40
Cycle

.SF’4? SP48.5T41 .ST42 ST34 .Eu:untru:ul-

Potato mop-top virus (PMTV)

Figura 17: Deteccion molecular de PMTV mediante qPCR en brotes de papa cv.
Diacol Capiro y Criolla Colombia del oriente antioguefio. A. Perfiles de las curvas de

melting de 80.7+0.6°C. B. Curvas de amplificacion.
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Figura 18: Electroforesis en gel de agarosa parala amplificacion por RT-PCRdelgen
TGB2de PMTV (417 pb) a partir de muestras de brotes de papa cv. Diacol Capiroy

Criolla Colombia del oriente antioquefio.
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Figura 19: Ejemplo de un electroferograma de un amplicon de RT-PCR de laregion
TGB2del virus PMTV (417 pb), obtenido por secuenciacién de Sanger.
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Potato virus B (PVB)

Figura 20: Deteccién molecular de PVB mediante gPCR en brotes de papa cv. Diacol

Capiroy CriollaColombia. A. Perfiles de las curvas de melting de 80.6 £0.3°C. B. Curvas
de amplificacion.
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Figura 21: Electroforesis en gel de agarosa para la amplificacion por RT-PCR region

de la RdRp de PVB (684 pb) a partir de muestras de brotes de papa cv. Criolla
Colombia del oriente antioquefio.



120 Deteccion molecular y limpieza de virus en material de siembra de Solanum
tuberosumy S. phureja

PVB C-

SP52

\awnd

Nadd

1000pb

500pb .
|
-

Figura 22: Ejemplo de un electroferograma de un amplicon de RT-PCRregién de la
RdRp del virus PVB (684 pb), obtenido por secuenciacion de Sanger. Primers:

Nepo_podTCEGGOABAAACCCCTATTCC-306) y NepoCCAAGGCRC ( 50
CACCATCAACC-30)
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ABSTRACT

The most important viruses infecting potato in Colombia are PVY, PLRV, PVS, PYVV, PVV,
PVX, PMTV, and PVB. Unfortunately, recent investigations on the health status of
uncertified and certified seed-tubers of Solanum tuberosum cv. Diacol Capiro and Solanum
phureja cv. criolla Colombia used by farmersin eastern Antioquia (Colombia) have revealed
alarming levels of infection by these viruses in all types of seeds distributed in the region.
A similar study on northern Antioquia, testing all these eight viruses has not been
performed. To close this gap, we present a complementary study on the prevalence of
viruses in seed- tubers distributed and commercialized in this region using a combination
of gPCR and high-throughput sequencing. Our results further confirm the poor quality of
seed-tubers used in Colombia and suggests infection by tobacco necrosis virus D (TNV-
D), whichis the first report for this virus in Colombia.

Key words: plant viruses; RNAseq; gPCR; seed certification; Solanaceae; virome

1. Introduction

The province of Antioquia is the fourth most important potato producer in Colombia with
fields comprising a total of 8619 hectares with annual yields estimated at 20,3 t/ha (Agronet,
2021) and dominated by the tetraploid cultivar Solanum tuberosum cv. Diacol Capiro, and
the diploid Solanum phureja cv. criolla Colombia (Porras and Herrera, 2015; MADR, 2019).
In Antioquia, potato production is concentrated in the eastern and northern regions, the
latter of which comprises fields totaling 3585 ha across the municipalities of Santa Rosa de
Osos, Entrerrios, San Pedro de los Milagros, and Belmira. The production of potato in the
northern highlands of Antioquia is estimated at 86465 ton per year with an average yield of
24 t/ha (Agronet, 2021); this value is significantly higher with respect to the eastern yields
of 16 t/ha (Agronet, 2021). Recent investigations on the viruses transmitted through seed-
tubers in potato fields in eastern Antioquia have revealed a high prevalence of RNA viruses
in formal- and informally- produced planting material, and it is believed that high viral loads
are a major factor explaining the lower potato productivity of the region (Sierra et al., 2020,
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2021; Gallo et al., 2019; 2021b). For example, in a study on seed-tubers from the Diacol
Capiro cultivarit was found a prevalence for PYVV of 73.3%, and up to 90% for PVY (Sierra
et al., 2021). With respect to the cultivar Criolla Colombia, the prevalence of viruses was
more dramatic as some viruses such as PVS and PYVV reached 100%, PLRV 47%, PVY
47%, PVX 40%, and PVV 40% (Sierra et al., 2020). A similar work on Diacol Capiro tubers
observed a high proportion of tuber exhibiting multiple infections which included the binary
infections PVY/PLRV, PVY/PYVV, PVY/PVX, PVY/PVS, PYVV/PVX; the ternary infection
PVY/PYVV/PLRYV, and the guaternary infections PVY/PYVV/PVX/PLRV,
PVY/PVX/PVS/PLRV Gallo et al. (2021b).

It is a well-stablished factthat the widespread use of low-quality seed-tubers in Colombia
is a major factor in the high prevalence of viral diseases in potato fields throughout the
country (Gallo et al., 2021b; Sierra et al., 2021). It is estimated that only 3-5% of farmersin
Colombia use certified planting material (Fedepapa, 2019; MADR, 2019) which,
unfortunately, is not of sufficient quality with respect to viral infections either (Garcia et al.,
2021; Sierra et al., 2021). To plant a new field, the average Colombian farmer uses seed-
tubers produced by the same farmers from a preceding season or purchased in informal
markets (MADR, 2019). Formal seed-tubers, on the other hand, are produced by
specialized farmers in the highland plains of Cundinamarca, Boyacé and Narifio, where
there is reduced insect pressure, from in vitro stock plants presumed to be free of viruses
(ICA, 2015; Fedepapa, 2019). Unfortunately, the use of low sensitivity detection methods,
and the circulation of local virus species and variants that are not detectable with available
commercial serological kits has resulted in formal seeds with unacceptable levels of
prevalence for some limiting viruses such as PLRV, PVY, PVX, PVS, and PYVV (Gallo et
al., 2021b; Sierra et al., 2021).

PVY, PLRV, PVS, PYVV, PVV, PVX, PMTV, and PVB are the most prevalent viruses
affecting potato in Colombia (Guzman et al., 2010; Vallejo et al., 2016; Sierra et al., 2020,
2021; Gallo et al., 2019; 2021b; Giraldo et al., 2022). However, only one study on the
prevalence of these eight viruses in seed-tubers has been performed to this day (Garcia et
al., 2021). On that work, the authors performed a pilot seed-indexing study using the tuber
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sprouting test through gPCR with an updated set of primers on potato producing regions in
eastern Antioquia. The authors found that viruses such as PYVV and PMTV were highly
prevalent in seed lots from both cultivars; PLRV, PVY, and PVB were highly prevalent in all
cv. Diacol Capiro lots, but mostly absent in cv. criolla Colombia, and PVV was almost
exclusively found in cv. Criolla Colombia. With respectto PVS, and PVX these viruses were
only found at low prevalence in the Diacol Capiro cultivar. In agreement, with previous work,
multiple infections were also common in both cultivars, and no uninfected tubers were
identified in any of the tested lots (Garcia et al., 2021). Little is known about the health
status of potato seeds commercialized in the northern producing regions of the province of
Antioquia. To close this gap, we have performed this study on the prevalence of PLRV,
PVY, PVX, PVS, PVV, PYVV, PMTV, and PVB in potato seeds stocks from the
municipalities of San Pedro de los Milagros, Santa Rosa de Osos and Entrerrios by real-
time RT-PCR (qPCR) and high-throughput sequencing (HTS).

2. Materials and methods

2.1. Plant material

This investigation involved sampling and analysis of seed-tuber samples from the
municipalities of San Pedro de | os Milagros (€
55.44" N, -75° 31' 0.84" W), and Santa Rosa de Osos (6° 38" 50.57" N, -75° 27' 37.12" W)
in northern Antioquia. Samples were collected from eight uncertified S. tuberosum cv.
Diacol Capiro seed lots, eight uncertified S. phureja cv. Criolla Colombia seed lots, and
eight certified S. tuberosum cv. Diacol Capiro seed lots (Supplementary Fig. 1). Due to the
local nature and short dormancy period of the S. phureja, certified seeds for this cultivar
were not available in the region. Sprouting in dormant seed-tubers of cv. Diacol Capiro was
induced by spraying a diluted solution of gibberellic acid at 50 ppm (Sigma-Aldrich, EEUU)
in distilled water, air drying, and storage in darkness at room temperature for 15-20 days.
Finally, from each seed-tuber lot, three separate tubers and three sprouts per tuber were

used for virus indexing.
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2.2. qPCR

Total RNAwas extracted from 100 mg of the top two centimeters at the tip of each individual
tuber sprout, following previous methods from our group (Medina et al., 2015; Garcia et al.,
2016; Sierra et al., 2020). Prior to RNA extraction, plant tissue was ground in liquid nitrogen.
RNA was purified using the GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo Fisher
Scientific, EEUU) and eluted in 40 uL of DEPC-treated water. RNA concentration and purity
were determined using the A260/280 ratio measured in a Nanodrop 2000C
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). cDNA was synthesized using 80U of
RevertAid Reverse Transcriptase (RT) (Thermo Fisher Scientific), RT buffer (1X), dNTPs
at 1 mM, 20 U of RiboLock RNase Inhibitor, 1 pg of total RNA and 20 pmoles of the reverse
primer in a reaction volume of 20 pL at 42°C for 1 h. For PYVV, PLRV and PMTV, primers
PYVV_R_CP, PLRV-R and 123-end were employed as reverse primers, respectively; for
PVY, PVV, PVB, PVX and PVS, an Oligo-(dT)18 was employed. Details and references
regarding primers used in this work are listed in Table 1. cDNA synthesis was performed in
a T3 thermal cycler (Biometra, Germany) at 65°C for 5 min, 42°C for 60 min, and a final
enzyme inactivation step at 70°C for 10 min. The real-time PCR (gPCR) step was
performed in a final volume of 14 pL with 6.25 pL of the Maxima SYBR Green/ROX kit
(Thermo Fisher Scientific) using 100 ng of cDNA and primers at 0.3 pM concentration.
Viruses were amplified using the following primer pairs: PVY_Col RV2/PVY_Col gFV2,
gPVV_phu_R/PVV_phu_F, PVS_gen RV2/gPVS _gen_F, PVX 101-2 RP/PVX_101-
2 _FP, gPYVV_R_CP/PYVV_F_CP, PLRV-Sense/PLRV-Antisense, PMTV-1948F/PMTV-
2017R and Neponew_pol F/ Neponew_qgpol R (Table 1). The temperature profile
consisted of a Taq polymerase activation step of 10 min at 95°C, followed by 35 cycles at
95°C for 15 s, and 52°C for 60 s. Amplifications were carried out in a Rotor-Gene Q-5plex
Real-time PCR cycler (Qiagen, Germany). In addition to threshold cycle (Cf)
measurements, the specificity of the gPCR results was confirmed by High Resolution
Melting (HRM) in the 50-99°C range. Positive and negative controls were included in each
test and consisted of samples previously isolated from infected and virus-free potato
tissues. The identity of amplicons was confirmed for selected samples by Sanger

sequencing.
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Table 1. List of primers used in this study.

Primers Sequence Source

PVY  PVY_Col_RV2 5
PVY Col gFV2 5

GCA TAC TTG GAG ARA Garcia et al
TCG GAT TGG AYG GYG (2021)

o O

PVV gPVV_phu_R 56 CAT CCC GCT CCT CAA Alarez et al
PVV_phu_F 56 ATG CTG GAA AAG ATC (2016)

PVX PVX_101-2 RP 56 GCT TCA GAC GGT GGC Agindotan et al.
PVX_101-2_FP 56 AAG CCT GAG CAC AAA (2007

PVS PVS_gen_RV2 56 ATT GRA ANC CCA TRG Garcia et al
gPVS_gen_F 56 CGG GRY TGA GRA ARG (2021)

PLRV PLRV-Antisense 56 TTG AAT GCC GGA CAG Yang et al
PLRV-sense 56 GCT CAA GCG AGA CAT (2014
PLRV-R* 56 GCA ATG GGG GUOABCTCAA Singh et al

30 (1995)

PYVV gPYVV_R _CP 56 AGG TCT CAG GAT CTG Alarez et al
PYVV_F_CP 56 TCA GGT TAG AGC AGA (2017
PYVV_R_CP* 56 AGT TGC TGC ATT CTT

PMTV PMTV-1948F 56 GTG ATC AGA TCC GCG Mumford et al
PMTV-2017R 56 CCA CTG CAA AAG AAC (2000)
123-end* 56 GTG AAC CAC GGT TTA Savenkov et al

30 (1999)

TCG GCA CAA ACC CCT Garcia et al
TCAGAOQ ACAT CGA ACC (C(2021)

PVB Neponew_pol_F 5
Neponew_gpol_R 5

o O

*Primers used in the cDNA synthesis

2.3. High-throughputsequencing

cDNA libraries for HTS were prepared with the TruSeq Stranded Total RNA LT Sample
Prep kit using bulked total RNA from certified (BST19) and uncertified (BST20) S.
tuberosum cv. Diacol Capiro seeds; and uncertified (BSP18) S. phureja cv. Criolla
Colombia. Ribosomal RNA (rRNA) was removed with the Ribo-Zero Plant kit (lllumina,
USA). The quality and quantity of the nucleic acid preparations was assessed with a 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA). Sequencing was performed with the lllumina
NovaSeq system service provided by Macrogen (South Korea). The quality of each dataset
was verified with fastqc (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), and
the  low-quality bases (Phred < 30) were removed using Segtk
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(https://github.com/Ih3/seqtk). Preliminary detection of viruses was done with the PVDP
platform (Gutiérrez et al., 2021). Scaffolds from low coverage genomes were assembled
with Magic-BLAST (Boratyn et al., 2019). Viruses with high coverage were assembled de
novo with rnaSPAdes for each dataset (Bushmanova et al., 2019). Contigs and scaffolds
were verified for assembly errors with the Integrative Genomics Viewer (IGV) (Robinson et
al., 2011). Phylogenetic analyses were carried out in MEGA 11 (Tamura et al., 2021) using
the Neighbor-Joining method (Saitou and Nei, 1987) with 1,000 bootstrap replicates.
Sequences were aligned with MUSCLE (Edgar, 2004). Ambiguous positions were removed
for each sequence pair. Evolutionary distances were computed using the Tamura-Nei
method with a gamma distribution (Tamura, 1992).

3. Results

3.1. Detection of viruses by qPCR

With exception of PVV and PVB, gPCR revealed high levels of prevalence for most viruses
in S. tuberosum cv. Diacol Capiro tubers. For uncertified tubers of this cultivar PVX, PYVV,
and PMTV were detected in all samples (100%); PVY and PVS were detected in seven
samples (87.5%); and PLRV in five samples (62.5%). All uncertified S. tuberosum cv. Diacol
Capiro tuber tested negative for PVV and PVB (Fig. 1A). All the viruses detected in
uncertified Diacol Capiro tubers were also detected in certified tubers at 100% prevalence,
with the addition of one sample from San Pedro that tested positive for PVB (Fig. 1A). In
contrastto S.tuberosum cv. Diacol Capiro, all viruses were detected in S. phureja cv. Criolla
Colombia: PVY, PVV, PVS, PYVV, and PLRV were detected in all samples (100%); PVX
in seven samples (87.5%); PMTV in six samples (75%), and PVB in two samples (25%).
The most remarkable difference was the high prevalence of PVV in S. phureja which was
not detected in S. tuberosum (Fig. 1B). As observed in previous studies, coinfections were
common in all tested seed-tuber lots. In S. tuberosum, samples were coinfected with at
least four viruses with the combination PVY/PVS/PVX/PYVV/PLRV/PMTYV being the most
common as it was observed in seven certified samples, and five uncertified samples. One

certified sample was infected with all viruses, except for PVV (Fig. 1C). With respect to S.
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phureja, all samples were infected with at least six viruses, however, the large majority were
infected with the seven-virus combination PVY/PVV/PVS/PVX/PYVV/PLRV/PMTV.

A
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—— 86(SR) [kl - |RERE19.8 Wi RCGH 252 - [[——75(sP) 246 - (217 21.7 REER 202" 257 -
BT LCLY 132 I 00 RPN 169 142 1186

: L sosr) 284 - 232 210 235 238
2ro| - 73(SP) : 236 209 225

85SR) - - | 245 257 BB -
sasP) 218 - | 228 243 (189 285 248 - J 77(SP) 201 223 ﬁﬁ% 238
rss-z(SR) 245 - 227 BUE 267 289 - ‘ Frm(sm RCH 224 @ 229 237
S1ER) JRAPS - | 246 241 206 271 239 - T 76(SP) [EX:R 236  19: | 316
L ae(sm 231 206 EEM - 288 - ‘1—78(SP) - 264 233 194 307 -
PVY PW PVS PVX PYW PLRV PMTV PVB PVY PW PVS PVX PYW PLRV PMTV PVB
78 08 7/8 88 858 58 88 08 8/8 0/8 858 88 88 858 88 18

S. phureja (Uncertified)

, TC TU PU
87(SR) 27.3 21.6m - REEER2tey - (246 110 0 PVY|PVSIPVX|PYVV|PLRV|PMTV|PVB
88(SR) 254 203 278 241 208 214 8 7 viruses | 0|0 BPVY\PVV|PVS|PVX|PYW|PLRVIPMTV
86(SR) 25.7 260 239 - 301 0|0 | 1 | PVY|PWIPVSIPVX|PYWV|PLRV|PVB
83(SP) | 246 : J e - i 0 | PVY|PVS|PVX|PYVV|PLRVIPMTV

viruses g
84(SR) 27.8 240 - 0|0 |1 PVY|PVVIPVS|PYVV|PLRV|PVB
—85(SR) | 23.9 249 ;
- 5 viruses | 0 h 0  PVY|PVS|PVX|PYVV|PMTV

81(SP) | 22.1 228

: PVY|PVXIPYWV|PMTV
82(sP) | 236 ] %2 - iviruses: | R PYYIFVIORYVV]
PVY PW PVS PVX PYW PLRV PMTV PVB 0|10 PYSIPVXIPYVVIPMTV

8/8 @88 88 7/8 88 88 68 28

Fig. 1. Virus prevalence in potato seed-tuber lots from northern Antioquia. A) Eight
RNA viruses known to infect potato in Colombia were tested by gPCR in certified, and
uncertified seed-tubers from S. tuberosum cv. Diacol Capiro and B) S. phureja cv. Criolla
Colombia. Numbers correspond to Ct values. C) Virus coinfections observed for each
sample type. ER: Entrerrios; SP: San Pedro de los Milagros; SR: Santa Rosa de Osos. TC:
S. tuberosum certified tubers; TU: S. tuberosum uncertified tubers; PU: S. phureja

uncertified tubers.

3.2. High-throughputsequencing

RNAseq analysis revealed a higher proportion of viral reads, 6.21% and 0.95% in the S.
tuberosum uncertified and certified samples, respectively. For S. phureja the proportion of
viral reads was of 1.01% (Fig. 2). In uncertified S. tuberosum cv. Diacol Capiro seed lots,
the dominant viruses were PLRV at 2,165 reads per million (RPM),PMTV segments at 105-
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287.9 RPM and PVY at 59,334 at RPM (Fig. 2). Reads attributed to all RNA segments of
PYVV were also detected in this dataset at 2.9 (RNA1), 18.9 (RNA2), and 8.6 (RNA3) RPM.
Viral loads were lower in the certified tubers, in this case, the dominant viruses were also
PVY at 9,398.6 RPM and PLRV at 51.0 RPM (Fig. 2). The set of viruses present S. phureja
seed lots was different to that of S. tuberosum. In this case the dominant viruses were PVX
(8,889 RPM), and PVV (1,158.6 RPM); PVS was detected a lower load (15.4 RPM).
Interestingly, a significant number of reads with about 96% nucleotide sequence identities
to tobacco necrosis virus D (TNV-D) (Betanecrovirus, Tombusviridae) were also identified
in this dataset at 10.3 RPM, which would be the first report for this virus in Colombia (Fig.
2).

Phylogenetic analysis of scaffolds and/or contigs revealed the phylogenetic affinity of the
viruses detected by RNAseq with previously known isolates in Colombia. For PLRYV,
sequences from both certified (BST19) and uncertified (BST20) S. tuberosum seed-tubers
were part of the main clade found for this virus world-wide (Guyader and Giblot, 2002; Mesa
et al., 2016), and closely related to isolate M1 obtained from S. quitoense in Antioquia by
Gallo et al. (2021a). Analysis of the PMTV RNAS3 scaffold obtained from the uncertified S.
tuberosum seed-lots (BST20) formedan independent clade between isolates of world-wide
distribution (Gil etal., 2011, 2016), and local isolates infecting S tuberosum (CO2and CO1)
or P. peruviana (M7 and M2) recently reported by Gallo et al. (2020) (Fig. 3).
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Fig. 2. HTS detection of viruses in potato seeds-tubers in northern Antioquia.

Detection of viruses was performed using the PVDP package. The proportion of virus-like

sequences is shown on the leftin magenta and corresponds to the proportion of sequences

sharing high nucleotide sequence identities with currently known plant viruses at NCBI.

Boxplots illustrate the relative genome position of mapped reads against each virus
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genome; darker colors indicate higher sequence identity. RPM and total number of reads
for each identified virus are shown on the right.

PYVV sequence from the uncertified S. tuberosum seed lots (BST20) clustered within a
clade containing isolates infecting different host such as S. lycopersicum, S. phureja, S.
tuberosum, S. quitoense and P. peruviana in Colombia (Guzman-Barney et al., 2012;
Alvarez et al., 2017; Gallo et al. 2020, Gallo et al., 2021b) (Fig. 3). Assembly of the PVY
sequences resulted in three contigs clustering with the PVYN, and the recombinant PVYN™
strains previously detected by Mufioz-Baena et al. (2016) in S. lycopersicum, Alvarez et al.
(2018) in P. peruviana and from S. tuberosum, including the isolate Yarumal from northern
Antioquia (Mufoz et al., 2016) (Fig. 3). Surprisingly, uncertified seed contained only the
PVYN™ strain while, certified S. tuberosum seeds were also carrier of the PVYN strain.

Analysis of the S. phureja assemblies from the uncertified seed-tuber lots confirmed the
presence of PVS, PVV, and PVX, in addition to TNV-D (Fig. 4). The PVS scaffold (PVS-
BSP18) clustered within the andean PVS (PVS?) group of strains infecting different
solanaceous crops in Antioquia such as S. tuberosum, S. quitoense, and S. lycopersicum
but formed a distinct clade with isolate RL5 reported to infect S. phureja in Antioquia
(Gutiérrez et al., 2013; Vallejo et al., 2016) (Fig. 4). The PVV assembly (PVV-BSP18), on
the other hand, clustered within a distinct clade comprising other S. phureja isolates
(Alvarez etal., 2016; Gutiérrez et al., 2016) in addition to isolate from P. peruviana identified
in Antioquia (Alvarez et al., 2018). With respect to PVX, the assembled contig clustered
within the Eurasian Clade at 100% bootstrap together with several worldwide isolates
infecting S. tuberosum (Garcia et al., 2016) (Fig. 4). Finally, the partial genome sequence
of TNV-D from uncertified (BSP18) S. phureja seeds was part of a clade comprising several
TNV-D isolates infecting a wide diversity of hosts such as Valerianella locusta, Nicotiana
tabacum and Glycine max; this TNV-D isolate was also clearly separated from the other
two approved members of genus Betanecrovirus: leek white stripe virus (LWSV) and beet
black scorch virus (BBSV) (ICTV, 2021) (Fig. 4).



132 Deteccion molecular y limpieza de virus en material de siembra de Solanum

tuberosumy S. phureja

PLRV

CU87 (AF453393)
18-1113 (MN689378)
Noir (AF453390)
18-1127 (MN689370)
VIRUBRA (EU717546)
JPI-1 (JQ420901)
18-1108 (MN689367)
PLV-W13-136 (MH937415)

quitoense M1 (MN125059): S. quitoense
Iszslzi gg;;:]s tuberosum
May8B (MK116549: S. phureja
— GAF318-4.2 (KU586454)
[ PLRV165(MG356502)
100L- PLRV171 (MG356503)

GAF318-8 (KU586455)

S. tuberosum

S. tuberosum

e
0.005

PYVV

5 Quitoense M1 (MN125063)

8
a4] Quitoense M6 (MN125069)

99 May9 (MK618650)
61| |Umbita M19 (MT319731)

. BST20 S. tuberosum

S. quitoense

Cajamarca (AJ557129)

C (MK024943)

LU1 (KR998194): S. phureja

[MQ (MT334624): S. tuberosum

San Vicente 2 (MG696858): S. quitoense
May5: (MN088361): S. lycopersicum

M7 (MN417997): P. peruviana
Pefiol (KX573902): S. lycopersicum

0.01

PMTV
Ch20 (KM822703) ]

851 Ch10 (KM822702)
Korneta-Nemilkov (DQ102381)
CO3 (KR857356)

Nd4 (MH069208)
7}~ Chg (KM822701)
CO4 (KR857359)
Maryland (KY284863)
C57 P32 (KU955484)
99 l— C57 P31 (KU955483)

——BST20

S. tuberosum

CO2 (KR857353)
00— CO1 (KR857350)
96 | | Physalis M7 (MN417995)

63 | physalis M2 (MN417992) ]R peruviana

0.001

PVY ;

90| Capira (KX756672)

Yarumal (KT336551)
BST20 1

La Union (KR149260)

67] May4B (MK563993)

NTN Diacol Capiro (MF176827)
BST19

S. tuberosum

100

PB312 (EF026075)
IUNG-4 (JF927752)
— NTNHOS90 (AB331517)

BST19_2
mar7 (KR270797): S. lycopersicum
00| |L@UnionT (KX531041)
100} N Diacol Capiro (MF176828)| S. tuberosum
5ok Jin96 (MH795860)
0.050 physalis (KY711363): P. peruviana

Fig. 3. Neighbor-joining trees of viruses detected by RNAseq in S. tuberosum cv.
Diacol Capiro in seed-tubers from northern Antioguia. Each panel shows the
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branches. NCBI accession codes are indicated in parentheses, together with information

about the host, when available.
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4. Discussion

In this study, we have evaluated the prevalence of RNA viruses in seed-tubers from S.
tuberosum cv. Diacol Capiro and S. phureja cv. Criolla Colombia, used by farmers in
northern Antioquia. Our results suggest a high prevalence of viruses in seeds from all
sources. With respect to cv. Criolla Colombia, our analyses confirmed infection with all the
viruses tested and the high prevalence of PVV in contrast to S. tuberosum (Alvarez et al.,
2016). A comparison with similar studies performed in the eastern region of Antioquia
(Sierra et al., 2020, 2021; Gallo et al., 2021b; Garcia et al., 2021), confirms that seed-tuber
degeneration resulting from the accumulation of viruses is a serious problem affecting the
region that must be addressed urgently by the corresponding phytosanitary agencies; the
high virus prevalence of planting material is very likely an important factor limiting the
productivity of potato in Antioquia. In perspective, the maximum productivity of cv. Diacol
Capiro is estimated at 40 t/ha (Porras and Herrera, 2015) which is almost twice the
productivity of northern Antioquia of 24 t/ha; with respect to S. phureja the maximum
productivity is approximately 25 t/ha (Rodriguez et al., 2009; Seminario et al., 2018) but
current productivity in fields from Antioquia rarely surpass 15 t/ha (Agronet, 2021). Of
particular concern are the levels of infection of certified cv. Diacol Capiro tubers, which are
expected to have a lower prevalence of viruses but tested at 100% for PVY, PVS, PVX,
PYVV, and PLRYV as current legislation limits their prevalence at 5% for PLRV, PVY, PVS,
and PVX; and 1% for PYVV (ICA, 2015); it is important to clarify that these values
correspond to prevalence as measured by visual inspection and/or serological tests which
are less sensitive than the methods used in this work. Another worrying fact is the high
number different viruses detected in certified seed lots, which were infected with six viruses
in seven lots, and seven viruses in the remaining one. We strongly believe that the current
potato seed certification program in Colombia should be reformulated to include more
sensitive detection methods, particularly during the screening phase of the seed stock
plants used to produce the material for further certification steps. The plantation of virus-
free tubers can substantially improve yields in potato, particularly when combined with
methods that reduce potential sources of inoculum such as early-season crop hygiene,
roguing, and positive selection (Gildemacher et al., 2011; Schulte-Geldermann et al., 2012;
Thomas-Sharmaetal., 2016). Somereports indicate that planting reliable certificated seed-

tubers can results in about an initial 30% incrementin yields (Halterman et al., 2012; Frost
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et al., 2013; Thomas-Sharma et al., 2016, 2017); yields can be increased further to more
than 70% with the continuous used of high-quality seed, as evidenced by data from western
Europe, the United States, and Canada (Halterman et al., 2012; Frost et al., 2013; Thomas-
Sharmaet al., 2016, 2017).

The production of healthy seed-tubers should be a concerted effort involving farmers,
phytosanitary surveillance institutions, and basic research groups that results in the routine
implementation of highly sensitive diagnostic techniques such as gPCR or isothermal
amplification tests such as RPA (Recombinase polymerase amplification) and LAMP (Loop-
mediated isothermal amplification) for monitoring the prevalence of viruses in the field and
the validation of virus clean-up protocols (Raigond et al., 2020; Kumar et al., 2021;
Schumpp et al., 2021). In addition, HTS methods should be used as a complementary
technique for detecting the emergence of new virus strains and species and for monitoring
the movement of viruses across regional or country borders. The usefulness of HTS as a
complementary diagnostic method have been demonstrated in this work, allowing the
detection of PLRV, PMTV, PYVV and PVY in seed-tubers of S. tuberosum cv. Diacol
Capiro, and of PVX, PVV, and PVS in S. phureja tubers. As a proof of concept, HTS also
allowed the identification of TNV-D, a virus that was not initially included as part of this
study and therefore should be investigated further to clarify itsimpactin S. phureja. TNV-D
is a Betanecrovirus (Tombusviridae) first described in N. tabacum that can infect a wide
spectrum of hosts, since biological studies have shown that TNV-D can be transmitted to
at least 88 dicotyledonous and monocotyledon species in 37 families (Price, 1938). TNV-D
is naturally transmitted by zoospores of the root-infecting chytrid fungus Olpidium brassicae
(Teakle, 1962) and despite its early discovery in 1935 (Smith and Bald, 1935), only a few
isolates have been sequenced: TNV-D infecting French bean (Phaseolus vulgaris) from
England, TNV-DH infecting Nicotiana clevelandii from Hungary, TNV-DP infecting olive
trees from Portugal and the Manitoban isolate (TNV-D"B) from soybean (Diaz-Cruz et al.,
2017). Genome analysis of TNV-DM® revealed a genome of 3,742 nt encoding six proteins:
22-kDa and 82-kDa proteins products required for RNA replication (p22 and p82), three 7-
kDa proteins (71, 7a, and 7b) believed to be involved in cell-to-cell movement, and a coat
protein (CP) gene (Diaz-Cruz et al., 2017). Infection of potato with TNV-D is uncommon,
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however, it has been included as part of the EPPO Certification Schemes for potato seeds
(PM4/028-1) and all nuclear stock microplants commercially produced in Europe should
test negative for this virus (EPPO, 1999). TNV-D causes significant damage to the tuber,
generating dark sunken lesions and dark brown blemishes with radial or reticular cracks
(Jeffries, 1998; Monger and Jeffries, 2018). Future work must investigate the prevalence of
TNV-D, and its associated vector O. brassicae, in potato fields in northern Antioquia.

In more general terms, we believe that similar studies like this one should be extended to
other potato cultivating regions in Colombia and include additional cultivars such Parda
Pastusa, Superior or Pastusa suprema, widely grown in Cundinamarca, Boyacaand Narifio
(MADR, 2019), to better understand the current phytosanitary status of this crop, and have
a more complete picture of the virome of potato in Colombia. Potato is affected by more
fifty viruses across the world (Kreuze et al., 2020) and it is likely that more viruses remain
to be discovered in Colombia and the rest of the south American Andes, the center of
diversity of potato.
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