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Secuenciamiento de alto rendimiento (HTS) para la detección

de patógenos vegetales: Implicancias y desafíos
G. Müller & J. Kreuze



La "secuenciación de alto rendimiento“ o HTS (por sus siglas en inglés), es una colección 

de técnicas de secuenciación genética que mejoran el proceso de secuenciación original 

de Sanger. Estos métodos de secuenciación de ADN y ARN utilizan procesos paralelos 

masivos para trabajar de manera más rápida y rentable que el método Sanger.
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Las tecnologías HTS utilizan una química bastante diversa,
sin embargo, comparten 2 pasos principales: 

• fragmentación de librería ⁄ preparación de librería a partir de un amplicon.
• detección de nucleótidos incorporados.

(Shokralla et al 2012)
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✓Amplia y gran adopción de etiología: desde 2009, >100 nuevos virus y 300+ publicaciones



NGS

Diagnóstico? Riesgo / patogenicidad?

Taxonomía?
Genética de poblaciones /

Evolución de patógenos?

Hay una necesidad de colaboración

internacional para manejar los desafíos de 

integrar HTS en el estudio de virus de plantas, 

diagnóstico y evaluación de riesgos

Aplicaciones



Se incorporarán secuencias metagenómicas (es decir, virus de 

secuencia única) para la clasificación taxonómica

Taxonomía?



HTS Puede ser usada para Diagnóstico?

❖ Retos Técnicos

• Protocolo de Laboratorio? 

• Algoritmos bioinformáticos?

❖ Evaluación de desempeño

• Sensibilidad, variabilidad?

• Especificidad?

• Reproducibilidad?

• Repetibilidad?

❖ Análisis rutinario

• Contaminación?



Protocolo de laboratorio

Extracción de ARN

Usa la fracción de ARN pequeño

para preparar librerías

Envío a proveedor -

secuenciamiento

Análisis Bio-informatico: 

VirusDetect v1.7

1 semana, 96 muestras
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Validación de sRSA a pequeña escala para la detección 

rutinaria de virus en papa: comparativo lado a lado con 

la indexación estándar de virus

Library ID
Sample

(CIP number)
Country

Standard Indexing

(from potato and/or indicator 

plants grown in greenhouse)

sRSA4

( from in vitro potato plant 

extractions)

PCR confirmation

(from in vitro potato

plant extractions)

GAF318-1 706735 Argentina PVX
1,2,3

PVX, PVA5 PVX, PVA

GAF318-2 396009.258 Peru − − −

GAF318-3 703471 Peru PVS1 PVS PVS

GAF318-4 705268 Ecuador PLRV
1
, PVX

1,2,3
PLRV, PVX PLRV, PVX

GAF318-5 700744 Peru PVS1,2,3, PVT1 PVS, PVT PVS, PVT

GAF318-6 706851 Peru PVX
2,3

, PVS
1

PVX, PVS, PVT PVX, PVS,PVT

GAF318-7 703518 Colombia PVS1 PVS PVS

GAF318-8 704832 Bolivia PLRV
3
, APLV

1,3
, PVX

3
PLRV, APLV, PVT PLRV,  APLV, PVT

GAF318-9 703573 Colombia − − −

GAF318-10 308328.32 Peru − − −

GAF318-11 398098.20 Peru − − −

GAF318-12 396272.12 Peru PVS1,3 PVS PVS

GAF318-13 396063.1 Peru PLRV3 PLRV PLRV

GAF318-14 598198.4 Peru − − −

GAF318-15 304413.45 Peru − − −

GAF318-16 393046.7 Peru PVX
1,2,3

, PVS
1,2

PVX, PVS PVX, PVS

✓ Indexado estándar- métodos de diagnóstico complementario: ELISA, Bioensayo y NASH / PCR

✓ Prueba de ELISA del indexado solo para virus communes en región andina (no incluye PVA ni PVM)

✓ Bioensayo (Rango de hospederos) permite detección de virus transmitidos mecánicamente y por injerto

pero no distinguirlos en infecciones mixtas (caso GAF318-1)







sRNA reads

Host-derived sRNA 

reads

Unmapped 

sRNA reads

Contigs

Non-redundant contigs

Alignment  to host 

sequences

Contigs

Alignment to 

reference virus 

database & 

reference-guided 

assembly

De novo assembly

Non-redundant contigs

(base error corrected)

Concatenate and remove redundancy

Alignment of sRNA reads back to 

contigs & correct base errors

virus

Contigs without hit

BLASTN against virus nucleotide 

database

Undetermined contigsvirus

BLASTX against virus 

protein database

Alignment to host 

sequences

Unmapped contigsHost-derived contigs

Flujo de análisis de ARN pequeño: VirusDetect_v1.7



Las estrategias Bioinformáticas: Que tan consistentes son?
https://doi.org/10.1094/PHYTO-02-18-0067-R

LAB ID

SENSITIVITY
FALSE DISCOVERY 

RATE

2,500,00

0
250,000 50,000

AVERA

GE

2,500,00

0
250,000 50,000

A 90% 53% 10% 51% 0% 0% 0%

B 80% 35% 30% 48% 0% 0% 0%

C 80% 71% 60% 70% 0% 0% 0%

D 100% 82% 50% 77% 17% 7% 9%

E 80% 82% 30% 64% 0% 0% 0%

F 100% 88% 80% 89% 0% 0% 0%

G 100% 53% 20% 58% 0% 0% 0%

H 70% 65% 30% 55% 0% 0% 0%

J 100% 94% 70% 88% 0% 0% 9%

K 90% 71% 40% 67% 0% 0% 0%

M 90% 94% 50% 78% 0% 6% 18%

N 90% 82% 30% 67% 0% 0% 0%

O 40% 41% 20% 34% 0% 0% 0%

P 70% 59% 20% 50% 0% 0% 0%

R 100% 100% 100% 100% 9% 6% 9%

S 100% 100% 50% 83% 0% 0% 0%

T 100% 100% 90% 97% 0% 0% 0%

V 80% 88% 60% 76% 0% 0% 0%

W1 90% 82% 40% 71% 0% 0% 0%

W2 90% 82% 60% 77% 0% 0% 0%

X 80% 71% 30% 60% 0% 8% 27%

AVERA

GE
87% 76% 46% 70%

GLOBAL FDR RATE: 

1.9%

https://doi.org/10.1094/PHYTO-02-18-0067-R


Lab ID Building the contigs BLAST comparison

Software
Extension 

step
Minimal contig 

length (nt)
k-mer 
range

Removal 

redundant 
reads

Host 
filtering

Method Database Cut off used

A
Velvet/Oases

then Seqman
N 100 13-21 Y Y

MegaBLAST + 

BLASTN
GenBank (nr) None

B CLC Genomics Workbench Y 60 Variable N N BLASTX + BLASTN GenBank (viruses and viroids) e-value of 10-3

C CLC Genomics Workbench N 30 16-19 N N BLASTN

Local databases of complete 

virus and viroid genomes mined 

from Genbank

None

D Velvet/Assembly Assembler Y 38 (9-)11-25 N Y BLASTX + BLASTN GenBank (viruses and viroids) None

E CLC Genomics Workbench N 50 15-21 N N BLASTX + BLASTN GenBank (nr + nt) None

F Velvet Y 26 13-17 N N BLASTX + BLASTN GenBank (nr)

e-value of 10-2

Homology cut off >80%, 100% 

coverage for known viruses 

identification

G Velvet N N 17 N N
BLASTN +TBLASTX of 

non-ID contigs

Local databases (viruses and 

viroids; ribosomal RNA; host) 

and GenBank (nr) for TBLASTX

Sequencing depth >5

H Velvet/Assembly Assembler N 21 7-21 N N BLASTX + BLASTN Genbank (nr) None

J Velvet

Y (Only 

the 2,5M 

depth)

40 13-15-17 N N BLASTN/X/P GenBank (nr) Default parameters, e-value 10-1

K
Mapping and then de novo 

assembly  with Velvet
N 31 13-15-17 Y N MegaBLAST / BLASTN GenBank (viruses and viroids)

e-value 10-10

Homology >95%

M Velvet N 29 15-17 N N BLASTX + BLASTN GenBank (viruses and viroids)
e-value 10-4 (BLASTX)

e-value 10-6 (BLASTN)

N Velvet and BWA backtrack N 50 11-19 Y N BLASTX + BLASTN GenBank (viruses and viroids) Bit score >= 30

O CLC Genomics Workbench N 50 16-19 N N BLASTN GenBank (nt)
e-value 10-3

Homology >85%

P Velvet/Assembly Assembler N 21 9-31 N N BLASTX + BLASTN GenBank (nr + nt) e-value 10-3

R

Mapping against refseqdB, and de 

novo assembly, both in CLC 

Genomics Workbench

Y 21 12 N Y BLASTX + BLASTN GenBank (nr) None

S VirusDetect N 40 9-19 N Y BLASTX + BLASTN GenBank (nt + nr)
Sequencing depth >5; reference 

genome coverage >10%;
e-value 10-5

T

Blasting raw reads against 

Genbank (nt) and de novo 

assembly with CLC Genomics 
Workbench

N 50 17 N N BLASTN
Genbank (nt) + Refseq virus 

and viroids
e-value 10-4

V AByss N 16 16 N N BLASTN GenBank (nt) e-value 10-5

W1 CLC Genomics Workbench N 60 14 N N BLASTX GenBank (viruses and viroids) e-value 10-3

W2 CLC Genomics Workbench N 60 Variable N N BLASTX GenBank (viruses and viroids) e-value 10-3

X CLC Genomics Workbench Y 21 17 N N BLASTN + BLASTX GenBank virus + viroid e-value 10-3



Las estrategias bioinformáticas influyen de manera importante 

en la detección sensible de virus en sets de datos de ARN 

provenientes de HTS. A esto se suma,

(i) la dificultad para detectar agentes virales cuando son nuevos 

y/o su abundancia de ARNs es baja, 

(ii) la influencia de la selección de parámetros clave tanto en los 

pasos de ensamblaje como de anotación, 

(iii) la importancia de la integridad de las bases de datos de 

secuencias de referencia y 

(iv) el nivel significativo de experiencia científica necesario para 

interpretar los resultados de los flujos de análisis.



Cómo se puede usar HTS para ayudar a 

tomar decisiones regulatorias apropiadas 

con fines fitosanitarios?

Detección e identificación de plagas  Evidencia de plagas vivas o daños a la 

planta / productos vegetales??

Interpretación de resultados: Más allá de la detección e identificación… 

• La interpretación de los resultados es el mayor desafío en el

contexto fitosanitario;

• Todavía no se ha desarrollado una guía sobre la

interpretación de los resultados de HTS: estas tecnologías

pueden utilizarse actualmente para evaluar envíos, pero no

para formar la base de decisiones finales para el caso de

virus nuevos (por ejemplo, destrucción o rechazo de envíos);

• No todos los organismos asociados con las plantas son

plagas: algunos pueden ser mutualistas o agentes

comensales.



• Detección de organismos no-viables;

• HTS para fines fitosanitarios: los datos de validación

importantes y deben estar disponibles así como los criterios

para su uso y las políticas para la interpretación de los

resultados tendrían que desarrollarse para permitir las

decisiones reglamentarias apropiadas.

• ¿Los organismos recientemente detectados representan un

riesgo económico o comercial?

• ¿Cuál es el significado biológico (por ejemplo, el rango de

hospederos) del organismo recientemente detectado?

• ¿Cómo se determina la distribución geográfica de este

organismo si el organismo se descubrió recientemente y es

de naturaleza críptica o latente?

• ¿Qué tipo de acciones serían apropiadas después de los

hallazgos basados en tecnologías HTS (por ejemplo,

destrucción de un envío importado, pruebas adicionales

utilizando otras metodologías)?







http://bioinfo.bti.cornell.edu/virome/index

Distribución geográfica: usar HTS para mapear todos los 
virus de un cultivo y su relación con síntomas 



Viroma de camote: 3193 virus en 1168 muestras, 

>15 nuevas especies

Descubierto por 

HTS, pero sin 

importancia 

fitosanitaria: tiene 

distribución 

mundial, en >90% 

de las plantas no 

produce síntomas 

y está en títulos 

sumamente bajos.



Cursos de entrenamiento en HTS

Kumasi, 18-22 June 2018

Nairobi, 25-29 June 2018

Lima, 19-28 March 2018

Desde el 2011, el CIP ha organizado varios cursos, este año en Lima, Ghana y Kenya. 

Desde 2018, también ofrecemos el servicio de preparación de librerías y análisis bioinformático.



CGIAR & Crop trust: Asegurando el camino hacia la seguridad alimentaria



The International Potato Center (known by its Spanish acronym CIP) is

a research-for-development organization with a focus on potato, sweetpotato,

and Andean roots and tubers. CIP is dedicated to delivering sustainable

science-based solutions to the pressing world issues of hunger, poverty,

gender equity, climate change and the preservation of our Earth’s fragile

biodiversity and natural resources.

www.cipotato.org

CIP is a member of CGIAR

CGIAR is a global agriculture research partnership for a food secure future. Its

science is carried out by the 15 research centers who are members of the

CGIAR Consortium in collaboration with hundreds of partner organizations.

www.cgiar.org


